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Listado de abreviaturas.

Listado de abreviaturas.

Ac: Anticuerpo.

ADN: Acido desoxirribonucleico.

ADNc: ADN complementario.

ARN: Acido ribonucleico.

ARNm: ARN mensajero.

Ag: Antigeno.
kkkkkkhkkkkkkkkkkhkhkhkkhkkhkkkhkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkkhkhkkhkkhkkhkkkhkkkhkkkhkkkkhkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkhkhkhkhkkhkkkkkkx
CD: Células dendriticas.

CPA: Células presentadoras de antigenos.

CSF-1: Macrophage colony-stimulating factor 1. --- Factor estimulador de macrofagos
de tipo 1.

CTLA-4: Cytotoxic T-lymphocyte antigen 4. --- Antigeno-4 asociado al linfocito T

citotéxico.

CV: Coeficiente de variacion.
kkkkkkhkkkkkkkkhkhkkhkhkhkkhkkhkkkhkkhkhkhkhkhkkhkhkkhhkkhkhkhkhkhkhkhkkhhkkhkhkhhkkhkhkhkhkkhhkkhhkhhkhkhkhkkhkkkhkkhkhkhkkikkkx
DAT: Direct agglutination test. --- Test de aglutinacion.

dg: Dias de gestacion.

DO: Densidad 6ptica.

dpi: Dias post-infeccion.
kkkkkkkkkkkkkhkkkkhkkkkhhkkkkkkkkkkhkkkhkkhkkkkhkkhkkkhkkhkkkkkhhkkkkhkkkkhkkkkkkkkhkkhkkkkhkhkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkk
E.E.U.U.: Estados Unidos.

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay. --- Ensayo por inmunoadsorcion ligado

a enzimas.

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkkkkkkkhkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkx

FITC: Fluorescein isothiocyanate. --- Isotiocianato de fluoresceina.
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kkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkhkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkhkkkhkkhkkkhkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkkkx

GPI: Glycosylphosphatidylinositol. --- Glicosilfosfatidilinositol.

GRA: Proteinas densas granulares (de T. gondii).

G1: Grupo experimental 1.

G2: Grupo experimental 2.

G3: Grupo experimental 3.
-
HE: Hematoxilina-eosina.

HIER: Heat-induced antigen retrieval. --- Desenmascaramiento de antigeno inducido

por calor.

HLA-DR: Human leucocyte antigen DR. --- Antigeno leucocitario humano de tipo DR.
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkkhkhkkkkhkkkkkhkkhkkkhkkkkkkkkkkkhkkhkkkhkkkhkkhkkkkkkkkhkkhkkkhkkhkkkkkkkkx
ICOS: Inducible costimulatory. --- Coestimulador inducible.

IDO: Indoleamine 2,3-dioxygenase. --- Indolamina 2, 3-dioxigenasa.

IFAT: Immunofluorescence antibody test. --- Test de inmunofluorescencia.

IFN-y: Gamma interferon. --- Interferbn gamma.

Ig: Inmunoglobulina.

IHQ: Inmunohistoquimica.

IL: Interleuquina.

iNOS: Inducible nitric oxide synthase. --- Oxido nitrico sintetasa inducible.

|O: indice de densidad dptica.

ISCOM: Immune stimulating complexes. --- Complejos inmunoestimuladores.

ITS: Internal transcribed spacer. --- Espaciador transcrito interno.
kkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkhkkkhkkhkkhkkhkkkkhkhkkhkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkx
kg: Kilogramo.

KO: Knock-out.
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kkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkhkkkkkkhkkkhkkkkkhkkkkkkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkx

LPS: Lipopolisacarido.

Tk ko ko ko ko ko ko ko koo
MAPAMA: Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion.

MDAT: Modified direct agglutination test. --- Test de aglutinacion modificado.

mg: Miligramo.

MHC: Major histocompatibility complex. --- Complejo mayor de histocompatibilidad.

MIF: Macrophage migration inhibitory factor. --- Factor inhibidor de la migracion de los

macrofagos.

min: Minutos.

MLN: Mesenteric lymph nodes. --- N6dulos linfaticos mesentéricos.
mm: Milimetro.

MST: Musculo semitendinoso.

MyD88: Myeloid differentiation primary response 88. --- Proteina adaptadora 88 de

respuesta a diferenciacion mieloide primaria.

M1: Macrofago clasicamente activado.

M2: Macréfago alternativamente activado.
kkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkhhkkkkhkkkkkhkhkkkhkhkkkkhkhkkkhkkhkkkkhkkhhkkkhkhkkkkhkkkkkkkkhkkhkkkkhkhkkkkhkkkkkhkkkkkkkkkkkkkk
N. caninum: Neospora caninum.

ND: No disponible.

NK: Natural killer.

NL: Nodulos linfaticos.

nm: NanGmetro.

NO: Nitric oxide. --- Oxido nitrico.

kkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkhkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkhkkkhkkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkhkkhkkhkkkkkkkkx

0.e.: Ooquistes esporulados.

kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkkhkkkhkkkhkhkkhkkhkkhkkkhkkkhkkkhkkhkhkkkkkkkhkkkhkkhkkkhkkkhkhkkkkkkkkkhkkhkkkhkkhkkhkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkx
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PAMPs: Pathogen-associated molecular patterns. --- Patrones moleculares asociados

a patégenos.

pb: Pares de bases.

PBMCs: Peripheral blood mononuclear cells. --- Células mononucleares sanguineas.
PBS: Phosphate buffered saline. --- Tampon fosfato salino.

PCR: Polymerase chain reaction. --- Reaccion en cadena de la polimerasa.

PDL-1: Programmed death-ligand 1. --- Ligando 1 de muerte programada.

PGF: Placental growth factor. --- Factor de crecimiento de la placenta.

pi: Post-infeccion.

PIER: Protein-induced antigen retrieval. --- Desenmascaramiento de antigeno

inducido por proteinas.

PSAL: Porcentaje de seccion afectada por las lesiones.
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkkkkkkk
gPCR: PCR cuantitativa.

g.t.: Quistes tisulares.
kkkkkkkkkkkkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkkhkkhkkhkkhkkkhkkhkkhkkkhkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkhkkhkkhkkhkkhkkhkkkkkkkkkhkkhkkkhkkhkkkkkkkkx
R.D.: Real Decreto.

RFLP: Restriction fragment length polymorphism. --- Polimorfismos en la longitud de

los fragmentos de restriccion.

ROP: Proteinas de la roptria (de T. gondii).
kkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkkkhkkkkkk
SAG: Antigeno (de T. gondii) de superficie.

SAR: Stramenopiles/ Alveolata/ Rhizaria. --- Estramendpilos/ Alveolados/ Rizarios.
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Tc: Cytotoxic T lymphocytes. --- Linfocitos T citotéxicos.

TCR: T cell receptor --- Receptor de células T.

Th: Helper T lymphocytes. --- Linfocitos T colaboradores.

TLR: Toll-like receptor. --- Receptor tipo toll.

TMF: Tamafio medio de los focos.

TNF: Tumor necrosis factor. --- Factor de necrosis tumoral.

TNF-a: Tumor necrosis factor-alpha. --- Factor de necrosis tumoral alfa.

Treg: Regulatory T cells. --- Células T reguladoras.
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v.0.: Via oral.

v.sb.: Via subcutanea.

v.sX.: Via sexual.
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Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréafica.

1. Introduccidén general.

El censo ovino en la Union Europea en el afio 2018, ultimo del que se tienen datos
completos y actualizados, supera ligeramente los 86 millones de cabezas (Oborne,
2018), lo que muestra un leve ascenso en comparacion con los tres ultimos afios
(EUROSTAT, 2015). La productividad en la industria ovina depende en gran medida
de la eficacia reproductiva, ya que condiciona tanto la obtencion de corderos como de
leche, por lo que los abortos son una de las principales causas de pérdidas
econdmicas en el sector debido a su elevada prevalencia en todo el mundo (Pérez,
2018). En Gran Bretafia, el pais europeo con el sector ovino mas importante en la
actual Unién Europea, con un 30 % del total del ganado ovino (Oborne, 2018), en los
casos de aborto que se investigan se diagnostica la participaciébn de agentes
infecciosos en aproximadamente el 70 % de ellos, siendo Chlamydia abortus (C.
abortus), Toxoplasma gondii (T. gondii) y Campylobacter sp. los principales agentes
patdgenos abortivos (Mearns, 2007; Carson, 2018), seguidos muy de lejos por Listeria
sp. y Salmonella sp. (Carson, 2018). En este sentido, s6lo en el Reino Unido se han
calculado unas pérdidas econdémicas en la industria ovina cercanas a los 40 millones
de euros al afio asociadas a los abortos producidos por C. abortus y T. gondii (Williams
y O’Donovan, 2009).

En lo que se refiere al censo ovino de Espafia, nuestro pais ocupa el segundo lugar
en la Unién Europea con una cifra cercana a los 17 millones de cabezas, lo que
supone un 0,61 % menos que el afio anterior (MAPAMA, 2018). A nivel autonémico
Castillay Ledn ocupa, tras Extremadura, el segundo lugar del censo, con algo mas de
3 millones de animales, si bien es la primera comunidad si se considera el niumero de
animales productores de leche (MAPAMA, 2018). En nuestro pais se estima que, del
total de abortos ocurridos en la especie ovina, alrededor del 50 % de ellos son
causados por un agente infeccioso (Pérez, 2018). C. abortus supone la principal causa
de aborto infeccioso en ovinos en Espafa (Esnal, 2010; Fernandez et al., 2012;
Gutiérrez, 2015), estimandose su implicacion en algo mas del 56 % del total (Gutiérrez,
2015). Los otros cuatro patégenos responsables de causar la gran mayoria de abortos
en ganado ovino son T. gondii, Coxiella burnetii, Salmonella abortus y el virus de la
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enfermedad de la frontera o “Border disease” (Oporto et al., 2006; Valdezate et al.,
2007; Esnal, 2010; Fernandez et al., 2012; Moreno et al., 2012). Ademas, se han
descrito, aungue con una menor incidencia, casos de abortos asociados a otros
agentes infecciosos como Brucella melitensis, Campylobacter sp. y Listeria sp.
(Oporto et al., 2006; Esnal, 2010; Fernandez et al., 2012; Ocejo et al., 2019).

La importancia del protozoo T. gondii como causa de trastornos reproductivos en el
ganado ovino se document6 por vez primera en 1957 (Hartley y Marshall, 1957),
estimandose actualmente que 1,5 millones de corderos mueren cada afio en Europa
como consecuencia de la infeccion con este agente (Innes et al.,, 2009a). La
toxoplasmosis no sélo es importante debido a que provoca fallo reproductivo en las
ovejas gestantes (Buxton et al.,, 2007; Dubey, 2009b), sino que ademas esta
considerada de gran relevancia por su riesgo en la salud humana. El primer caso
documentado de transmision congénita de toxoplasmosis en la especie humana fue
descrito en 1939 (Wolf et al., 1939). Actualmente se considera una zoonosis muy
extendida de forma que un tercio de la poblacion mundial podria estar infectada con
T. gondii (Flegr et al., 2014; Halonen y Weiss, 2013). No obstante, el porcentaje de
personas infectadas varia segun la zona geografica de estudio habiéndose descrito
en algunos paises de Centroamérica porcentajes de infeccién superiores al 70 %
(Montoya y Liesenfeld, 2004).

2. Etiologia.

2.1. Clasificacion filogenética de T. gondii.

En el afio 1908, los investigadores Nicolle y Manceaux descubrieron accidentalmente
la presencia en tejidos de un roedor africano (Ctenodactylus gundi), que formaba parte
de un estudio experimental sobre la leishmaniosis, del protozoo T. gondii (Nicolle y
Manceaux, 1908). Debido a las diferencias estructurales que este organismo
presentaba con respecto a las especies de Leishmania, los autores propusieron
clasificarlo en un nuevo género al que denominaron Toxoplasma (del griego

toxon=arco), en alusion a su caracteristica forma de arco (Weiss y Dubey, 2009).



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréfica.

Desde su descubrimiento, su clasificacion filogenética se ha modificado en diversas
ocasiones. La mas reciente se enmarca dentro de una restructuracion global de la
clasificacion de los seres vivos que se presentd en el estudio publicado en 2007 por
Keeling titulado “Deep questions in the tree of life” (Keeling, 2007). Tras haberse
descartado la clasificacion filogenética clasica de los cinco reinos (Bacteria, Archaea,
Plantae, Fungi y Animalia) debido a que es muy encorsetada y no se ajusta a los
hallazgos recientes derivados de las nuevas técnicas moleculares, los organismos se
agrupan actualmente en dominios evolutivos (Solomon et al., 2014). No obstante, éste
es un campo en continuo cambio y no hay consenso dentro de la comunidad cientifica
sobre si la historia evolutiva de los seres vivos debe encuadrarse dentro de tres
(Bacteria, Archaea y Eukarya) o dos (Bacteria y Archaea, al considerar que los
eucariotas evolucionaron de las arqueas) dominios evolutivos (Zhou et al., 2018). En
cualquier caso, los organismos eucariotas de clasifican actualmente en cinco
supergrupos: Archaeplastida, SAR (por sus siglas en inglés:
Stramenopiles/Alveolates/Rhizaria), Excavata, Amoebozoa y Opisthokonta (Clark et
al., 2018). En concreto, dentro de este ultimo se clasifican la mayoria de los eucariotas
ya que engloba los seres vivos pertenecientes a los antiguos reinos Fungi y Animalia
(Adl et al., 2012; Pena-Diaz y Lukes, 2018). En el supergrupo SAR se incluyen, entre
otros, los organismos alveolados, que deben su nombre a la presencia en su interior
de alveolos (unas vesiculas aplanadas dentro de su membrana plasmatica), que a su
vez se clasifican en tres phylum: dinoflagelados (Dinoflagellata), apicomplejos

(Apicomplexa) y ciliados (Cilliophora) (Figura I.1).

Los apicomplejos son en su mayoria parasitos intracelulares obligados con
complicados ciclos biolégicos y se caracterizan por poseer un complejo apical de
microtubulos cuya funcion es la adhesion y posterior invasion de células del
hospedador (Arisue y Hashimoto, 2015). También tienen en su extremo apical dos
organulos secretores, roptrias y granulos densos, que ejercen un importante papel
modulador de la respuesta inmunitaria desarrollada en los organismos que infectan
(Swapna y Parkinson, 2017), como se explicara en posteriores apartados. La
presencia en todos los apicomplejos de un plastidio sin funcion fotosintética pero
esencial para la supervivencia del organismo, ya que codifica sus propios genes

independientemente del nucleo, parece confirmar la hipétesis de que estos protozoos
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se originaron mediante un proceso endosimbidtico de un ancestro comun con un alga

roja (Fichera y Roos, 1997).

Actualmente, dentro del phylum Apicomplexa se incluyen protozoos que causan
importantes enfermedades veterinarias (Swapna y Parkinson, 2017). De entre ellas,
en el ganado ovino destacan de manera especial las siguientes: toxoplasmosis
(causada por T. gondii), neosporosis (producida por Neospora caninum, N. caninum),
criptosporidiosis (cuyo agente etioldgico es Cryptosporidium spp.), la coccidiosis
(asociada a la infeccion por Eimeria spp.), teileriosis (causada por Theileria annulata)
0 babesiosis (causada por Babesia ovis) (Fehlberg et al., 2017). La especie T. gondii
es la Unica existente dentro del género Toxoplasma, que pertenece a la familia

Sarcocystidae y a la subclase Coccidia (Reid et al., 2012).

Supergrupo
Archaeplastida

Stramenopile
Dincflagellata
Su?ggym —'{ Alveolata }——'{ Apicomplexa _P( Toxoplasma gondii
Dominio Cilliophora
Eukarya

Supergrupe
Excavata

Supergrupo
Amoebozoa

Supergrupo
Opisthokonta

Figura I.1. Filogenia de T. gondii (elaboracién propia).
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2.2. Variabilidad genética de T. gondii.

Hasta la fecha se han descrito casi mil aislados diferentes de T. gondii (Su et al., 2012).
Para tratar de caracterizarlos genéticamente se emplean diferentes técnicas
moleculares, como las basadas en los polimorfismos identificados mediante el analisis
de la longitud de los fragmentos de restriccion (RFLP), los microsatélites o la mas
reciente tipificacion de multilocus de secuencias (Su et al., 2010). Gracias a estas
herramientas genéticas ha sido posible englobar todos esos aislados en tres grandes
lineas clonales denominadas |, Il y lll (Howe y Sibley, 1995). Asimismo, se han descrito
hasta 12 haplotipos, o combinaciones de alelos de un cromosoma que se transmiten
juntas, diferentes en las cepas de campo estudiadas de T. gondii hasta el momento
(Khan et al., 2011). Asi, se ha sugerido que el haplotipo 12 es el precursor de los
aislados de tipo Il actuales, mientras que el cruce de aislados de T. gondii con los
haplotipos 6 0 9 y 12 originaron los aislados 1 y Il (Khan et al., 2011).

Se ha propuesto que estas tres lineas clonales tienen un acervo genético similar, ya
gue se ha sugerido que proceden de solamente ocho estirpes ancestrales (Su et al.,
2012). De hecho, mediante andlisis genéticos se ha demostrado que existen muy
pocos polimorfismos de secuencia entre los loci del cromosoma la de las tres lineas
clonales, lo que ha llevado a sugerir, tras detallados y complejos andlisis moleculares,
que las lineas clonales | y Il adquirieron este cromosoma gracias a un nimero limitado
de cruces con la linea Il (Walzer y Boyle, 2012). Ademas, se ha propuesto que, al
contrario de lo sugerido durante muchos afios, los origenes de ese cromosoma de
Toxoplasma se encuentran en Sudamérica y, por medio de la actividad humana o a
través de vectores, principalmente las aves, se introdujo en el continente europeo y

en América del Norte (Walzer y Boyle, 2012).

Existe una gran diferencia en las caracteristicas de los aislados en funcién del area
geografica de estudio: mientras que en el hemisferio norte (en concreto en Europa y
América del Norte, ya que es en estos territorios donde se realizan la mayor parte de
los estudios) predominan los aislados con poca variabilidad genética (Sibley et al.,
2002), en el hemisferio sur (principalmente en el Caribe, América del Sur y Africa)
existe una gran diversidad genética entre los aislados estudiados (Pena et al., 2008;
Al-Kappany et al., 2010), lo que demuestra el hecho de que en estas regiones sean

muy abundantes los aislados atipicos de T. gondii (Hamilton et al., 2017), como por
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ejemplo TgCatBr2 (Dubey et al., 2004). No obstante, también se han descrito aislados
atipicos de T. gondii en otras regiones del mundo (Pomares et al., 2018), incluida
Espafa (Ferndndez-Aguilar et al., 2013a). Se ha sugerido que su presencia estaria
relacionada con el consumo carne procedente de animales infectados con origen en

aguellas regiones donde son frecuentes los aislados atipicos (Pomares et al., 2011).

Se cree que la variabilidad genética de los aislados esta directamente relacionada con
el modo en el que, a lo largo de miles de afos, el parasito se ha replicado (Sharif et
al., 2017): la escasa variabilidad genética se relaciona con la expansion clonal del
parasito, por medio de la reproduccion asexual a través de hospedadores intermedios,
mientras que la reproduccion sexual, que se produce solamente en el epitelio intestinal
de los gatos, hospedadores definitivos del parasito, y que desencadena la formacion
de ooquistes esporulados que son expulsados al medio y pueden ser ingeridos por
cualquier ser vivo, explicaria la gran tendencia a la recombinacién, y por tanto la
variabilidad genética (Su et al., 2012). De las tres grandes lineas clonales, parece
claro que la que provoca la mayoria de las infecciones por T. gondii en el continente
europeo tanto en gatos (Montoya et al.,, 2008; Herrmann et al., 2010), como en
humanos (Fuentes et al., 2001; Peyron et al., 2006), rumiantes (Dumetre et al., 2006;

Chessa et al., 2014) y animales salvajes (Almeria et al., 2018) es la de tipo Il.

La virulencia de las lineas clonales varia entre unos hospedadores y otros, pero se
suele tomar como referencia la que muestran en ratones (Howe y Sibley, 1995)
evaluando la supervivencia de estos animales tras haberlos infectado
experimentalmente con el parasito. Asi, las de tipo | son muy virulentas, hasta el punto
de resultar letales independientemente de la dosis infectiva (Howe et al., 1996; Shwab
et al., 2018). La elevada virulencia de estos aislados parece estar relacionada con la
proteina ROP18 del parasito (Taylor et al., 2006). Se trata de una proteina producida
en las roptrias, un organulo secretor de T. gondii que participa en la adhesién y
posterior invasion de las células del hospedador (Dlugonska, 2008), que se ha
comprobado que inhibe la accion de algunos factores de resistencia a la infeccion por
patdgenos presentes en el hospedador como las GTPasas (Jensen et al., 2015),
impidiendo asi la destruccién de la vacuola parasitéfora (Etheridge et al., 2014). A este
respecto se ha demostrado que los aislados de tipo I, al ser mas virulentos, atraviesan

la barrera epitelial y se replican de manera mas rapida que los de tipo Il o lll, por lo
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gue la carga parasitaria en los tejidos de animales infectados con este tipo de aislado
es mayor (Barragan y Sibley, 2003). Sin embargo, hasta la fecha, y a pesar de haber
sido identificado en casos de aborto o infeccion cronica de animales adultos, no se ha
podido obtener y cultivar en laboratorio ningun aislado de T. gondii de tipo | procedente
de infeccion en ovejas (Edwards y Dubey, 2013). Uno de los aislados de tipo | mas
ampliamente utilizados en estudios experimentales murinos es el denominado RH,
que fue aislado en 1941 del cerebro de un nifio de 6 afios (Sabin, 1941). Se ha descrito
que un solo taquizoito infectivo de este aislado es letal en ratones (Dubey, 1998a).
Las infecciones experimentales realizadas con este aislado en ovinos son escasas,
aungue se ha demostrado que el parasito puede ser transmitido a través del semen
de un macho infectado de manera experimental por via subcutanea con taquizoitos
del mismo (Lopes et al., 2013). Cabe destacar que recientemente se han descrito
varios casos de aborto en ovejas asociados a infecciones naturales por aislados T.
gondii pertenecientes al tipo I, sin bien todos ellos han ocurrido en Iran, lo que podria
sugerir que existe una mayor presencia de este tipo clonal en esta region geogréfica
(Habibi et al., 2012; Armand et al., 2017).

La virulencia de los aislados de tipo Il parece estar fuertemente relacionada con la
dosis infectiva y con el propio hospedador (Mordue et al., 2001). Por ejemplo, el
aislado SVS 014, obtenido en 1995 de un feto ovino infectado con el parasito,
desencadena abortos en el ganado ovino y no parece ser patdgeno en ratones
(Jungersen et al., 2002). Del mismo modo, el aislado TgShSp1, obtenido en el afio
2015 en Castilla 'y Lebn y procedente de un rebafio de ovejas en el que se describié
un brote de abortos asociado a la infeccién con T. gondii, parece ser responsable de
fallo reproductivo en la especie ovina pero no ser patdgeno en ratones infectados de
manera experimental (Sanchez-Sanchez et al., 2019). Ademas, se ha comprobado
gue cuanto mayor sea la dosis infectiva empleada en la reproduccion experimental de
la enfermedad en ovejas, mayor es el porcentaje de abortos (Sanchez-Sanchez et al.,
2019). La virulencia de los aislados de tipo Il aumenta con los pases en el laboratorio
(Sibley y Ajioka, 2008; Sanchez-Sanchez et al., 2019), al igual que sucede con los de
tipo Il (Klun et al., 2017). Uno de los aislados de tipo Il mas ampliamente utilizado en
estudios experimentales murinos (Araujo y Slifer, 2003; Rocha et al., 2014; Liu et al.,

2017) es el denominado ME49, cuyo aislamiento se produjo en 1958 a partir de tejido
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muscular de una oveja infectada con el parasito (Dubey, 2005). En concreto, en
ratones experimentales se ha demostrado que ME49 induce encefalitis, y niveles
elevados en sangre de citoquinas pro-inflamatorias, pero con bajos indices de
mortalidad (Araujo y Slifer, 2003). En el ganado ovino uno de los aislados mas
utilizados en infecciones experimentales es de tipo Il, denominado M4 (Benavides et
al., 2011; O’Donovan et al., 2012; Katzer et al., 2014), obtenido en Escocia en el afio
2004 a partir de un aborto natural ovino y que ha sido mantenido en laboratorio
mediante cultivo celular y pases en raton desde entonces (Benavides et al., 2011;
O’Donovan et al.,, 2012). Otro aislado de tipo Il empleado en infecciones
experimentales en el ganado ovino es el denominado Prugniaiud (PRU), (Mévélec et
al., 2010; Verhelst et al., 2014), aislado a partir de un humano con toxoplasmosis
congénita en Francia en 1964 (Martrou et al., 1965). Se ha sugerido que la infeccion
con este aislado en hembras gestantes, independientemente de la especie, provoca

dafos graves en el feto (Barragan y Sibley, 2003).

La infeccidn con aislados de tipo Il de T. gondii son relativamente frecuentes en los
animales, aunque no suelen estar asociadas al desarrollo de la enfermedad, al
contrario que en humanos (Howe y Sibley, 1995). Al igual que sucede con los de tipo
II, la mortalidad de ratones infectados con aislados de tipo Il es dosis-dependiente
(Saeij et al., 2006). Uno de los aislados de tipo Ill mas comunes es el denominado
VEG, extraido por primera vez en 1989 de un humano infectado con el virus del SIDA
gue era sospechoso de tener ademas toxoplasmosis cerebral (Dubey et al., 1996).
VEG ha sido utilizado en estudios experimentales tanto murinos (Dubey, 2001; Dubey

et al., 2012) como en ovejas (Speer y Dubey, 1998; Dos Santos et al., 2016).
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Tabla I.1. Aislados representativos de T. gondii segun su genotipo, origen y virulencia en ratones.

Aislado | Genotipo Origen Virulencia en ratén
RH I Humano, 1941 Virulenta (Lee et al., 2017)
SVvsS o014 |1 Ovino, 1995 Avirulenta (Klun et al., 2017)
TgShsSpl |1l Ovino, 2015 Avirulenta (Sanchez-Sanchez et al., 2019)
ME49 Il Ovino, 1958 Avirulenta (Liesenfeld et al., 2011)
M4 Il Ovino, 2004 Avirulenta (Hamilton et al., 2019)
PRU Il Humano, 1964 Avirulenta (Oliveira et al., 2016)
VEG i Humano, 1989 Avirulenta (Oliveira et al., 2016)

Dado que, como se ha explicado, existen multitud de aislados diferentes de T. gondii,
en los estudios experimentales de la toxoplasmosis, en los que diferentes especies
animales se inoculan con el parasito, solamente se emplean algunos aislados
representativos de cada linea clonal, como los reflejados en la Tabla I.1. Eso conlleva
qgue estos aislados deben ser mantenidos en el laboratorio en condiciones Optimas.
Debido a que las células que sirven de hospedadores al parasito estan en continua
division, los nutrientes que tienen en el medio en el que viven se agotan y ademas se
acumulan los productos metabdlicos procedentes de células muertas que pueden
resultar toxicos. Por todo ello, se suelen llevar a cabo cambios de medio, comunmente
denominados pases, realizados en cultivos celulares. Ademas, también se emplea en
el laboratorio la infeccion de ratones con el fin de obtener quistes tisulares, o
bradizoitos del parasito. Sin embargo, se ha demostrado que los sucesivos pases en
cultivo celular o en raton de los aislados de T. gondii pueden afectar seriamente a sus
caracteristicas bioldgicas (Saraf et al., 2017). Por ejemplo, tras sucesivos pases en
cultivo celular o en ratén del aislado RH, su inoculacion en gatos no desencadena la
formacidén de quistes tisulares (Frenkel et al., 1976; Dubey et al., 1999). Asimismo, se
ha demostrado que los sucesivos pases de laboratorio del aislado ME49 aumentan su
virulencia en ratones (Sanchez-Sanchez et al., 2019). Estos resultados en conjunto
ponen de manifiesto que los andlisis de virulencia de los diferentes aislados de T.
gondii deben siempre realizarse teniendo en cuenta no solamente la susceptibilidad

de la especie, la via de inoculacién o la dosis infectiva sino también el nimero de
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pases de laboratorio a los que se ha visto sometido el aislado a emplear (Sanchez-
Sanchez et al., 2019).

2.3. Ciclo de vida de T. gondii. Fuentes de infeccion y modos de transmision.
El ciclo de vida de T. gondii no fue descubierto hasta el afio 1970. Se sabe que cuenta
con tres estadios infectantes: esporozoitos (en ooquistes), taquizoitos (de 4-8 um de

longitud) y bradizoitos (Halonen y Weiss, 2013).

En 1970 se descubrié que los hospedadores definitivos del parasito son los gatos y
otros félidos (Frenkel, 1970). En estos animales la via de infeccion mas comun es la
oral, tras el carnivorismo de ratones infectados (Calero-Bernal y Gennari, 2019). Una
vez en el interior del gato, el parasito se replica de manera sexual (gametogonia) en
las células epiteliales de la mucosa intestinal, dando lugar a la formacién de ooquistes
no esporulados que carecen de capacidad infectante y que comienzan a ser
expulsados al exterior a través de las heces del gato entre los tres y diez dias
posteriores a la infeccién (pi) (Halonen y Weiss, 2013), lo que provoca una extensa
contaminacion de ooquistes de T. gondii en el ambiente (Dabritz et al., 2007). Durante
la fase aguda de la infeccion, que puede durar entre dos y tres semanas, un gato
puede expulsar en sus heces mas de 500 millones de ooquistes (Dubey et al., 2012),
cantidad muy elevada si se tiene en cuenta que solo 200 ooquistes esporulados son
suficientes para causar abortos en la especie ovina (McColgan et al., 1998). Los
ooquistes esporulados constituyen la fase de resistencia del parasito. Se ha
demostrado que en condiciones favorables pueden sobrevivir en el medio ambiente
hasta 12 meses (Dubey, 2009b) y de manera experimental que no pierden su
capacidad infectiva después de haber sido sometidos a una temperatura de -21 °C
durante un total de 28 dias (Frenkel y Dubey, 1973), o incluso a temperaturas
comprendidas entre -5 y -10 °C durante 106 dias (Dubey, 1998b) lo que parece
demostrar que la capacidad de infeccion de los ooquistes esporulados no se anula

totalmente con la congelacion.

La inmensa mayoria de los animales de sangre caliente, incluidos los humanos,
pueden ser hospedadores intermedios de T. gondii, por lo que se le considera uno de
los parasitos de mayor éxito evolutivo del mundo (Ferguson, 2009). Los hospedadores
intermedios se infectan bien mediante la ingestion de alimentos o liquidos
contaminados con heces de gato que contienen ooquistes esporulados, o bien
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ingiriendo por carnivorismo quistes tisulares presentes en animales infectados,
principalmente en los musculos o en el encéfalo (Hill y Dubey, 2002). Una vez en su
interior, el parasito se replica asexualmente (esquizogonia) en practicamente cualquier
célula nucleada (Hehl et al., 2015) originando dos estadios sucesivos de desarrollo:
taquizoitos y bradizoitos (Tenter et al., 2000). Los taquizoitos constituyen la forma
invasiva del parasito y se replican cada 6-8 horas dentro de un compartimento
especializado generado por T. gondii en el interior de las células infectadas
denominado vacuola parasitéfora (Sasai et al., 2018) mediante un proceso
denominado endodiogenia que da lugar a la formacién de nuevos taquizoitos que se
diseminan por la sangre invadiendo cualquier tipo de célula del hospedador y
causando su muerte (Halonen y Weiss, 2013). La vacuola parasitéfora permite
transportar nutrientes desde las células del hospedador hasta el parasito y prevenir su
destrucciéon mediada por lisosomas (Cesbron-Delauw et al., 2008). El desarrollo de
una respuesta inmunitaria efectiva en el hospedador frente a T. gondii elimina los
taquizoitos extracelulares mientras que los que han logrado infectar las células del
hospedador se transforman en bradizoitos, una forma de replicacion lenta (Skariah et
al., 2010). Estos bradizoitos siguen replicandose en el interior de quistes que pueden
alcanzar 100 um de diametro y que se localizan fundamentalmente en el cerebro y
tejido muscular. Cada quiste puede contener miles de bradizoitos y persistir en el
hospedador durante afios o incluso durante toda su vida (Dubey et al., 1998). A este
respecto se ha demostrado que un solo quiste tisular, que seguramente contenga

miles de bradizoitos infectantes, es capaz de causar la infeccion (Dubey et al., 1998).

Ademas de estas vias de transmision horizontal existe un tercer modo de infeccion de
tipo vertical: la transmision congénita. Tiene lugar cuando los taquizoitos existentes
en la sangre de una madre seronegativa atraviesan la placenta e infectan al feto
(Halonen y Weiss, 2013). La relevancia de la transmisibn congénita de la
toxoplasmosis varia mucho entre especies, habiéndose encontrado porcentajes de
transmision de entre el 15y el 85 % en humanos en funcion del area geogréfica de
estudio (Dubey y Beattie, 1988), y hasta del 56 % en ratones (Remington et al., 1961).
En la especie ovina existe cierta controversia sobre si este modo de transmisién de la
enfermedad es importante. Algunos investigadores le conceden gran relevancia
(Duncanson et al., 2001; Williams et al., 2005; Morley et al., 2008; Hide et al., 2009;
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Dos Santos et al., 2016) y citan porcentajes de transmision detectada mediante PCR
en muestras de cordén umbilical de corderos o visceras fetales, cercanos al 70 %
(Hide et al., 2009), superiores al 90 % (Duncanson et al., 2001) e incluso han
observado la transmisién del parasito de madres cronicamente infectadas durante
sucesivas gestaciones (Hide et al., 2009). Por el contrario, otros estudios encuentran
gue la importancia seria bastante menor y citan porcentajes de alrededor del 30 %
(Chiebao et al., 2019) o incluso inferiores al 5 % (Edwards y Dubey, 2013), ya que la
transmision vertical Unicamente ocurriria en madres seronegativas que se infectan por
primera vez durante la ingestion y se asociaria en la gran mayoria de los casos a la
muerte fetal (Buxton et al., 2007). Es de destacar que, como se ha comentado, muchos
de los estudios que proponen la via vertical como una de las principales fuentes de
infeccién con T. gondii en el ganado ovino han utilizado exclusivamente la deteccion
de acidos nucleicos mediante PCR para comprobar la presencia del parasito en el feto
(Duncanson et al., 2001; Williams et al., 2005; Hide et al., 2009), no aportando ningun
otro estudio (serologia, histopatologia, etc.) que apoye sus resultados. Por tanto, no
puede descartarse que, en dichos trabajos, hayan sido otros agentes patégenos los
gue hayan provocado los abortos (Rodger et al., 2006) a pesar de la presencia de T.
gondii en esos mismos fetos de manera que no puede afirmarse con rotundidad que
la via vertical sea una de las principales fuentes de infeccién de la toxoplasmosis

ovina, estando actualmente en entredicho su relevancia (Hide, 2016).

Existen también otras vias de infeccion menos comunes: la venérea y la galactégena
(Stelzer et al., 2019). Aunque se ha cuestionado la importancia epidemiolégica de la
transmision sexual de la toxoplasmosis ovina (Buxton, 1998), se ha demostrado la
presencia de ADN del parasito en muestras de semen de machos infectados de
manera natural (Bezerra et al., 2014) o experimental (Lopes et al., 2013). Ademas, se
ha conseguido transmitir de manera experimental el parasito a través del semen
mediante monta natural (Lopes et al.,, 2013) o a través de inseminacion artificial
(Consalter et al., 2017). Por otro lado, también se ha conseguido detectar la presencia
de ADN de T. gondii en muestras de leche de ovejas infectadas de manera natural (de
Santana Rocha et al., 2015; Saad et al., 2018), aunque, al igual que con la transmision
por via sexual, su importancia epidemiol6gica ha sido cuestionada (Dubey y Jones,
2014).
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3. Epidemiologia.

La infeccion natural con T. gondii es muy frecuente en todo el mundo, no solamente
en el ganado ovino sino también en otras especies, tanto de interés ganadero como
salvajes. A continuacién, se exponen algunos datos epidemioldgicos de la infeccion

natural con este parasito en diferentes especies animales.

3.1. Prevalencia de la toxoplasmosis ovina.

Las ovejas son uno de los hospedadores intermedios de T. gondii con mayores
porcentajes de seroprevalencia (Dubey, 2010). Teniendo en cuenta que el hospedador
intermediario principal de T. gondii es el raton, presa del gato, Unico hospedador
definitivo, la alta prevalencia de infeccién en las ovejas, en principio un hospedador
intermediario accidental, que pastan al aire libre podria estar relacionada con la forma
en la que estos animales pastan. Las ovejas son capaces de cortar el pasto mas cerca
del suelo que otros rumiantes, por lo que es mas probable que puedan ingerir los
ooquistes esporulados del parasito que contaminan el medio ambiente y que se
encuentran en el suelo o charcos (Zhang et al., 2016). Sin embargo, la seroprevalencia
de la infeccién con el parasito también es muy alta en ovinos que no salen a pastar al
exterior. Por ello, también se cree que los ovinos tendrian una especial susceptibilidad
a la infeccion con T. gondii (Innes, 1997). Por lo general, las ovejas suelen infectarse
antes de los 4 afios de vida (Dubey, 2010) y se ha descrito que la prevalencia de la
toxoplasmosis en el ganado ovino aumenta con la edad de los animales (Innes et al.,
2009a) puesto que la probabilidad de que el animal haya estado expuesto al parasito
se incrementa con el tiempo. En este sentido en un estudio de 2011 en el que se
analizaron los porcentajes de seroprevalencia de mas de 3000 ovejas pertenecientes
a 125 rebafios en Escocia se demostré que el porcentaje de seroprevalencia de las
ovejas de menos de un afio (37,7 %) era inferior al de los animales mayores de 6 afios
(73,8 %) (Katzer et al., 2011).

La toxoplasmosis ovina es frecuente en todos aquellos paises donde la cria de esta
especie es relevante. En Europa, se citan seroprevalencias individuales que varian
entre un 4 y un 92 % (Tenter et al.,, 2000). No obstante, se ha sugerido que la

prevalencia de esta infeccion seria superior a la estimada en los diferentes estudios
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debido a que el panel de técnicas diagndsticas empleadas no ha sido siempre el mas
adecuado (Shaapan et al., 2008). En concreto, se estima que la infeccién natural por
T. gondii en el ganado ovino es la responsable de entre un 10 y un 23 % de los abortos
que ocurren en esta especie en Europa y en América del Norte (Dubey, 2009b). Es de
destacar la importancia del estudio de los niveles de seroprevalencia tanto en la
especie ovina como caprina, ya que las ovejas y las cabras se consideran indicadores
biol6gicos de la contaminacion ambiental con ooquistes del parasito (Al-Kappany et
al., 2018).

En la Tabla 1.2 se recogen los resultados de diferentes estudios que han analizado la
seroprevalencia de esta enfermedad en rebafios comerciales tanto en Espafia como

en otras regiones del mundo.
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Tabla I.2. Seroprevalencia individual en ovejas frente a la infeccién con T. gondii tanto en Espafia como en otras regiones geogréficas.

Técnica de analisis*

Zona geogréfica

% Seroprevalencia®

Referencia

ELISAy MDAT Etiopia 58,2 % (148/252) (Tegegne et al., 2016)

ELISA Escocia 56,6 % (1712/3023) (Katzer et al., 2011)

DAT Estonia 41,7 % (667/1599) (Tagel et al., 2019)

ELISA Nepal 36,17 % (85/235) (Subedi et al., 2018)

ELISA Ghana 33,2 % (243/732) (van der Puije et al., 2000)
IFAT Argentina 10,0 % (13/130) (Hecker et al., 2018)

ELISA Espafia 57,4 % (120/209) (Astorga et al., 2014)

DAT Espafia 57,0 % (101/177) (Panadero et al., 2010)

ELISA Espafia 49,3 % (248/503) (Garcia-Bocanegra et al., 2013)
DAT Espafia 41,2 % (80/194) (Almeria et al., 2018)

ELISAy MDAT Espafia 40,4 % (82/203) (Mainar-Jaime y Barberan, 2007)
IFAT y MDAT Espafia 35,0 % (807/2306) (Marca et al., 1996)

*ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas. MDAT: Test de aglutinacién modificado. DAT: Test de aglutinacion. IFAT: Test de inmunofluorescencia.

#. (ovejas positivas/ovejas analizadas).
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3.2. Prevalencia y epidemiologia de la toxoplasmosis en otras especies.
En roedores se han descrito porcentajes de seroprevalencia elevados (Webster,
1994; Dubey y Frenkel, 1998; Dabritz et al., 2008), llegando a ser superiores al
35 % en ratas (Webster, 1994). En ratones, los valores disponibles varian en
funcién del area geografica estudiada y del tipo de especie: por ejemplo, se ha
documentado un porcentaje de seroprevalencia cercano al 35 % en una
poblacién natural de Apodemus sylvaticus, el “ratébn de campo”, en el Reino
Unido (Bajnok et al., 2015) y de algo superior al 14 % en el “raton doméstico”,
Mus musculus, en un estudio desarrollado recientemente en Cércega (Izquierdo-
Rodriguez et al.,, 2019). Ademas, diferentes estudios experimentales han
sugerido que la transmision congénita del parasito en ratones es muy importante
(Owen y Trees, 1998; Marshall et al., 2004; Wang et al., 2011a) y puede tener
lugar en repetidas ocasiones en algunas estirpes de ratones (Owen y Trees,
1998). Este hecho lo apoyan los resultados de un trabajo mas reciente en el cual
encuentran un porcentaje de transmisioén congénita de T. gondii del 75 % en una
poblacién salvaje de ratones (Mus domesticus) del Reino Unido (Marshall et al.,
2004). Ademas, se ha demostrado que el parasito puede persistir en el ambiente
sin la necesidad de que en él existan gatos, pues en una zona con una muy baja
densidad de estos félidos el porcentaje de seroprevalencia de los ratones
analizados, Apodemus sylvaticus, fue superior al 40 % (Thomasson et al., 2011).
Para estos autores, esa elevada seroprevalencia en los ratones en un ambiente
con una escasa poblacion de gatos se deberia a la transmision congénita del
parasito, ya que, por un lado, detectaron mediante PCR ADN de T. gondii en
algunos fetos y por otro no observaron que los porcentajes de seroprevalencia
variaran de manera significativa en funcion de la edad de los animales
(Thomasson et al., 2011).

La toxoplasmosis es una enfermedad de especial relevancia en los pequefios
rumiantes domésticos en comparacion con las especies salvajes (Panadero et
al., 2010; Almeria et al.,, 2018). Al igual que en ovinos, las cabras son
susceptibles a la infeccion con T. gondii (Innes, 1997) y en ellas puede
desencadenar también fallo reproductivo (Dubey et al., 2011). Se ha demostrado
que la susceptibilidad a la infeccidén con el parasito es mayor en animales jovenes

(Dubey, 1989). Quizas uno de los aspectos mas destacados de la enfermedad
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en el ganado caprino es que, a diferencia de otras especies como la ovina, las
cabras infectadas con el parasito pueden abortar en gestaciones sucesivas
(Dubey, 1982). La importancia de la infeccion por toxoplasma en el ganado
caprino se ve reflejada en que incluso se ha documentado el contagio de
toxoplasmosis a nifios (Skinner et al., 1990) o a mujeres embarazadas (Jones et
al., 2009) como consecuencia del consumo en ambos casos de leche caprina no
pasteurizada, y es que se ha comprobado que en cabras infectadas por T. gondii
se puede excretar el parasito a través de la leche (Saad et al., 2018). Al igual
gue lo descrito en ovejas, la via horizontal supone también la principal forma de
contagio en la toxoplasmosis caprina. También se ha detectado ADN de T. gondii
en el semen de machos tras una reproduccion experimental de la enfermedad
(Santana et al., 2010), y se ha conseguido, tras la infeccion experimental de
machos, transmitir el parasito a hembras mediante monta natural (Wanderley et

al., 2015) y a través de inseminacion artificial (Wanderley et al., 2013).

Existen multitud de estudios donde se confirma la elevada seroprevalencia en
cabras (Diaz et al., 2016; Bachan et al., 2018; Moskwa et al., 2018; Shuralev et
al., 2018), que llega a ser incluso superior al 70 % en algunos casos (Dubey,
2010). En Espafia existen multitud de estudios sobre seroprevalencia de la
toxoplasmosis caprina (Rodriguez-Ponce et al., 1995; Garcia-Bocanegra et al.,
2013; Diaz et al., 2016; Almeria et al., 2018), destacando los elevados niveles,
con porcentajes cercanos al 65 %, en las Islas Canarias (Rodriguez-Ponce et al.,
1995).

El ganado porcino es susceptible a la infeccién con T. gondii, si bien la mayor
parte de las infecciones son subclinicas; cuando aparecen sintomas (fiebre,
anorexia, diarrea, etc.), normalmente en cerdos destetados, son inespecificos
(Stelzer et al., 2019). A pesar de que puede provocar fallo reproductivo en esta
especie (Dubey, 2009a), en Europa apenas se han descrito casos (Stelzer et al.,
2019). La prevalencia a nivel mundial que se estima en un 19 %, siendo Europa
el continente donde se detectarian los niveles mas bajos (Foroutan et al., 2019).
No obstante, en un reciente estudio llevado a cabo en Espafia donde se
analizaron sueros de 1200 cerdos pertenecientes a 161 granjas distintas, se
documentd un porcentaje de seroprevalencia cercano al 25 % (Herrero et al.,
2016), lo que confirma la relevancia de la toxoplasmosis en esta especie. Los

19



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréfica.

porcentajes de seroprevalencia suelen ser mayores en cerdos de mayor edad y
en los criados en régimen extensivo debido a que es mas probable que estén en
contacto bien con hospedadores intermediarios del parasito que presenten
quistes tisulares y que pueden ingerir por carnivorismo debido a su naturaleza
omnivora (Burrells et al., 2015; Stelzer et al., 2019) o bien con ooquistes
esporulados que se encuentren contaminando el ambiente, en liquidos o
alimentos (Garcia-Bocanegra et al., 2010b; Basso et al., 2015; Stelzer et al.,
2019). No obstante, la transmision transplacentaria del parasito también sucede
en esta especie (Dubey, 2009a). Respecto a la transmisién galactdgena a los
lechones, aunque se ha documentado (Basso et al., 2017), parece ser algo muy
excepcional (Stelzer et al., 2019). Por otro lado, se ha demostrado la presencia
de ADN de T. gondii en el semen de machos infectados de manera experimental
(Moura et al., 2007), lo que sugiere que en esta especie es posible la infeccion

por via sexual.

Aunque el ganado vacuno es susceptible a la infeccion con T. gondii (Esteban-
Redondo e Innes, 1997), los valores de seroprevalencia que se han encontrado
en esta especie suelen ser muy bajos, lo que se ha atribuido a la poca
sensibilidad de las pruebas diagndsticas disponibles en el mercado (Dubey,
2010). En la mayoria de los casos la seroprevalencia individual no supera el 20
% (Moreno et al., 2012; Fajardo et al., 2013; Matsuo et al., 2014; Jokelainen et
al., 2017). Estos valores tan bajos han sido también documentados en nuestro
pais (Panadero et al., 2010), aunque en un estudio reciente desarrollado también
en Espafa (Garcia-Bocanegra et al., 2013) se encontr6 un porcentaje de
seroprevalencia individual en vacuno superior al 80 %, extremadamente elevado
en comparacion con los estudios anteriores, diferencias que para los autores se
deberian al uso de diferentes test serolégicos y puntos de corte como causa
probable. No obstante, se ha demostrado que en el ganado vacuno no existe
correlacion entre la deteccion de anticuerpos (Ac) especificos frente al parasito
y la deteccion de ADN de T. gondii por PCR en los tejidos del animal (Opsteegh
et al., 2011). La ruta de infeccibn mas comun, al igual que lo descrito en el resto
de especies, es la horizontal mediante la ingestiéon de alimentos o liquidos
contaminados con ooquistes esporulados del parasito, mientras que la

transmision vertical es muy poco frecuente en casos de infeccidon natural (Stelzer
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et al.,, 2019). No se han descrito signos clinicos evidentes asociados a la
infeccién natural con T. gondii en vacunos (Dubey, 1986a) y es muy poco
frecuente poder aislar el parasito de tejidos procedentes de vacas infectadas de
manera natural (Dubey, 2010), lo que demostraria la gran eficacia del ganado
vacuno a la hora de controlar la replicacion del parasito (Esteban-Redondo e
Innes, 1997). Aunque en algun trabajo se ha propuesto la deteccién de T. gondii
en fetos abortados tras una infeccion natural (Gottstein et al., 1998), esto es muy
poco frecuente (Moore et al., 2008) y muchas veces dada la gran similitud
morfologica y evolutiva de T. gondii y N. caninum se suelen producir errores en
el diagnostico (Dubey, 2010), mas aun teniendo en cuenta que N. caninum es
uno de los principales agentes abortivos en el ganado vacuno (Reichel et al.,
2013).

Un trabajo desarrollado hace afios en Espafa, en el que se comparaban los
porcentajes de seroprevalencia de animales domeésticos (ovejas y vacas) y
silvestres (ciervo) que compartian el mismo habitat demostré que la
seroprevalencia en estas Ultimas especies era mayor que en las primeras
(Panadero et al., 2010). Seguramente este hallazgo pueda explicarse por la
misma razon por la que las ovejas o los cerdos criados en extensivo presentan
una seroprevalencia mayor que aquellos criados en intensivo: la mayor
exposicién al medio ambiente facilitaria la ingestién de ooquistes y, por tanto, la
infeccion (Almeria et al., 2018; Aguirre et al., 2019). Es de especial relevancia
analizar los porcentajes de seroprevalencia en especies silvestres porque son
un fiel reflejo de la contaminacion ambiental con T. gondii (Barros et al., 2018).
Por ejemplo, un estudio desarrollado recientemente también en Espafia indico
que la elevada seroprevalencia observada en algo mas de 600 visones
procedentes de las campafias de control de la poblacion de visébn americano
llevadas a cabo a lo largo de cinco afios suponia una clara demostracion de la
contaminacion de los rios de nuestro pais con ooquistes del parasito (Ribas et
al., 2018). En la Tabla 1.3 se recogen porcentajes de seroprevalencia de
diferentes especies silvestres en habitats espafioles. En ella puede observarse
gue existe una gran heterogeneidad en dichos valores en funcién del area
geografica de estudio (Almeria et al., 2018). A este respecto, cabe destacar que

la infeccion de animales silvestres se puede ver favorecida por la supervivencia
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de los ooquistes en condiciones climatolégicas de elevada humedad y
temperaturas suaves (Gamarra et al.,, 2008), lo que podria explicar esas
diferencias segun la zona estudiada. Por ello, y teniendo en cuenta los cambios
en los patrones de temperatura y humedad que se relacionan con el cambio
climatico, se cree que la prevalencia de infeccion en animales silvestres podria
aumentar en determinadas zonas de Europa, entre ellas Espafa (Meerburg y
Kijlstra, 2009).
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Tabla 1.3. Seroprevalencia en diferentes especies de animales domésticos y silvestres frente a la infeccion por T. gondii en Espafia.

Orden

Artiodactyla

Especie Técnica de anélisis* Zona geogréfica % Seroprevalencia® Referencia
Gamo MDAT Varias regiones 24,0 % (18/79) (Gauss et al., 2006)
(Dama dama)
Cabra DAT Galicia 48 % (299/638) (Diaz et al., 2016)
(Capra hircus) ELISA Andalucia 25,1 % (124/494) (Garcia-Bocanegra et al., 2013)
MDAT Andalucia 5,6 % (5/89) (Almeria et al., 2018)
Cabra montés MDAT Varias regiones 33,3 % (1/3) (Gauss et al., 2006)
(Capra pyrenaica) MDAT Andalucia 27,5 % (146/531) (Garcia-Bocanegra et al., 2012b)
Corzo MDAT Varias regiones 39,2 % (109/278) (Gamarra et al., 2008)
(Capreolus capreolus) MDAT Varias regiones 21,8 % (7/33) (Gauss et al., 2006)
DAT Galicia 13,7 % (22/160) (Panadero et al., 2010)
IFAT Castillay Le6n 2,0 % (5/528) (San Miguel et al., 2016)
Jabali MDAT Varias regiones 38,4 % (185/507) (Gauss et al., 2005)
(Sus scrofa)
Rebeco MDAT Varias regiones 20,0 % (2/10) (Gauss et al., 2006)
(Rupicapra pyrenaica) IFAT Castillay Le6n 4,0 % (6/149) (San Miguel et al., 2016)
Cerdo MDAT Catalufia 19,0 % (228/1202) (Garcia-Bocanegra et al., 2010b)
(Sus scrofa) MDAT Varias regiones 16,6 % (49/2970) (Garcia-Bocanegra et al., 2010c)
IFAT Aragon 24,52 % (301/1200) (Herrero et al., 2016)
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Vaca MDAT Andalucia 18,6 % (37/199) (Almeria et al., 2018)
(Bos taurus) ELISA Andalucia 83,3 % (420/504) (Garcia-Bocanegra et al., 2013)
DAT Galicia 7,3 % (13/178) (Panadero et al., 2010)
Ciervo MDAT Varias regiones 15,6 % (69/441) (Gauss et al., 2006)
(Cervus elaphus) IFAT Comunidad de Madrid 13,0 % (17/131) (San Miguel et al., 2016)
Argali MDAT Varias regiones 14,8 % (4/27) (Gauss et al., 2006)
(Ovis ammon)
Arrui MDAT Varias regiones 10,0 % (1/10) (Gauss et al., 2006)
(Ammotragus lervia)
Burro MDAT Andalucia 25,6 % (21/82) (Garcia-Bocanegra et al., 2012a)
(Equus africanus)
Perissodactyla
Caballo MDAT Andalucia 10,8 % (49/454) (Garcia-Bocanegra et al., 2012a)
(Equus ferus)
Marta MDAT Varias regiones 100,0 % (4/4) (Sobrino et al., 2007)
(Martes martes)
Nutria MDAT Varias regiones 100,0 % (6/6) (Sobrino et al., 2007)
Carnivora
(Lutra lutra)
Turén MDAT Varias regiones 100,0 % (4/4) (Sobrino et al., 2007)

(Mustela putorius)
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Gardufia MDAT Varias regiones 85,0 % (17/20) (Sobrino et al., 2007)

(Martes foina)

Gato montés MDAT Islas Baleares 84,7 % (50/59) (Millan et al., 2009)

(Felis silvestris) MDAT Varias regiones 50,0 % (3/6) (Sobrino et al., 2007)

Lince ibérico MDAT Varias regiones 81,5 % (22/27) (Sobrino et al., 2007)

(Lynx pardinus) MDAT Andalucia 62,8 % (81/129) (Garcia-Bocanegra et al., 2010a)

Vis6n americano MDAT Varias regiones 78,8 % (534/638) (Ribas et al., 2018)

(Neovison vison)

Tejon MDAT Varias regiones 70,3 % (26/37) (Sobrino et al., 2007)

(Meles meles)

Zorro MDAT Varias regiones 64,7 % (66/102) (Sobrino et al., 2007)

(Vulpes vulpes)

Geneta MDAT Varias regiones 61,9 % (13/21) (Sobrino et al., 2007)

(Genetta genetta)

Meloncillo MDAT Varias regiones 59,1 % (13/22) (Sobrino et al., 2007)

(Herpestes ichneumon) (Almeria et al., 2004)

Lobo MDAT Varias regiones 46,9 % (15/32) (Sobrino et al., 2007)

(Canis lupus)

Conejo MDAT Varias regiones 14,2 % (65/456) (Almeria et al., 2004)
Lagomorpha (Oryctolagus cuniculus) MDAT Andalucia 11,9 % (14/85) (Garcia-Bocanegra et al., 2010a)

Liebre MDAT Navarra 11,4 % (34/298) (Fernandez-Aguilar et al., 2013b)
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(Lepus granatensis)

Passeriformes

Cuervo

(Corvus corax)

MDAT

Catalufia

80,5 % (91/113)

(Molina-Lépez et al., 2012)

* ELISA: Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas. MDAT: Test de aglutinacién modificado. DAT: Test de aglutinacion. IFAT: Test de inmunofluorescencia.

# (ovejas positivas/ovejas analizadas).
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4. Estudios experimentales en modelos animales.

4.1. Reproducciones experimentales de la toxoplasmosis en la especie
ovina.
Hasta la fecha se ha realizado una gran cantidad de estudios en los que se ha
reproducido de manera experimental la toxoplasmosis en ovinos, teniendo la
mayoria de ellos los siguientes objetivos : estudiar la patogenia del aborto tras
la primera infeccion (primoinfeccién) de ovejas gestantes (Buxton y Finlayson,
1986; Owen et al., 1998; Gutierrez et al., 2010; Marques et al., 2012; Castafio et
al., 2014) o bien analizar diferentes aspectos de la interaccion patégeno-
hospedador en ovejas no gestantes (Buxton et al., 1991; Innes et al., 1995a;
Esteban-Redondo e Innes, 1998; Stanley et al., 2004; Verhelst et al., 2014) o en
corderos (Benavides et al.,, 2011; Katzer et al., 2014). Otros objetivos
perseguidos en estudios experimentales de la toxoplasmosis ovina, aunque en
un namero menor de trabajos, han sido analizar la eficacia de la inmunizacion
previa a la infeccion con el parasito (Mévelec et al., 2010; Katzer et al., 2014),
determinar la importancia de la transmision vertical de T. gondii en la especie
ovina (Dos Santos et al., 2016) y de la transmision del parasito por via sexual
(Lopes et al., 2013) o el analisis comparativo de la virulencia de diferentes
aislados en modelos murinos y ovinos gestantes (Sanchez-Sanchez et al., 2019).
A continuacion, se detallan algunos de los aspectos claves de estas y otras
infecciones experimentales, sefialando sus resultados. En la Tabla 1.4 se
resefian algunos de los principales trabajos publicados hasta la fecha sobre la

reproduccion experimental de la toxoplasmosis en el ganado ovino.

Aunque, como ya se ha descrito en parrafos anteriores, la mayor parte de las
infecciones naturales con T. gondii descritas hasta la fecha en el ganado ovino
son debidas a aislados de tipo Il (Chessa et al., 2014), en las infecciones
experimentales se han empleado aislados de las tres principales lineas clonales
(Lopesetal., 2011; O'Donovan et al., 2012; Dos Santos et al., 2016), habiéndose
conseguido reproducir de manera exitosa en todos los casos la infeccién de los
animales. Como ya se explico anteriormente, en un reciente estudio en el que se

infectaron experimentalmente por via oral a los animales a mitad de la gestacion
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con ooquistes esporulados de dos aislados de tipo Il (ME49 y TgShSpl) se
demostré que uno de los principales factores a tener en cuenta al infectar a los
animales es conocer el nimero de pases en cultivo celular o en ratén a los que
se ha sometido al aislado que se va a utilizar, ya que un mayor nimero de pases
se relaciona con una mayor virulencia (Sanchez-Sanchez et al., 2019). En este
mismo estudio se demostr6 que, al menos bajo esas condiciones
experimentales, el tipo de aislado empleado no influye en la trasmision vertical
de la enfermedad o en la presencia y gravedad de las lesiones fetales asociadas

a la toxoplasmosis ovina.

Aunque la via horizontal a través de la ingestion de ooquistes esporulados que
contaminan el alimento o los liquidos es la m&s comun en casos naturales de
infeccion en ovinos (Stelzer et al., 2019), en las infecciones experimentales con
T. gondii se ha conseguido reproducir con éxito la enfermedad empleando
cualquiera de las tres formas parasitarias: ooquistes (Owen et al., 1998;
Gutierrez et al., 2010; Sanchez-Sanchez et al., 2019), quistes tisulares (Miller et
al., 1982; Verhelst et al., 2014; Verhelst et al., 2015) y taquizoitos (Innes et al.,
1995b; Lopes et al., 2011; Katzer et al., 2014). A este respecto, se ha demostrado
gue sea cual sea la forma parasitaria empleada, las ovejas infectadas desarrollan
un periodo de hipertermia similar (Esteban-Redondo et al., 1999). Sin embargo,
el inicio de la diseminacion del parésito por la sangre (parasitemia) del animal
infectado depende de la forma parasitaria infectante: asi, tras la ingestion oral de
quistes tisulares ésta comienza a los 4 dias pi (Verhelst et al., 2014), mientras
gue si se infecta a las ovejas con ooquistes esporulados por via oral el parasito
no se detecta circulando por el torrente sanguineo hasta el dia 6 pi (Dubey y
Sharma, 1980). Las vias de inoculacion empleadas en los estudios
experimentales, a su vez, estan muy ligadas a la forma parasitaria empleada
para reproducir de la manera mas fidedigna posible las infecciones que ocurren
de manera natural. Los ooquistes esporulados del parasito suelen administrarse
por via oral, siendo esta la via de inoculacibn que mejor reproduce las
condiciones de infeccion natural (Benavides et al., 2011; Katzer et al., 2014;
Sanchez-Sanchez et al., 2019); los taquizoitos por via subcutanea (Innes et al.,
1995b), por via intramuscular (Katzer et al., 2014) o por via sexual (Lopes et al.,

2013) y los quistes tisulares por via oral (Verhelst et al., 2014). En un trabajo
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experimental desarrollado para estudiar los efectos de la inmunizacion previa de
ovejas gestantes sobre la infeccidon con el parasito (Mévélec et al., 2010), se
comprobd que la administracion de taquizoitos tanto por via subcutdnea como

por via intraperitoneal para lograr inmunizar a los animales.

La dosis infectiva es otro de los factores clave que deben tenerse en cuenta
para reproducir la toxoplasmosis en ovejas. Los primeros estudios sugerian que
la dosis minima necesaria para desencadenar abortos en esta especie era de
200 ooquistes esporulados (McColgan et al., 1998). Sin embargo, recientemente
se ha descrito la presentacién de abortos en la especie ovina tras la infeccion
experimental de hembras a mitad de gestacién con dosis infectivas muy bajas
(10 y 50 ooquistes esporulados) (Sanchez-Sanchez et al., 2019). A este
respecto, se ha demostrado en estudios experimentales empleando ooquistes
esporulados administrados por via oral que la dosis infectiva es un factor clave
en el desarrollo de la infeccion, pues cuanto mayor sea ésta antes ocurre la
seroconversion de las ovejas (Esteban-Redondo e Innes, 1998) y mas cantidad
de ADN parasitario se detecta en la sangre (Esteban-Redondo et al., 1999) o en
los tejidos de los animales infectados (Esteban-Redondo e Innes, 1998;
Sanchez-Sanchez et al.,, 2019). Asimismo, también se ha demostrado su
importancia en la patogénesis de los abortos ocurridos en la fase aguda de la
enfermedad tras la infeccion oral con ooquistes esporulados del paréasito
(Castario et al., 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2019), pues cuanto mayor sea la
dosis infectiva mayor es el porcentaje de abortos en esta etapa. En este ultimo
estudio, en el que se utilizaron dos aislados diferentes de tipo Il (ME49 y
TgShSpl) se comprob6 ademas que mayores dosis infectivas provocan una
mayor tasa de mortalidad fetal independientemente del aislado con el que se

produjera la infeccion de las madres gestantes (Sanchez-Sanchez et al., 2019).

La edad o la gestacién de los animales son otros factores importantes a
considerar en las infecciones experimentales con T. gondii. A este respecto, se
han descrito infecciones en corderos de entre 2 y 4 meses de edad (Benavides
et al., 2011; Katzer et al., 2014) o en ovejas adultas no gestantes (Esteban-
Redondo e Innes, 1998; Esteban-Redondo et al., 1999) para analizar diferentes
aspectos de la interaccion patdgeno-hospedador y también sobre ovejas
gestantes para estudiar la patogenia del aborto (Buxton y Finlayson, 1986;
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Castano et al., 2014). En este ultimo caso, en la mayoria de los estudios la
infeccién experimental de los animales se ha producido a mitad de la gestacion
(Buxton y Finlayson, 1986; Owen et al., 1998; Gutierrez et al., 2010; Castafio et
al., 2014 Sanchez-Sanchez et al., 2019). Sin embargo, solamente en un trabajo
desarrollado hace algo mas de treinta aflos (Buxton y Finlayson, 1986) se
compararon las consecuencias clinicas y patolégicas en funcion de si la infeccion
ocurria a principio o a mitad de la gestacién, con una diferencia clara entre
ambas: la infeccion en etapas mas tempranas de la gestacion desembocaba en
un mayor porcentaje de abortos y las lesiones mas graves encontradas en la
placenta y en los fetos abortados se correspondian con la infeccion de las

madres en el segundo tercio de gestacion.

El empleo de distintas razas de ovejas en los diferentes estudios experimentales
ha estado muy relacionado con la zona geogréfica donde se han realizado los
estudios. En todos los casos, han sido susceptibles a la infeccion con T. gondii.
Diferentes investigadores britanicos han infectado experimentalmente con el
parasito razas de ovejas propias de las islas britanicas como la Suffolk, Blackface
o Cheviot (Buxton y Finlayson, 1986; O'Donovan et al., 2012; Katzer et al., 2014).
En Espafia se ha reproducido con éxito la infeccion en ovejas de raza Churra y
Rasa Aragonesa (Castafio et al., 2014, Sanchez-Sanchez et al., 2019) y en
Francia en ovejas de la raza Bizet o Solognov (Mévélec et al., 2010). Algunos
investigadores han sugerido que las ovejas de la raza Charollais son mas
susceptibles a la transmision vertical de la toxoplasmosis cronica (Williams et al.,
2005; Morley et al., 2008).

En las reproducciones experimentales de la toxoplasmosis ovina se han descrito
signos clinicos similares a los encontrados en casos de infeccion natural,
consistentes principalmente en un breve episodio febril entre los dias 2 y 10 pi
(Buxton, 1998; Esteban-Redondo et al., 1999; Castario et al., 2014) y la aparicion
de abortos. De manera similar, las lesiones descritas en los casos de aborto tras
una infeccion natural o experimental son similares: focos de necrosis en la
placenta, que en las reproducciones experimentales de la enfermedad se han
descrito a partir de la cuarta semana pi (Gutierrez et al., 2010), y en el feto,
principalmente focos de gliosis en el cerebro (O’Donovan et al., 2012).
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Recientemente se ha observado que en las infecciones experimentales puede
desarrollarse una forma clinica de la enfermedad poco conocida en la que
aparecen abortos tempranos durante la segunda semana pi. En estos casos,
las lesiones encontradas, principalmente trombosis e infartos en los placentomas
y areas de leucomalacia isquémica en el encéfalo fetal, difieren de las asociadas
a los abortos “clasicos” de la enfermedad, que ocurren aproximadamente un mes
después de la primoinfeccion del animal gestante (Castafio et al., 2014). Como
se vera mas adelante, el estudio de estas lesiones resulta de gran relevancia
diagnéstica, ya que debido al momento en el que se producen estos abortos,
entre la primera y segunda semana pi, en la mayoria de los casos auln no se ha
producido la invasion de la placenta por el pardsito ni la produccion de Ac
especificos frente al mismo, lo que dificulta el diagnéstico etioldégico de estos
casos (Trees et al., 1989; Owen et al., 1998) y el estudio histologico seria la Unica
prueba capaz de identificar, o al menos orientar, la causa del aborto (Castafio et
al., 2014).

31



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revision bibliogréfica.

Tabla I.4. Estudios experimentales de la toxoplasmosis en la especie ovina, segun el tipo de aislado empleado.

Aislado de T. gondii

Dosis infectiva”®

N° de animales

Raza

Edad

Momento de infeccién

Referencia

10°-1071. (v.sb.) 6* -- 6* Finnish Landrace y | No especificada No especificado (Innes et al., 1995b)
Scottish Blackface
1x 10°t. (v.sb.) 5% Finnish Landrace Entre 18 meses y 2 | No especificado (Innes et al., 1995a)
S48 (tipo 1) afios
1x10°t. (v.sb.) 13% Romanov Entre 12 y 14 meses Mitad de la gestacion (Mévélec et al., 2010)
1 x 10°t. (v.im.) 12%% - B** Suffolk 4 meses 4 meses de vida (Katzer et al., 2014)
1 x10°t. (v.sb.) 3* No especificado 14 meses 14 meses de vida (Lopes et al., 2009a)
10° t. (v.sb.) — 2 x 10° t. | 46%--12% Romanov y Bizet -- | Entre 12 y 14 meses Mitad de la gestacion (Mévélec et al., 2010)
(v.sb.) Solognot
RH (tipo I) _
1 x 10°t. (v.sb.) 4* Cruce 14 meses 14 meses de vida (Lopes et al., 2011)
1 x 10°t. (v.sb.) 1* No especificado Entre 15y 18 meses 15-18 meses de vida (Lopes et al., 2013)
1 x 10°t. (v.sx.) 5 No especificado Entre 14 y 20 meses 14-20 meses de vida (Lopes et al., 2013)
2,5x10%0.e. (v.0.) 20* Santa Inés No especificada Antes de la monta (Dos Santos et al., 2016)
ME49 (tipo 1) 10' -5 x 10' -5 x 10 o.e. | 5%—-5%-5% Rasa Aragonesa 12 meses 90 dg (Sanchez-Sanchez et al.,
(v.0.) 2019)
200 qg.t. (v.sb.) 3% - 13%--11%- 3% Cheviot y Scottish | No especificada 40 dg — 60 dg — 90 dg (Buxton y Finlayson, 1986)
Blackface
M1 (tipo II)
2x10%0.e. (v.0.) 28% Blackface 5 afios 90 dg (Buxton et al., 1989)
2x10%0.e. (v.0.) 15% Welsh Halfbred No especificada Entre los 80 y 90 dg (Owen et al., 1998)
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10°-10%*-10°0.e. (v.0.) 4 — 4% - 4* Greyface 9 meses No especificado (Esteban-Redondo e Innes,
1998)

M3 (tipo II)

10°%0.e. (v.0.) — 10°0.e. (v.0.) | 4*--6* No especificado Entre 2 y 5 afios No especificado (Esteban-Redondo et al.,

1999)

3x10%0.e. (v.0.) 18% Cruce No especificada 90 dg (Gutierrez et al., 2010)

5x 10% — 5x 10° o.e. (v.0.) 5¥* - G¥* Suffolk 2 meses 2 meses de vida (Benavides et al., 2011)

3x10%0.e. (v.0.) 5* Suffolk y Cheviot No especificada 90 dg (O’Donovan et al., 2012)
M4 (tipo 1) 3x10%0.e. (v.0.) 15* No especificado No especificada 90 dg (Marques et al., 2012)

5x10%2-2x10%0.e. (v.0.) 16%-- 16% Churra 12 meses 120 dg --90 dg (Castaiio et al., 2014)

5x 10° 0.e. (v.0.) 12%* .- 3+ Suffolk 4 semanas después de | 4 meses de vida (Katzer et al., 2014)

la inmunizacion con
S48

1x102-4x10% —4x10%0.e. | 33%-36%--54% Solognot — Romanov | Entre 12 y 14 meses Mitad de la gestacion (Mévélec et al., 2010)

(v.0.) y Bizet
PRU (tipo II) -

3 x10%q.t. (v.0.) 11* Cruce 7 semanas 7 semanas de vida (Verhelst et al., 2014)

3 x10%q.t. (v.0.) 3* Cruce No especificada No especificada (Verhelst et al., 2015)
TgShSp1 (tipo II) 10' -5 x 10' -5 x 10 o.e. | 6%—6%-- 6% Rasa Aragonesa 12 meses 90 dg (Sanchez-Sanchez et al.,

(v.0.) 2019)
VEG (tipo IlI) 2,5x10%0.e. (v.0.) 15% Santa Inés No especificada 40 dg — 80 dg — 120 dg (Dos Santos et al., 2016)

"o.e.: ooquistes esporulados. / t.: taquizoitos. / g.t.: quistes tisulares. / v.0.: via oral. / v.sb.: via subcuténea. / v.im.: via intramuscular. / v.sx.: via sexual. / *: ovejas adultas (no gestantes). / **: corderos.

& ovejas adultas gestantes. / *: machos. / dg: dias de gestacion.
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4.2. Infecciones experimentales en modelos murinos.

Las razones por las cuales se reproduce de manera experimental la infeccion
con T. gondii sobre estos roedores son muy sencillas: la placenta tiene una gran
similitud histol6gica con la humana, la duracion de la gestacion es corta y su
manejo relativamente facil, sin grandes costes econdmicos y sin significativos
problemas éticos asociados (Wang et al., 2011a; Dubey et al., 2012). En la Tabla
I.5 se citan las referencias y principales caracteristicas de algunos de los trabajos
publicados hasta la fecha sobre la reproduccion experimental de la

toxoplasmosis en modelos murinos.

Dado que, como se ha comentado en el apartado de Epidemiologia, la
transmision congénita de la toxoplasmosis murina es elevada (Marshall et al.,
2004), uno de los objetivos que con mas frecuencia se ha abordado en las
infecciones experimentales en ratones es analizar los factores implicados en la
transmision del parasito de la madre gestante al feto (Roberts y Alexander, 1992;
Johnson, 1994; Owen y Trees, 1998; Wang et al., 2011a). Por otro lado, y dado
que la infeccién por T. gondii es capaz de desencadenar abortos en esta especie
durante la primera mitad de la gestacion (Dubey et al., 2012), otro de los objetivos
habituales en este tipo de trabajos ha sido conocer la patogenia del aborto
(Shiono et al., 2007; Ge et al., 2008; Senegas et al., 2009; Chen et al., 2013).
También se han realizado estudios encaminados a estudiar otros aspectos de la
interaccion patdégeno-hospedador (Dubey, 2001; Couper et al., 2009; Meyer et
al., 2013) o la eficacia de vacunas frente a la toxoplasmosis (Cong et al., 2010,
2011).

Ademés, como ya se ha indicado anteriormente, la infeccion experimental en
ratones se ha empleado para clasificar la virulencia de los diferentes aislados de
T. gondii. Los del tipo | han demostrado ser siempre letales, independientemente
de la dosis infectiva empleada (Shwab et al., 2018). A este respecto se ha
demostrado que un solo ooquiste de la cepa GT-1, de tipo |, es capaz de provocar
la muerte de los ratones (Dubey et al., 2012). Por su parte, la virulencia de las

de tipo Il y lll depende de la dosis empleada (Saeij et al., 2006).

Aunque en roedores, al igual que en los mamiferos, la ingestion de ooquistes de
T. gondii es la principal fuente de contagio de la toxoplasmosis (Dubey et al.,

2012), se ha conseguido reproducir de manera experimental con éxito la
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enfermedad utilizando las tres formas parasitarias (Senegas et al., 2009; Dubey
et al., 2012; Meyer et al., 2013). Por otro lado, existe una clara influencia de via
de inoculacién sobre las consecuencias de la toxoplasmosis murina: un estudio
experimental en el que se infectd a ratones SCID (siglas en inglés que significan
inmunodeficiencia combinada severa) con bradizoitos de un mismo aislado (RH,
de tipo 1) de T. gondii mediante dos vias de inoculacion diferentes, oral e
intraperitoneal, demostré que mientras la infeccion por via oral no producia
sintomas en los animales, la infeccion por via intraperitoneal desembocaba en la
muerte del animal a los pocos dias de haber sido infectado (Meyer et al., 2013).
Esto confirma los resultados de estudios previos en los que se aseguraba que la
capacidad infectiva de los bradizoitos por via oral en ratones es muy baja
(Dubey, 1997, 2001). Ademas, se ha demostrado que la inoculacion por via
intravenosa con taquizoitos es la mejor forma de reproducir la infeccion

placentaria en ratones (Carlier et al., 2012).

Un estudio epidemiolégico desarrollado recientemente en el Reino Unido
demostré que la seroprevalencia frente a la toxoplasmosis era muy similar en
ratones jovenes y adultos (Bajnok et al., 2015), lo que ha hecho suponer que la
susceptibilidad de los ratones a la infeccion con T. gondii es muy similar
independientemente de cudl sea la edad del roedor. Sin embargo, en estudios
experimentales desarrollados en hembras gestantes infectadas con el parésito
si se ha demostrado que las consecuencias de la toxoplasmosis murina estan
determinadas por el momento de gestacion en que ocurre la infeccion (Ge et al.,
2008; Senegas et al., 2009; Chen et al., 2013): si sucede en las etapas finales
de la gestacion se detecta una mayor carga parasitaria en la placenta (He et al.,
1997) y en diferentes organos fetales (Chen et al., 2013), mientras que si la
infeccién ocurre al principio de la gestacion el porcentaje de abortos es mayor
gue si sucede en fases mas tardias (Senegas et al., 2009; Chen et al., 2013).
Ademas, la tasa de supervivencia fetal aumenta si la infeccion ocurre en etapas

mas tardias de la gestacion (Wang et al., 2011a).

Las estirpes de ratdon a inocular tienen una gran influencia sobre la patogenia de
la patogenia de la toxoplasmosis murina. Se ha demostrado que no todas ellas
son igual de susceptibles. En un estudio en el que se infectaron diferentes
estirpes de ratdon con varios aislados y dosis infectivas, aunque en todos los
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casos administradas por via oral, se demostro que los ratones transgénicos eran
mas susceptibles a la infeccibn (Dubey et al., 2012), quizas porque los
transgenes introducidos en el roedor disminuyeron la capacidad protectora de
las moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) murinas (Witola
et al., 2011). Por otro lado, diferentes estudios experimentales han demostrado
gue la estirpe de ratones C57/BL/6 es mas susceptible a la infeccion con T. gondii
que la estirpe BALB/c (Liesenfeld et al., 1996; Lu et al., 2005; Coutinho et al.,
2012), confirmando un estudio previo en el que se documentd la resistencia de
los ratones BALB/c a la infeccion por las vias oral e intraperitoneal (Johnson,
1984). Asimismo, la estirpe Swiss Webster se considera bastante susceptible
(Dubey et al., 2012; Burrells et al., 2015), al contrario que los ratones de tipo
NMRI (Dukaczewska et al., 2015). También se han descrito diferencias en la
transmision congénita de la toxoplasmosis de manera experimental: mientras
gue la estirpe NIH se asocia con elevados porcentajes de transmision, la estirpe
BALB/c parece tener una mayor resistencia a transmitir el parasito a la progenie
(Wang et al., 2011a) y se ha documentado que, a diferencia de otras estirpes,
ésta soOlo puede transmitir el parasito de manera congénita una vez (Roberts y
Alexander, 1992).

El principal signo clinico descrito en las reproducciones experimentales de la
toxoplasmosis en ratones es la pérdida de peso de los animales infectados
(Couper et al., 2009) asi como de los fetos de madres infectadas (Wang et al.,
2011b; Sanchez-Sanchez et al., 2019). Ademas, también muestran una menor
capacidad de memoria (Witting, 1979) y cambios en el comportamiento, pues se
ha demostrado que tras la infeccion cometen una gran cantidad de errores en
juegos de habilidad (Porte et al., 2008; Wang et al., 2011b). Como ya se ha
explicado, en casos de infecciones durante las primeras etapas de la gestacion,
el aborto es un signo clinico caracteristico de la toxoplasmosis murina (Senegas
et al., 2009; Coutinho et al., 2012).

Las lesiones de la toxoplasmosis en ratones son similares, independientemente
del tipo de aislado empleado, la dosis infectiva o el tipo de ratones (transgénicos
o no) (Dubey et al., 2012). En la fase aguda de la infeccion, se observa una
enteritis localizada principalmente en el ileon que es la causa de la muerte de
muchos animales (Dubey y Frenkel, 1973; Dubey et al., 2012). A partir de ese
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momento, el parasito se extiende por otros tejidos y aparecen infiltrados
inflamatorios en diferentes 6rganos como higado, corazén, bazo y cerebro
(Ferguson et al., 1991; Fuentes-Castro et al.,, 2017) o incluso en el ojo
(Dukaczewska et al.,, 2015). En el caso de la placenta, la infeccion por
toxoplasma desemboca en una importante reaccion inflamatoria que causaria
necrosis en los sitios de implantacion del embriéon con el consiguiente fallo

reproductivo (Coutinho et al., 2012).
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Tabla I.5. Estudios experimentales de la toxoplasmosis en la especie murina, segun el tipo de aislado empleado.

Aislado de T. gondii Dosis infectiva N° de animales Estirpes Edad Momento de infeccién Referencia
GT-1 (tipo 1) De 1a10°o.e. (v.0.) * (n° no especificado) KO, HLA, Swiss No especificada No especificado (Dubey et al., 2012)
Webster, C57/black,
BALB/c
200 t. (v.ip.) ** Y& (n° no BALB/c < 48 horas No especificado (Johnson, 1994)
especificado)
10*t. (v.ip.) *¥& (no especificado) C57/BL/6 (B6) *Entre 8y 10 *: No especificado (Ge et al., 2008)
RH (tipo ) semanas
& 8dg
&Entre 6 y 8 semanas
10*t. (v.ip.) ** (n° no especificado) | SCID Entre 6 y 8 semanas Entre 6 y 8 semanas de vida | (Meyer et al., 2013)
20 g.t. (v.ip.) ** (n° no especificado) | BALBI/c < 48 horas < 48 horas de vida (Johnson, 1994)
20 qg.t. (v.0.) & (n° no especificado) BALB/c No especificada 11dg (Johnson, 1994)
100 qg.t. (v.0.) * (no especificado) C57/BL/6, Swiss Entre 6 y 8 semanas No especificado (Liesenfeld et al., 1997)
Webster
) 10 g.t. (v.0.) * (no especificado) C57/BL/6 (B6) Entre 6 y 12 semanas No especificado (Couper et al., 2009)
MEA49 (tipo I1)
10 g.t. (v.0.) & (n° no especificado) Swiss Webster Entre 6 y 8 semanas 1 dia después del coito (Senegas et al., 2009)

De 1a10°o.e. (v.0.)

* (n° no especificado)

KO, HLA, Swiss
Webster, C57/black,
BALB/c

No especificada

No especificado

(Dubey et al., 2012)

5--10---20q.t. (v.0.)

20 --- 100 q.t. (v.0.)

16* — 32* — 10

5% ___ Gk

C57/BL/6 (B6)

NMRI

No especificada

No especificada

No especificado

No especificado

(Dukaczewska et al., 2015)
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25 q.t. (v.0.) 30* NIH Entre 6 y 8 semanas No especificado (Fuentes-Castro et al.,
2017)
De 1a10°t. (v.ip.) 5* CD1 8 semanas 8 semanas de vida (Sanchez-Sénchez et al.,

2019)

M1 (tipo II) 50 o0.e. (v.0.) & (n° no especificado) Mus musculus” No especificada No especificado (Owen y Trees, 1998)
Apodemus sylvaticus”
M3 (tipo II) 30 q.t. (v.ip.) 60* Porton No especificada No especificado (Nicoll et al., 1997)
Fukaya (tipo II) 30 q.t. (v.0.) * (n° no especificado) C57/BL/6 (B6) --- Entre 8 y 10 semanas 7y1l1ldg (Shiono et al., 2007)
BALB/c
PRU (tipo II) 5q.t. (v.0.) 5&...5& .. & NIH No especificada 5dg --- 10 dg --- 15 dg (Wang et al., 2011a)
TgShSp1 (tipo I1) De 1a10°t. (v.ip.) 5* CD1 8 semanas 8 semanas de vida (Sanchez-Sanchez et al.,
_ _ 2019)
2000 --- 500 --- 100 --- 25 | 9% --- 9& --- 10%---10%* | CD1 9 semanas 7 dias después del
o.e. (v.0.) apareamiento
De 1a10°o.e. (v.0.) * (n° no especificado) KO, HLA, Swiss No especificada No especificado (Dubey et al., 2012)

VEG (tipo IlI)

Webster, C57/black,
BALB/c

o0.e.: ooquistes esporulados. / t.: taquizoitos. / g.t.: quistes tisulares. / v.o.: via oral. / v.ip.: via intraperitoneal. / *: ratones adultos (no gestantes). / **: crias de ratén. &

machos. / dg: dias de gestacién. / ~: En este estudio la infeccién experimental no se desarrollé sobre ninguna estirpe concreta de ratdn, sino sobre ratones silvestres.

ratones adultas gestantes. / *:
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4.3. Infecciones experimentales en otras especies de interés ganadero.
Ademas del modelo experimental ovino, la toxoplasmosis ha sido reproducida
experimentalmente en otras especies ganaderas, como la caprina, porcina y en

el ganado vacuno.

4.3.1. Especie caprina.

Existen diversos trabajos en los que se ha reproducido de manera experimental
la toxoplasmosis en cabras con el objetivo de analizar distintos aspectos de la
interaccién patégeno-hospedador (Dubey, 1989; Vitor et al., 1999; Conde et al.,
2001). Ademas, dado que la especie caprina es susceptible a la infeccion natural
por T. gondii (Innes, 1997) y que ésta se asocia frecuentemente a fallo
reproductivo (Chhabra et al., 1981), con la particularidad de que una cabra puede
abortar mas de una vez por toxoplasmosis (Dubey, 1982), muchos trabajos
experimentales se han encaminado a estudiar la patogenia del aborto (Dubey,
1981, 1988a), o incluso analizar la importancia de la transmision congénita del
parasito por via sexual (Santana et al., 2010; Wanderley et al., 2013, 2015). En
la Tabla 1.6 se muestra la resefia de algunos de los principales trabajos
publicados hasta la fecha sobre la reproduccion experimental de la

toxoplasmosis en cabras.

Se ha conseguido producir de manera exitosa la infeccion de las cabras con
cualquiera de las tres principales lineas clonales (I, Il y lll) de T. gondii (Dubey,
1989; Santana et al., 2010; Wanderley et al., 2015). Al igual que lo descrito en
ovinos, la via horizontal a través de la ingestion de ooquistes esporulados del
parasito que se encuentran contaminando la comida o bebida del animal es la
principal forma de contagio de la infeccion en el ganado caprino. Por ello, esta
ha sido la forma parasitaria empleada mayoritariamente en las infecciones
experimentales (Dubey, 1981, 1988a; Santana et al., 2010). No obstante,
también se ha conseguido infectar con éxito a cabras empleando taquizoitos
(Vitor et al., 1999; Conde et al., 2001). Respecto a las vias de inoculacion
empleadas, también estdn muy ligadas a la forma parasitaria usada como
inoculo: oral en el caso de ooquistes esporulados (Dubey, 1981, 1989) y
subcutdnea (Conde et al., 2001; Santana et al., 2010) e incluso sexual
(Wanderley et al., 2013) si se emplean taquizoitos. Se ha demostrado que la
respuesta inmunitaria humoral desarrollada en las cabras infectadas de manera
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experimental con el parasito no esta influenciada por la forma parasitaria
empleada, pues los Ac aparecen alrededor del dia 10 pi, independientemente de
si la infeccion experimental se realiza con ooquistes o con taquizoitos (Santana
et al., 2010). Sin embargo, si existiria una clara influencia de la via de inoculacién
ya que se ha encontrado que la via sexual seria la menos indicada para
conseguir que los animales adquieran inmunidad frente al parasito (Wanderley
et al., 2013).

La dosis infectiva es un factor clave en la patogenia de la enfermedad de forma
que los signos clinicos relacionados con la toxoplasmosis en cabras son
dependientes de la dosis infectiva (Dubey, 1981, 1989). Por otro lado, la edad a
la que se infectan los animales también parece desempefiar un papel clave,
puesto que se ha demostrado que los cabritos son mas susceptibles a la
infeccion con el parasito que las cabras adultas (Dubey, 1989). No existen
estudios que indiquen la mayor o menor susceptibilidad a la infeccién por

toxoplasma de las diferentes razas caprinas.

Respecto a los sighos clinicos descritos en las reproducciones experimentales
de la toxoplasmosis en cabras, éstos son similares a los de la infeccién natural
(Dubey, 2010) y consisten principalmente en un breve periodo de hipertermia
desarrollada en la primera semana pi y que dura escasos dias,
independientemente de si se emplean ooquistes esporulados (Nishi et al., 2001;
Santana et al., 2010) o taquizoitos (Wanderley et al., 2013) para la infeccion de

los animales, y la aparicién de abortos (Dubey, 1982).

Las lesiones caracteristicas de la toxoplasmosis caprina tras la infeccion
experimental con ooquistes son la enteritis (Dubey, 1989) y la necrosis de la
placenta en casos de infeccion en animales gestantes (Dubey, 1988). La enteritis
no se observa en casos de transmisién congénita de la enfermedad (Dubey,
1988), ya que cuando la infeccion es parenteral el parasito se multiplica en otros

tejidos, como los pulmones y cerebro fetal (Dubey, 1981, 1989).
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Tabla I.6. Estudios experimentales de la toxoplasmosis en la especie caprina, segun el tipo de aislado empleado.

Aislado de T. gondii

Dosis infectiva

N° de animales

Raza

Edad

Momento de infeccién

Referencia

afios

10' -- 10% -- 10%0.e. (v.0.) 4% - 6% - 58 No especificada No especificada No especificado (Dubey, 1981)
Entre 10ty 10° 0.e. (v.0.) 15% No especificada No especificada No especificado (Dubey, 1988)
GT-1 (tipo 1)
10®- x10°0.e. (v.0.) 20** No especificada Entre 2 y 4 meses Entre 2 y 4 meses de vida (Dubey, 1989)
10 - x 10% 0.e. (v.0.) 17* No especificada Entre 2 y 4 aflos Entre 2 y 4 afios de vida (Dubey, 1989)
C4 (tipo 1) 1x107t. (v.sb.) * Cruce Entre 3y 4 afios Entre 3 y 4 afios de vida (Vitor et al., 1999)
2 x10°t. (v.sh.) 21 Majorera 1 mes 1 mes de vida (Conde et al., 2001)
RH (tipo I)
1x10°%t. (v.sb.) 2 Cruce Entre 1y 2 afios Antes de la monta (Santana et al., 2010)
2,5x10%0.e. (v.0.) 20% Cruce Entre 18 meses y 3 Antes de la monta (Silva et al., 2015)
ME49 (tipo 1) afos
2x10%0.e. (v.0.) 1* Saanen Entre 2 y 5 afios No especificado (Wanderley et al., 2015)
CZ-Tiger (tipo II) 2x10%*0.e. (v.0.) 16" White Shorthair Entre 64 y 68 dias Entre 64 y 68 dias de vida (Jurankova et al., 2013)
P (tipo Il1) 2x10°%o0.e. (v.0.) 2* Cruce Entre 1y 2 afios Antes de la monta (Santana et al., 2010)
CPG (tipo 11I) 1x10%t. (v.sx.) 5* Cruce No especificada No especificado (Wanderley et al., 2013)
VEG (tipo IlI) 2,5x10%0.e. (v.0.) 15% Cruce Entre 18 meses y 3 40 dg — 80 dg — 120 dg (Silva et al., 2015)

o0.e.: ooquistes esporulados. / t.: taquizoitos. / v.o.: via oral. / v.sb.: via subcutanea. / v.sx.: via sexual. / *: cabras adultas (no gestantes). / **: cabritos. & cabras adultas gestantes. / *: machos. / dg:

dias de gestacién.
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4.3.2. Especie porcina.

Dado que los cerdos comparten con los seres humanos una gran cantidad de
caracteristicas anatOmicas y fisioldgicas, como por ejemplo su sistema
cardiovascular (Gutierrez et al., 2015), muchas de las reproducciones
experimentales de la toxoplasmosis en porcino se han realizado con el objetivo
de servir como modelo desde el que extrapolar aspectos de la enfermedad a la
especie humana (Jungersen et al., 2001; Miranda et al., 2015; Garcia et al.,
2017). No obstante, también han sido frecuentes las infecciones experimentales
de cerdos para analizar factores propios de la toxoplasmosis porcina: evaluar la
eficacia de la vacunaciéon (Dubey et al., 1991; da Cunha et al., 2012; Burrells et
al., 2015), estudiar la interaccién patdogeno-hospedador (Wingstrand et al., 1997;
Jungersen et al., 1999) o la transmision congénita de la enfermedad (de Meuter
et al., 1975; Dubey et al., 1990; Dubey y Urban, 1990). En la Tabla I.7 se recoge
informacion obtenida a partir de algunos de los principales trabajos publicados
hasta la fecha sobre la reproduccion experimental de la toxoplasmosis en el

ganado porcino.

De las tres grandes lineas clonales de T. gondii, parece que los aislados de tipo
| no son muy eficaces a la hora de conseguir la infeccion congénita en cerdos
(Work et al., 1970; Dubey y Urban, 1990). En este sentido, en un estudio en el
que se administraron por via subcutanea diferentes aislados (4 de tipo Il y uno
de tipo IIl) de T. gondii a cerdos a las 8 semanas de gestacion se comprobo6 que
uno de los de tipo Il, SVS 014, era el mas eficaz en atravesar la placenta e
infectar al feto (Jungersen et al., 2001). Por otro lado, se ha demostrado que, al
igual que sucede en ovinos (Sanchez-Sanchez et al., 2019), no existe correlacion
entre la virulencia de aislados en cerdos y ratones: por ejemplo, el aislado de tipo
[l NED es avirulento en raton (Dardé, 1996) y virulento en cerdos (Jungersen et
al., 1999).

Aunque la principal fuente de contagio de T. gondii en cerdos es el consumo de
alimentos o liquidos contaminados con ooquistes del parasito, es frecuente que
los cerdos criados al aire libre ingieran restos de roedores o diferentes especies
salvajes que puedan estar infectados (Burrells et al., 2015). Por ello, también se
han utilizado las tres formas parasitarias para infectar de manera experimental
a los cerdos (Burrells et al., 2015; Garcia et al., 2017). Se ha comprobado que
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los ooquistes tienen una capacidad infectiva mayor que las otras dos formas
parasitarias (Wingstrand et al., 1997) y que los signos clinicos son mas graves
cuando se emplean ooquistes que quistes tisulares (Dubey, 1986b). Sin
embargo, la producciéon de Ac en los animales infectados es mayor si la forma
parasitaria empleada son quistes tisulares (Dubey, 1986b; Garcia et al., 2017).
Por otro lado, se ha demostrado que la infeccion con ooquistes y quistes tisulares
de T. gondii es capaz de establecer una infeccién crénica en el ganado porcino
(Wingstrand et al., 1997).

La dosis infectiva es un factor clave que determina las consecuencias de la
infeccién, pues la gravedad de los signos clinicos es dosis-dependiente
(Wingstrand et al., 1997), al igual que la produccion de Ac si la infeccién se debe
a la ingestién de ooquistes (Dubey, 1986b). La edad a la que se infectan los
animales también juega un importante papel ya que se ha demostrado que,
aungue los cerdos jovenes son mas susceptibles a la infeccion que los adultos
(Dubey, 1986b), las consecuencias clinicas son mas graves en estos ultimos
(Work et al., 1970).

No existe ninguna evidencia experimental que sugiera que una raza de cerdo
sea mas susceptible a la infeccion que otra. No obstante, es de destacar que en
muchos de los estudios biomédicos (Vodi¢ka et al., 2005), y por tanto también
en los de la toxoplasmosis porcina (Jungersen et al., 2001; Miranda et al., 2015),
se utiliza una variedad de cerdo denominada “minipig” por su facil manejo
(Vodicka et al., 2005). Algunos de los estudios experimentales realizados sobre
toxoplasmosis porcina se han llevado a cabo en animales de la raza de cerdo
Gottingen, que fue creada exclusivamente para su uso en investigacion

biomédica (Gutierrez et al., 2015).

Aunque muchas infecciones naturales (Dubey, 2010) y experimentales (Basso
et al., 2017) por T. gondii en porcinos son subclinicas, en algunos casos se
suelen observar sintomas, siendo el estado depresivo el mas comdn en ambos
tipos de infeccion (Dubey, 2010; Garcia et al., 2017). Otros signos clinicos
descritos en reproducciones experimentales de la toxoplasmosis porcina, y
también en casos de infeccién natural (Dubey, 2010), son disnea, diarrea y
lesiones oculares (Pinckney et al., 1994).
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Se ha demostrado que tras la infeccién experimental de cerdos con ooquistes el
parasito se distribuye ampliamente por los tejidos del animal, encontrandose
sobre todo en el cerebro y 6rganos musculares muy vascularizados como la
lengua o el corazén (Burrells et al., 2015). Respecto a las lesiones se detectan
en la placenta (placentitis necrotizante) si se trata de infecciones de hembras
gestantes, o en diferentes 6rganos fetales como el corazén o los pulmones,
donde se observa inflamacion (Dubey et al., 1990). En un estudio en el que se
infectaron lechones en diferentes momentos (1, 8 y 10 dias de vida), por via
subcutanea, con una dosis infectiva de 100 quistes tisulares de una cepa no
virulenta en raton, se comprobd que las lesiones mas graves, de tipo inflamatorio,
eran aquellas encontradas en los lechones infectados en el primer dia de vida y
se encontraban fundamentalmente en el corazon y cerebro (Beverley y Henry,
1978). Sin embargo, en otro estudio experimental en el que lechones de 8
semanas de vida fueron infectados con taquizoitos, quistes tisulares u ooquistes
de cepas virulentas (RH) y avirulentas (SSI-119 y R92) en ratdbn no se
describieron lesiones microscopicas, independientemente de la forma parasitaria
utilizada (Wingstrand et al., 1997).
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Tabla I.7. Estudios experimentales de la toxoplasmosis en la especie porcina, segun el tipo de aislado empleado.

Aislado de T. gondii Dosis infectiva N° de animales Raza Edad Momento de infeccién Referencia
7 x 107t (v.im) 10** Cruce Entre 6,5y 7,5 Entre 6,5y 7,5 semanas de (Garcia et al., 2006)
RH (tipo 1) semanas vida
1x 107t. (v.im) 4** BR-1 8 meses 8 meses de vida (Miranda et al., 2015)
1,2 x 10°t. (v.sbh) 10** Large White y 6 semanas 6 semanas de vida (Burrells et al., 2015)
Landrace
S48 (tipo 1)
1,2 x 10°t. (v.sh) 5%* Large White y 6 semanas 6 semanas de vida (Garcia et al., 2017)
Landrace
1x10%0.e. (v.0.) 10** Large White y 6 semanas 4 semanas después de la (Burrells et al., 2015)
Landrace vacunacion con 1,2 x 10°
taquizoitos de S48
M4 (tipo I1) administrados (v.sb.)
1x10%q.t, (v.0.) 5%+ Large White y 6 semanas 6 semanas de vida (Garcia et al., 2017)
Landrace
MEA49 (tipo 1) 660 g.t. (v.0.) 4*x BR-1 8 meses 8 meses de vida (Miranda et al., 2015)
SVS 014 3x 10%t. (v.iv.) 28 Gottingen Entre 6 y 8 meses 8 sg (Jungersen et al., 2001)
VEG (tipo 11I) 4 x 10%.e. (v.0.) 10** Cruce Entre 6,5y 7,5 Entre 6,5y 7,5 semanas de (Garcia et al., 2008)
semanas vida
10% t. (v.iv.) 5xx Cruce Entre 6 y 7 semanas Entre 6 y 7 semanas de vida (Jungersen et al., 1999)
NED (tipo I1)
3 x 10*t. (v.iv.) 2% Gottingen Entre 6 y 8 meses 8sg (Jungersen et al., 2001)
SSI-119 (tipo IlI) 10%-- 10* 0.e. (v.0.) --- 10** — 10** Cruce 8 meses 8 meses de vida (Wingstrand et al., 1997)
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g.t. (v.0.) con una dosis 8** Cruce 8 meses 8 meses de vida (Wingstrand et al., 1997)
infectiva no especificada
3x10%t. (v.iv.) 2% Gottingen Entre 6 y 8 meses 8sg (Jungersen et al., 2001)

o0.e.: ooquistes esporulados. / t.: taquizoitos. / g.t.: quistes tisulares. / v.0.: via oral. / v.sb.: via subcuténea. / v.im.: via intramuscular. / v.iv.: via intravenosa. / *: cerdos adultos (no gestantes). / **:

cerditos. / & cerdos adultos gestantes. / *: machos. / sg: semanas de gestacion.
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4.3.3. Especie bovina.

Dado que el ganado vacuno es susceptible a la infeccion con T. gondii (Innes,
1997), aunque es muy poco frecuente que cause fallo reproductivo (Dubey,
1986a), la mayoria de las reproducciones experimentales de la toxoplasmosis en
esta especie se han llevado a cabo con el objetivo de estudiar la interaccion
patdgeno-hospedador, si bien se han realizado en diferentes modelos animales:
terneros (Dubey, 1983), vacas adultas no gestantes (Esteban-Redondo et al.,
1999; Burrels et al., 2018) o gestantes (Munday, 1978; Dubey, 1983; Costa et
al., 2011). En la Tabla 1.8 se resefian algunos de los principales trabajos
publicados hasta la fecha sobre la reproducciébn experimental de la

toxoplasmosis en la especie bovina.

La forma parasitaria infectante tiene una gran importancia en la patogenia de la
enfermedad, pues en un ensayo experimental en el que se infectdé a vacas
adultas gestantes y no gestantes con las diferentes formas parasitarias
(ooquistes esporulados, quistes tisulares y taquizoitos) se detecté un breve
proceso febril s6lo en aquellos animales infectados con ooquistes esporulados
(Munday, 1978). En este mismo estudio se demostré también que la infeccion
con ooquistes desencadenaba una aparicion mas temprana de Ac especificos
frente al parasito y ademas los niveles eran mas elevados (Munday, 1978). En
cuanto a las vias de inoculacién, en un estudio experimental en el que se
utilizaron tres vias diferentes (via oral, intravenosa, e inoculacion directa en el
amnios) en vacas gestantes se demostré que la transmision congénita del
parasito sélo ocurria cuando se infectaba el parasito directamente en el saco

amnibtico (Stalheim et al., 1980).

Un estudio experimental desarrollado en vacas infectadas con una dosis alta o
baja (10° y 10° respectivamente) de ooquistes esporulados demostré que la
dosis infectiva empleada influye sobre la deteccion de ADN parasitario en la
sangre circulante (mayor en los animales infectados con mayores dosis), pero
no sobre su presencia en los tejidos, ni tampoco sobre el proceso febril
desarrollado por los animales (Esteban-Redondo et al., 1999). La edad a la que
los animales son infectados también parece influir en la respuesta inmunitaria
humoral. Se ha descrito, tras una infeccion experimental en terneros y vacas

adultas empleado una misma dosis infectiva, que la produccion de Ac circulantes
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es mas intensa y duradera en los terneros (Dubey et al., 1985). Finalmente,
respecto a la raza, parece que no existen diferencias en susceptibilidad (Dubey,
1986a).

Puesto que la aparicion de abortos tras casos de infeccion experimental con T.
gondii en el ganado vacuno es bastante poco frecuente (Stalheim et al., 1980),
el Unico signo clinico destacable de la toxoplasmosis vacuna es el breve
proceso febril desarrollado en las primeras etapas de la infeccion (Scarpelli et
al., 2009). En concreto, de manera similar a lo que sucederia en infecciones
naturales (Dubey, 1986a), comienza en la primera semana pi y dura pocos dias
(Dubey, 1983; Esteban-Redondo et al., 1999; Burrels et al., 2018). Las lesiones
descritas en casos de infeccion experimental con T. gondii en vacunos (Koestner
y Cole, 1961; Munday, 1978), empleando cualquiera de las formas parasitarias,
son de tipo nervioso (encefalitis y meningitis no purulenta) aunque no se han
detectado en todos los estudios (Beverley et al., 1977; Costa et al., 1977, 2011).
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Tabla 1.8. Estudios experimentales de la toxoplasmosis en la especie bovina, segun el tipo de aislado empleado.

Aislado de T. gondii Dosis infectiva N° de animales Raza Edad Momento de infeccién Referencia
2 x 1081, (v.im.) 1* Jersey 5 meses 5 meses de vida (Munday, 1978)
RH (tipo ) 10°0.e. (v.0.) -- 10°0.e. 179* --1* Holstein No especificada No especificado (Dubey, 1983)
ipo
P (v.sh.)
5x 10°t. (v.sb.) 6° No especificada Entre 11y 12 meses Entre 11 y 12 meses de vida (Scarpelli et al., 2009)
M4 (tipo II) 10%0.e. (v.0.) 6** Holstein 6 semanas 6 semanas de vida (Burrells et al., 2018)
) 10° -- 10%0.e. (v.0.) 4* - B* No especificada Entre 6 y 7 meses Entre 6 y 7 meses de vida (Esteban-Redondo et al.,
M3 (tipo II)
1999)
AS-28 (tipo desconocido) 10%°0.e. (v.0.) 9% No especificada No especificada En los tres tercios de (Costa et al., 2011)
gestacion

0.e.: ooquistes esporulados. / t.: taquizoitos. / v.o.: via oral. / v.sb.: via subcutanea. / v.im.: via intramuscular. / *: vacas adultas (no gestantes). / **: terneros. / & vacas adultas gestantes. / ®: novillos.
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5. Formas de presentacion y patogenia de la toxoplasmosis

ovina.

5.1. Introduccioén.

Las ovejas son susceptibles a la infeccion natural con T. gondii, que se manifiesta
principalmente con abortos con las consiguientes pérdidas econémicas (Innes, 1997).
A pesar de la importancia mundial de toxoplasmosis ovina (Dubey, 2009b), aun se
desconocen los mecanismos precisos que explicarian por qué suceden los abortos.
Se han propuesto distintas hipotesis, como la replicacion directa del parasito en la
placenta o bien una alteracion hormonal o de la respuesta inmunitaria desarrollada en

este tejido tras la infeccion (Buxton, 1990; Dubey, 2010).

Se ha demostrado que durante la gestacién la hembra no desarrolla un rechazo
inmunologico hacia el feto para asegurar su viabilidad (Hansen, 2011), aunque al
contrario de lo sugerido en ratones (Chaouat, 2003), no existen evidencias de que eso
ocurra mediante la modulacién de la respuesta inmunitaria materna a nivel periférico
(McClure et al., 2005; Wattegedera et al., 2008).

La infeccion con T. gondii abarca dos fases completamente diferentes: la fase aguda
y la fase cronica. La fase aguda se caracteriza por la diseminacion del parasito a
distintos tejidos del hospedador infectado durante los primeros estadios de la infeccion
(Verhelst et al., 2014), en concreto durante las dos primeras semanas pi (Owen et al.,
1998). Durante la fase cronica ya se han formado los quistes tisulares que pueden
permanecer en los tejidos del hospedador durante afios, incluso durante toda su vida
(Verhelst et al., 2014).

5.2. Presentaciones clinicas de la enfermedad.

La clinica asociada a la toxoplasmosis se observa tras la primoinfeccion de la oveja
gestante (Innes, 1997). Al igual que en humanos (Innes, 1997), y de manera contraria
a lo que sucede en ratones (Owen y Trees, 1998; Marshall et al., 2004), la inmunidad
adquirida tras esa primoinfeccion de la oveja gestante es suficiente para evitar la

transmision del pardsito al feto en sucesivas gestaciones (Buxton, 1990).

Lo que si se ha demostrado en la especie ovina es que las consecuencias de la

infeccidn por T. gondii estan directamente relacionadas con el momento de gestacion
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en que ésta se produce (Esteban-Redondo e Innes, 1997; Innes et al., 2009b). Si la
infeccién sucede en las fases mas tempranas de la gestacion (primer tercio), el
parasito invade la placenta y, dado que el feto aun no ha desarrollado un sistema
inmunitario activo, causa su muerte y en muchas ocasiones acaba siendo reabsorbido
(Buxton, 1998). Cuando la infeccion ocurre a mitad de la gestacién, se observan las
lesiones mas graves tanto en la placenta como en el feto (Buxton y Finlayson, 1986)
y, como consecuencia de la reduccion en la llegada de nutrientes y oxigeno causada
por la reaccion inflamatoria, la viabilidad fetal se ve comprometida teniendo como
resultado su muerte y posterior expulsion en forma de aborto (Dubey, 2009b). Por el
contrario, si la infeccion sucede en las etapas finales de la gestacién, el feto ya es
capaz de controlar la replicacion del parasito, puesto que su sistema inmunitario ya
tiene cierta madurez, si bien no seria suficiente para evitar su infeccién, por lo que es
frecuente el nacimiento de corderos sanos, aunque congénitamente infectados (Innes
et al., 2009a).

Clasicamente, el aborto por toxoplasma se suele desencadenar a partir de las cuatro
semanas posteriores a la primoinfeccion de las ovejas gestantes, frecuentemente
cuando se produce a mitad de gestacion, sin que se aprecie ningun otro signo clinico
evidente antes (Buxton, 1998). También es habitual el nacimiento de corderos muertos
y/o de débiles, a menudo acompafiados de otro feto momificado de pequefio tamafo
(Buxton et al., 2007).

Hay un nimero muy escaso de estudios, todos ellos infecciones experimentales
(Trees et al., 1989; Owen et al., 1998; Castafio et al., 2014; Sanchez-Sanchez et al.,
2019), en los que se describi6 la aparicion de abortos durante las dos primeras
semanas pi. En esos estudios no se detectdo ADN parasitario en las muestras de tejido
de la placenta o feto estudiadas ni tampoco Ac especificos frente al parasito en suero
materno en el momento del aborto, pero si en dias posteriores (Owen et al., 1998;
Castafio et al., 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2019). Debido a esto, y puesto que
normalmente la placenta y visceras fetales, junto a suero sanguineo materno, son las
muestras que se toman para realizar un diagnostico de casos naturales de aborto, es
probable que en existan casos de aborto temprano asociados a toxoplasmosis ovina
en los que no se haya podido realizar un diagnéstico etiolégico, por lo que la frecuencia

real de esta forma de presentacion pueda estar siendo subestimada. De hecho, se
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estima que, en condiciones naturales, hasta uno de cada siete abortos asociados a la
toxoplasmosis ovina podria aparecer bajo esta forma de presentacion clinica (Owen
et al., 1998). Ademas, hay que tener en cuenta que la Unica forma fiable de
diagnosticar estos abortos tempranos es la identificacion de las lesiones asociadas, lo
gue se puede resultar complicado ya que el estudio de las muestras de placenta o del
feto se suele ver complicado por su avanzado estado de autolisis (Castafio et al., 2014;
Sanchez-Sanchez et al., 2019). Las lesiones caracteristicas descritas en casos de
aborto temprano son trombosis en vasos de la placenta junto con leucomalacia
periventricular en el feto (Castafio et al., 2014). Estas son muy distintas a las
observadas en los casos de aborto que aparecen de manera clasica en la
toxoplasmosis ovina (focos de necrosis acompafnados de infiltrados inflamatorios) por
lo que se ha propuesto que la patogenia de ambos tipos de abortos seria diferente de
forma que en estos abortos tempranos la presencia del parasito en la placenta no
seria necesaria para que ocurran (Castafio et al., 2014). Recientemente, en un estudio
experimental en el que se infectaron ovejas gestantes con diferentes dosis de
ooquistes esporulados, se ha demostrado que la aparicién de abortos tempranos esta

directamente relacionada con la dosis infectiva (Sanchez-Sanchez et al., 2019).

5.3. Infeccién y diseminacién del parasito.

De manera experimental se ha comprobado que tras la infeccion de las ovejas con
ooquistes (Dubey y Sharma, 1980) o quistes tisulares (Verhelst et al., 2014) de T.
gondii administrados por via oral, el parasito invade el intestino delgado, donde se
detecta ya en el dia 4 pi (Verhelst et al., 2014). Una vez dentro de los enterocitos, se
reproduce en el interior de una vacuola parasitéfora r@pidamente por endodiogenia y
se producen taquizoitos que se liberaran al torrente sanguineo (Lingelbach y Joiner,
1998; Tenter et al., 2000). La forma parasitaria infectante determina que la deteccion
del parasito en sangre se produzca de manera mas temprana o tardia: tras la infeccion
con quistes tisulares por via oral, el parasito se detecta en el dia 4 pi en los enterocitos,
en la lamina propia intestinal, los nédulos linfaticos mesentéricos y la sangre (Verhelst
et al., 2014), mientras que si ocurre mediante la ingestion de ooquistes esporulados
por via oral el parasito no se detecta en la sangre hasta el dia 6 pi y en los ndédulos
linfaticos mesentéricos hasta el dia 7 pi (Dubey y Sharma, 1980). Ello sugiere que los

quistes tisulares atraviesan mas rapidamente la barrera epitelial del intestino para asi
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diseminarse por la sangre del animal (Verhelst et al., 2014). Una vez en el torrente
sanguineo, los taquizoitos invaden diferentes tejidos, principalmente el muscular
(Dubey y Sharma, 1980). La llegada de los taquizoitos a la placenta sucede en el dia
15 pi, tal y como se ha documentado en un estudio experimental en el que se reprodujo
la enfermedad infectando a ovejas gestantes en la fase inicial y media de la gestacion

con ooquistes esporulados por via oral (Buxton y Finlayson, 1986).

En las ovejas, el componente fetal de la placenta se forma a partir de la fusion del
corion avascular y el alantoides vascular. Esto aumenta la superficie de contacto al
desarrollar proyecciones vellosas, que se agrupan en areas discretas, conocidas
como cotiledones (Sammin et al., 2009). Por ello, la placenta ovina se clasifica como
corioalantoidea, vellosa y cotiledonaria (Sammin et al., 2009; PrabhuDas et al., 2015).
Una estructura clave de la anatomia de la placenta ovina es placentoma (ver Figura
1.2), formado por la combinacion de cotiledones fetales con la cartncula de la pared
uterina materna (Sammin et al., 2009). Dichos placentomas suelen tener forma
concava, adquieren un tamafio y peso maximo a los 90 dg y su numero total en la

placenta varia entre 60 y 100 (Hansen, 1998).

placentomal
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Figura |.2. Representacién esquematica de un placentoma caracteristico de la placenta ovina. Imagen
tomada de Rocchi et al., 2009.
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Cuando ha alcanzado la placenta, T. gondii se multiplica e invade las células del
trofoblasto (Buxton y Finlayson, 1986), tras lo cual los taquizoitos atraviesan la
placenta e invaden el feto (Dos Santos et al., 2016). De forma similar a lo que ocurre
en la placenta materna, la multiplicacién del parasito en los tejidos fetales, ocurre
principalmente en el cerebro, corazén y musculo cardiaco (Esteban-redondo e Innes,
1998) y va a depender del estado de maduracion de su sistema inmunitario. Se ha
estimado que es alrededor del dia 70 de gestacion cuando el feto ya es
inmunocompetente (Silverstein et al., 1963) y, por tanto, es capaz de hacer frente a la
infeccion por T. gondii, lo que explicaria el hecho de que la muerte fetal sea menos
frecuente si la infeccién de la madre sucede al final de la gestacion, ya que, como se
ha explicado, el sistema inmunitario fetal ya se ha desarrollado y, aunque no puede
impedir la infeccién con T. gondii, si es capaz de controlar su replicacién, por lo que
es habitual el nacimiento de corderos sanos, pero congénitamente infectados (Innes
et al., 2009a).

5.4. Lesiones.

Las lesiones producidas en ovejas gestantes tras la infeccién con T. gondii, tanto en
casos naturales (Hurtado et al., 2001; Weissman, 2003; de Moraes et al., 2011) como
experimentales (Buxton y Finlayson, 1986; O'Donovan et al., 2012), afectan tanto a la
placenta como a las visceras fetales, especialmente al cerebro, aunque también al
corazén, pulmones e higado. En ambas localizaciones (placenta y feto), se
caracterizan por la necrosis e inflamacién no purulenta, independientemente del
momento de gestacion en que se produzca la infeccion (Benavides et al., 2017). No
obstante, la gravedad de estas lesiones y el momento en que aparecen si esti
relacionada con el estado de gestacion (Buxton, 1998) de forma que las infecciones
ocurridas durante el segundo tercio, en comparacion con el primero, estan asociadas
con lesiones mas graves, tanto en la placenta como en el feto (Buxton y Finlayson,
1986).

En la placenta las lesiones caracteristicas de la toxoplasmosis ovina son focos de
necrosis que son mas numerosos a medida que la gestacion progresa (Buxton y
Finlayson, 1986). Si la infeccion tiene lugar al principio de la gestacion estos focos
afectan el septo caruncular y las células inflamatorias, principalmente macréfagos y

linfocitos, son muy abundantes en las vellosidades fetales adyacentes a las lesiones
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(Benavides et al., 2017). Cuando la infeccidén de las ovejas se ha producido en los
altimos estadios de gestacion es comun observar macroscopicamente, en los
cotiledones placentarios, un punteado blanquecino, en un nimero variable, que se
corresponde con focos necroéticos. Asimismo, a diferencia de las fases tempranas de
la gestacion, hay un abundante infiltrado de células inflamatorias en la parte fetal de

la placenta (Benavides et al., 2017).

En el feto predominan las lesiones necréticas si la infeccidon ocurre al principio de la
gestacion mientras que si tiene lugar en etapas posteriores predominan los infiltrados
de células inflamatorias (Benavides et al., 2017). Esto se aprecia claramente en el
encéfalo del feto donde, en infecciones al principio de la gestacion, las lesiones
caracteristicas son focos de necrosis aislados, mientras que en etapas mas tardias la
infeccién con T. gondii se relaciona con focos de gliosis con areas centrales de
necrosis a veces mineralizadas (Benavides et al., 2017). En cuanto a la localizacion
de dichas lesiones, en fetos de ovejas gestantes infectadas experimentalmente con el
parasito se comprob6 que la mayoria se localizaba a nivel del tracto optico y en el
tronco del encéfalo mientras que no se encontraron en la porcién caudal del cerebelo
(O’Donovan et al., 2012). En el resto de 6rganos fetales las lesiones caracteristicas

son focos de necrosis (Buxton y Finlayson, 1986).

5.5. Respuesta inmunitaria tras la infeccion con T. gondii.

La mayor parte del conocimiento de la respuesta inmunitaria que desarrolla el
hospedador frente a la infeccion por T. gondii procede de estudios experimentales
tanto in vivo (realizados en ratones) como in vitro (en lineas celulares humanas y

murinas), cuyos hallazgos mas importantes se exponen a continuacion.

5.5.1. Respuesta inmunitaria tras infecciones experimentales in vivo (ratones) e in vitro
(lineas celulares humanas y murinas).

Una vez que T. gondii entra en contacto con las células del hospedador, empieza a
desarrollarse en el animal infectado una respuesta inmunitaria que tiene dos
componentes que actian de manera conjunta: la respuesta inmunitaria innata y la

adquirida.

5.5.1.1. Respuesta inmunitaria innata.
Tras la infeccion con cualquier patégeno, el hospedador desarrolla una respuesta

inmunitaria no especifica, o innata, como primer mecanismo de defensa que cumple
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tres funciones basicas: a) previene la infeccién por medio de barreras fisicas, b) en
caso de que la infeccion ocurra, favorece la formacion de compuestos anti-
microbianos cuyo propdsito es limitar la replicacion del patégeno y, por altimo, c)
favorece que se inicie la respuesta inmunitaria adquirida y ya especifica frente al
agente causante de la infeccion, mediante la produccion de diversas moléculas como

las interleuquinas (IL) (Entrican y Wheelhouse 2006).

En ratones infectados de manera experimental con T. gondii se ha comprobado que
la primera etapa de esta respuesta inmunitaria innata es, al igual que frente a otros
patogenos, el reconocimiento de patrones moleculares asociados a patdégenos
(PAMPs), como lipoproteinas o proteinas transmembrana presentes en la mayoria de
los microorganismos (Yarovinsky y Sher, 2006). Esta funcién la llevan a cabo los
receptores tipo “toll” (TLRs) (Sher et al., 2017). En mamiferos se han identificado
al menos 13 familias de TLRs que reconocen los principales PAMPs de patégenos
(Oshiumi et al., 2008). Tras a la infeccion por T. gondii, en ratdn participan tres TLRs
en la respuesta inmunitaria innata: TLR2, TLR4 y TLR11 (Denkers, 2010; Dupont et
al., 2012), éste ultimo no presente en humanos (Sasai et al., 2018). Los TLR2 y 4
reconocen unos complejos moleculares denominados glicosilfosfatidilinositoles (GPI)
gue se encuentran anclados a la superficie del parasito (Debierre-Grockiego et al.,
2007; Lima y Lodoen, 2019), mientras que TLR11 reconoce una proteina de T. gondii
de unidn a la actina, que también poseen otros protozoos parasitarios, denominada
profilina (Yarovinsky et al., 2005; Menzies et al., 2008). Una vez que los TLR han
detectado la presencia de PAMPs asociados a T. gondii, reclutan una proteina
adaptadora denominada MyD88 (Torres et al., 2013; Sasai et al., 2018), clave en la
respuesta inmunitaria no especifica desarrollada tras la infeccion por T.gondii (Egan
et al., 2009). En este sentido, diversos estudios han demostrado que tras la infeccion
experimental por via intraperitoneal (Scanga et al., 2002) y oral (Sukhumavasi et al.,
2008) de ratones modificados genéticamente de modo que no expresaran esta
proteina adaptadora (MyD88 ), estos animales morian durante la fase aguda de la
infeccidon al no poder controlar la replicacion del parasito. También se ha demostrado
gue para que se desarrolle una respuesta inmunitaria del todo efectiva, deben de
activarse de manera conjunta los tres TLRs citados anteriormente, pues la inactivacion

de alguno de ellos o de los tres permite a los ratones sobrevivir durante la fase aguda
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de la infeccion, pero el parasito se enquista en su cerebro (Egan et al., 2009; Dupont
et al., 2012).

El complejo TLR/MyD88 permite que las células dendriticas (CD), monocitos,
neutrofilos y células “natural killer” (NK) sean reclutados hasta el sitio de infeccion
donde produciran la interleuquina 12 (IL12), el principal mecanismo de la respuesta
inmunitaria innata frente a la infeccion por T. gondii en ratones (Dupont et al., 2012).
En ratones modificados genéticamente que no expresaban la proteina adaptadora
MyD88 (MyD88 ) se comprobd, tras su infeccién experimental con quistes tisulares
de T. gondii administrados por via intraperitoneal, que la produccién de IL12 era muy
reducida, lo que demostraria la importancia de dicha proteina en la respuesta

inmunitaria innata (Scanga et al., 2002).

El papel desempefiado por las CD durante la respuesta inmunitaria no especifica de
la toxoplasmosis murina ha sido demostrado in vivo: la ausencia total de este tipo de
células en los ratones (CD ) aumentaba su susceptibilidad a la infeccion con el
parasito como consecuencia de una reduccion en los niveles sistémicos de IL12, lo

cual podia revertirse administrando esta IL a los animales (Liu et al., 2006).

Por su parte, los monocitos ejercen un papel clave en la respuesta inmunitaria de
ratones frente a la infeccion por T. gondii de tres maneras distintas: por un lado,
estudios in vivo (Mordue y Sibley, 2003; Dunay et al., 2010) e in vitro (Aldebert et al.,
2007) han demostrado que estas células son capaces de producir grandes cantidades
de IL12 tras su estimulacién con el parasito; por otro lado, los monocitos también son
capaces de expresar la enzima 6xido nitrico sintetasa inducible (iNOS), responsable
de la produccion de 6xido nitrico (NO, por sus siglas en inglés), que in vitro se ha
demostrado que es capaz de inhibir la replicacion de T. gondii y matar al parasito
(Mordue y Sibley, 2003; Hunter y Sibley, 2012); finalmente, también se ha demostrado
in vitro que los monocitos, en respuesta a antigenos (Ags) solubles de T. gondii,
producen IL1 (Gov et al., 2017; Lima et al., 2018). Esta IL es capaz de estimular una
mayor produccion de IL12 durante la fase aguda de la infeccion (Hunter et al., 1995).

Los neutrofilos producen IL12 durante las primeras fases de la toxoplasmosis murina
(Bliss et al., 1999). Ademas, se ha demostrado que son capaces de fagocitar al
parasito (Abi Abdallah et al., 2012; Coombes et al., 2013), controlando de esta manera

la infeccion.
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Por ultimo, las células NK ejercen un importante efecto citotoxico sobre el parasito
(Hauser y Tsai, 1986) y se ha demostrado en modelos murinos que tras su
estimulacion con T. gondii producen grandes cantidades de IFN-y (Gigley, 2016; Kupz
et al.,, 2019), una citoquina clave de la respuesta inmunitaria desarrollada en los
ratones tras esta primera fase de defensa innata: la respuesta inmunitaria adquirida,

gue se explicara a continuacion.

5.5.1.2. Respuesta inmunitaria adquirida.

Una vez que el parasito ha infectado a su hospedador y en éste se han desarrollado
una serie de mecanismos inmunitarios inespecificos frente al patdogeno, se desarrolla
una respuesta inmunitaria especifica frente a éste, denominada respuesta inmunitaria
adquirida o adaptativa. Ademas de especifica, esta respuesta es duradera y esta
mediada por las células T (respuesta inmunitaria celular) y B (respuesta inmunitaria

humoral).

Las células T inmaduras son los linfocitos que expresan en su superficie diferentes
moléculas. Una comun a todos ellos es el receptor de células T (TCR, por sus siglas
en inglés) pero luego existen otras especificas segun la poblacién, como el CD4,
presente en las denominadas células T cooperadoras o Th (por el adjetivo en inglés
“helper”) o el CD8, que se encuentra en las denominadas células T citotoxicas o Tc
(por el adjetivo en inglés “cytotoxic”). Comunmente estas poblaciones de linfocitos, Th
o Tc, se denominan también segun el receptor de superficie que expresan, es decir
CD4 o CDS8 respectivamente. Dichos linfocitos residen en diferentes 6rganos linfoides,
como el timo, el bazo, los ndédulos linfaticos o los tejidos linfoides asociados a

mucosas.

Para que los linfocitos ejerzan su funcion es necesario que se activen. Esto se
consigue gracias a la accion simultanea de tres mecanismos: por un lado, las células
presentadoras de antigeno (CPA) deben poner en contacto el Ag parasitario con estas
células CD4 y CD8 inmaduras a través de su MHC (MHCIl y MHCI respectivamente)
que interactia con los receptores de superficie encontrados en las células T, el
receptor TCR vy los receptores CD4 o CD8 segun corresponda; en segundo lugar,
deben existir sefiales co-estimuladoras para las células CD4 y CD8 (por ejemplo, el
receptor CD28 en ambos casos) y, por ultimo, es necesaria la participacion de IL
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(principalmente IL1 e IL12 respectivamente) (Dupont et al., 2012; Golubovskaya y Wu,
2016).

Las CPA que interactian con las células CD4 son principalmente las CD (Steinman
et al.,, 1997) aunque también ejercen esta funcidn los macrofagos y las células B
(Jenkins et al., 2001). Se ha demostrado que las CD murinas infectadas con T. gondii
expresan en su superficie bajos niveles de MHCII. Para que se produzca la
presentacion del Ag parasitario por parte de las CPA se requiere que estas capten
previamente, mediante fagocitosis o endocitosis, el parasito intacto, o bien sus Ag, de
forma que puedan procesarlo y presentarlos en su superficie unidos al MHC Il (McKee
et al., 2004; Goldszmid y Sher, 2010; Dupont et al., 2012). En la Figura 1.3 se muestra

este proceso de manera esquemaética.

Phagocytic Pathway

Parasite debris or
soluble antigen
<

Intact parasite

Apoptotic infected cell

Figura 1.3. Presentacion del Ag de T. gondii de las CPA a las células CD4 inmaduras presentes en los

nddulos linfaticos del animal infectado. Imagen obtenida de Dupont et al., 2012.

Ademas de la presentacion del Ag a traves de las CPA, para que las células CD4 se
activen es necesaria la presencia de sefiales co-estimuladoras, como el receptor

CD28 en la superficie de las CPA (Villegas et al., 2002), y de IL como la IL1 (Curtsinger
60



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréafica.

et al., 1999). Una vez activadas, las células CD4, o linfocitos Th, producen la citoquina
gamma-interferon (IFN-y) (Denkers y Gazzinelli, 1998) y se expanden de manera
clonal (Gazzinelli et al., 1991; Jenkins et al., 2001). Ademas, el hecho de que tras la
infeccién experimental con ooquistes de T. gondii administrados por via oral de
ratones modificados genéticamente que carecen de células CD4 (CD4 ), éstos
produjeran unos niveles muy bajos de Ac especificos frente al parasito sugiere que
las células CD4 maduras son esenciales también para la produccion de
inmunoglobulinas (Ig) por las células B (Johnson y Sayles, 2002). Dicha interaccion
se ha demostrado que sucede gracias a la union del receptor CD40, expresado en los
linfocitos B, entre otras poblaciones celulares, y su ligando CD40L (también
denominado CD154) que fundamentalmente se expresa en las células CD4 activadas
y representa un factor co-estimulador en esta interaccién (Subauste y Wessendrap,
2006; Bhadra et al., 2013).

Las células T de tipo CD4 se dividen en diferentes subpoblaciones de acuerdo a las
IL que producen, tal y como puede apreciarse en la Figura |.4. Dichas subpoblaciones
se forman gracias al estimulo que, sobre las células CD4 inmaduras, ejercen las
diferentes IL (Golubovskaya y Wu, 2016).
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Figura 1.4. Diferentes subpoblaciones de células CD4 maduras. Imagen obtenida de Golubovskaya y
Wu, 2016.
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De entre todas esas subpoblaciones de células CD4 maduras destacan especialmente
tres: Thl, caracterizada por la produccién de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y
y el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), Th2, con una clara predominancia de IL
anti-inflamatorias como IL4, y Treg, una subpoblacion de células T de tipo CD4 que
producen principalmente IL10 que ejerce un importante papel en la regulacion de la
respuesta inmunitaria desarrollada frente infecciones. A continuacién, se detalla el
papel que desempefan estas citoquinas frente a la infeccion experimental por T.

gondii en ratones y humanos.

IFN-y es la principal citoquina pro-inflamatoria que interviene en la respuesta
inmunitaria desarrollada por el hospedador tras la infeccion con T. gondii (Suzuki et
al., 1998), y es sintetizada en las primeras fases de la infeccion gracias a la produccion
de IL12 por parte de las CPA y de las células CD4 maduras (Denkers y Gazzinelli,
1998; Pearce y Shen, 2007), tal y como se ha explicado previamente. En concreto,
esta citoquina activa a los macréfagos que han sido reclutados hasta el sitio de
infeccion para que fagociten al parasito y a las células que ha infectado (Dupont et al.,
2012). Para que esto suceda, IFN-y incrementa la produccién de la enzima iNOS en
estos macrofagos activados (Sasai et al., 2018) la cual produce NO, un compuesto
muy toxico que dafia el ADN de T. gondii e impide su replicacion (Cabral et al., 2018).
A este respecto, se demostré que en ratones modificados genéticamente que no
expresaban la enzima iNOS (iNOS ) la infeccién experimental de ooquistes
esporulados del parasito administrados por via intraperitoneal desembocaba en una
elevada carga parasitaria en su cerebro (Hayashi et al., 1996). También en humanos,
pero no en ratones (Meisel et al., 2011), se ha demostrado in vitro que la citoquina
IFN-y es capaz de estimular la expresion de la enzima indolamina 2, 3-dioxigenasa
(IDO) en una gran variedad de células (Ufermann et al., 2019), como por ejemplo los
fibroblastos (Pfefferkorn, 1984). En concreto, esta enzima degrada el triptéfano, un
aminoacido esencial para el crecimiento del parasito ya que es auxoétrofo para él, es
decir, no lo puede sintetizar y para poder sobrevivir debe infectar células que lo

sinteticen por si mismas (Sibley et al., 1994).

TNF-a es otra citoquina pro-inflamatoria que interviene en la respuesta inmunitaria
desarrollada por el hospedador tras la infeccién por T. gondii (Schliter et al., 2003).

En concreto, se trata de un receptor de la superfamilia de receptores de necrosis
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tumoral (TNF), a la que también pertenece el ligando CD40L (Van Grol et al., 2013).
La citoquina TNF-a es producida por una gran variedad de células como neutrdfilos,
macréfagos y células T (Dupont et al., 2012) tras la infeccion con el parasito y ejerce
una funcién de sinergia junto a IFN-y al incrementar la actividad anti-parasitaria de
células no hematopoyéticas y macréfagos (Degrandi et al.,, 2009). Con respecto a
estos ultimos, y de manera muy similar a lo explicado en el parrafo anterior, TNF-a
incrementa la produccion de la enzima iNOS en los macrofagos activados (Liesenfeld
et al., 1999), como demuestra el hecho de que los niveles de expresion de esta enzima
en ratones modificados genéticamente que carecen de las citoquinas IFN-y y TNF-a
estén muy reducidos tras la inoculacion experimental con lipopolisacarido (LPS)
(Salkowski et al., 1997). Por otro lado, en una infeccion experimental con quistes
tisulares de T. gondii administrados por via intraperitoneal a ratones modificados
genéticamente que no expresaban IFN-y se observd que la accion conjunta de TNF-
a e iINOS no era suficiente para prevenir la encefalitis asociada a la infeccién, pero
que esto podia revertirse administrando a estos animales esta citoquina (IFN-y)
(Suzuki et al., 2000).

La IL10 es una IL que ejerce una funcidn clave en la regulacion de la respuesta
inmunitaria desarrollada en el hospedador tras la infeccion con diferentes patégenos,
T. gondii entre ellos (Denkers y Gazzinelli, 1998). En concreto, ejerce tres funciones:
inhibe las respuestas inflamatorias exacerbadas asociadas a las primeras fases de la
infeccidn, favorece las acciones desencadenadas por la respuesta inmunitaria innata
y mantiene la homeostasis de los tejidos del organismo infectado al favorecer
mecanismos de reparacion tisular (Ouyang y O Gara, 2019). Durante la fase aguda
de la toxoplasmosis las células NK constituyen la principal poblacion celular
productora de IL10 (Dupont et al.,, 2012), aunque también es sintetizada en fases
posteriores por las células Ty B (O"Gara y Vieira, 2007). Se ha sugerido que es el
propio parasito el que estimula su produccion durante la fase inicial de la infeccion
como una estrategia para evadir el control ejercido por el sistema inmunitario del
hospedador (Sher et al., 1992). Esta aparente contradiccion se explica por el hecho
de que IL10 es una potente antagonista de la sintesis de IFN-y, lo que consigue al
inhibir la sintesis de IL12 por las CPA (D"Andrea et al., 1993; Denkers y Gazzinelli,

1998). Asi, se ha demostrado en ratones modificados genéticamente de modo que no
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expresan IL10 (IL10 ) que la elevada mortalidad observada en las primeras fases
tras la infeccién experimental con T. gondii no se debe a la replicacion incontrolada
del parasito en los tejidos del hospedador sino a una exacerbada respuesta
inflamatoria que produce dafios irreparables en el hospedador (Khan et al., 1995;
Gazzinelli et al., 1996b; Neyer et al., 1997; Wilson et al., 2005). Todo ello pone de
manifiesto que la IL10 es beneficiosa tanto para el hospedador, al impedir el desarrollo
de una respuesta inflamatoria excesiva que pueda resultar perjudicial por el dafio
tisular que cause, como para el pardsito ya que le permite replicarse (Lang et al.,
2007). No obstante, en las fases mas avanzadas de la infeccion el papel
desempefado por IL10 parece no ser muy relevante (Gazzinelli et al., 1996b). En este
sentido, un estudio en el que ratones modificados genéticamente que no expresaban
el receptor para esta IL demostrd que, durante la fase cronica de la infeccion, la carga
parasitaria encontrada en los animales era similar a la observada en los ratones no
modificados genéticamente y que, ademas, presentaban lesiones tisulares asociadas

a la produccién de citoquinas pro-inflamatorias (Jankovic et al., 2007).

La IL4 ejerce funciones muy similares a la IL10, destacando su importancia en la fase
aguda de la toxoplasmosis murina (Villard et al., 1995). En un estudio en el que se
reprodujo de manera experimental la toxoplasmosis infectando por via oral con quistes
tisulares de T. gondii a ratones normales y ratones modificados genéticamente para
que no expresaran esta IL (IL4 ') se observé que la IL4 inhibe la respuesta
inflamatoria, desarrollada principalmente por IFN-y, durante la fase inicial de la
toxoplasmosis lo que, de forma similar a lo visto en para la IL10, provocé una elevada
tasa de mortalidad solamente en los ratones modificados genéticamente (Roberts et
al., 1996). Sin embargo, en las fases mas avanzadas de la gestacion, al inhibir la
respuesta inmunitaria inflamatoria, esta IL favorece que el parasito colonice los tejidos
del hospedador, lo que es coherente con el hecho de que se observaran mayor
cantidad de quistes tisulares en el cerebro de los ratones normales que en el de
aguellos modificados genéticamente y que no pueden expresarla (Roberts et al.,
1996). No obstante, diferentes estudios experimentales en ratones infectados con
quistes tisulares por via intraperitoneal (Calabrese et al., 2008; Dogruman-Al et al.,
2011) han demostrado que no hay diferencias significativas entre los niveles séricos

de esta IL entre los ratones infectados y no infectados, lo que sugiere que es la
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produccion local de IL4, o bien los niveles basales de la misma, la que ejerce el control
inmunoldgico tras la infeccidn con el parasito y que por tanto no seria necesario su

presencia a nivel sistémico.

La produccion de Ac por parte de las células B parece jugar también un papel
relevante en la respuesta inmunitaria tras la infeccion por T. gondii (Johnson y Sayles,
2002). Actualmente se reconocen cinco clases de Ig, de los tipos A (IgA), B (IgB), E
(IgE), G (IgG) y M (IgM), (Gupta et al., 2013). La infeccion con T. gondii provoca el
desarrollo de una respuesta inmunitaria humoral caracterizada por la produccién de
Ac especificos como las IgG, IgA e IgM (Hassan et al., 2014), que ejercen su accion
frente bien opsonizando al parasito y luego facilitando su fagocitosis (Vercammen et
al., 1999) o bien activando el sistema del complemento por la via clasica (Schreiber y
Feldman, 1980).

Las IgM son los primeros Ac en aparecer y se detectan en el suero de animales
infectados al final de la primera semana pi (Filisetti y Candolfi, 2004). Las IgM
incrementan la capacidad de los neutréfilos de matar los taquizoitos del parasito y
ademas son un potente activador del sistema del complemento durante la fase aguda
de la infeccion (Couper et al.,, 2005). Su excelente capacidad de aglutinacion es
utilizada para el diagnostico serologico de la toxoplasmosis (Filisetti y Candolfi, 2004),
y dado que no pueden atravesar la placenta, se ha propuesto que su deteccién en el
suero fetal o en el cordon umbilical seria de gran utilidad para el diagnostico de la

transmision congénita de la toxoplasmosis (Hurley y Theil, 2011).

Las IgG son el segundo tipo de Ig en aparecer en los animales infectados con T.
gondii, aproximadamente hacia la segunda semana pi. Existen cuatro tipos de IgG,
siendo las 1gG1 (de tipo anti-inflamatorio), IgG2 (de caracter pro-inflamatorio) e 1gG3
(también pro-inflamatoria) (Ek et al., 2012) las predominantes en la respuesta
inmunitaria desarrollada frente a la infeccién parasitaria (Filisetti y Candolfi, 2004; Lee
et al., 2017). En concreto, se ha demostrado que las IgG especificas frente a T. gondii
pueden activar el sistema del complemento o bien interferir en la invasion celular del
parasito al bloquear sus receptores celulares provocando en ambos casos la muerte
del parasito (Hassan et al., 2014). También ejercen un papel clave en la proteccion
del feto frente a infecciones pues pueden pasar desde la sangre materna a la fetal a
través de la placenta (Filisetty y Candolfi, 2004). En ratones infectados
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experimentalmente con T. gondii se ha documentado un aumento considerable en los
niveles séricos de IgG desde los 45 dias pi hasta el dia 120 pi y se correlacionan
negativamente con la carga parasitaria, lo que demostraria su importancia en el
control de la infeccién (Zorgi et al., 2016). Estos autores han sugerido que el hecho de
que las 1gG puedan detectarse en el suero de los ratones infectados hasta 120 dias
pi podria relacionarse con la migracion de células plasmaticas especificas frente al
parasito desde el bazo o nddulos linfaticos hasta la medula 6sea, donde podrian
persistir durante afios (Zorgi et al., 2016).

La IgA es el tipo de Ac mas abundante en los mamiferos y su funcién primaria es
mantener la homeostasis en las superficies mucosas, asi como participar en la
neutralizacion de toxinas y microbios patdégenos (Stanley et al., 2004; Macpherson et
al., 2012). Al igual que las IgM, las IgA no son capaces de atravesar la placenta
(Filisetty y Candolfi, 2004). Existe cierta controversia sobre la utilidad de esta Ig en el
diagnéstico de la toxoplasmosis, pues mientras algunos autores afirman que
permanecen meses e incluso afos en el hospedador infectado, por lo que no seria util
para el diagnéstico de infecciones recientes (Gorgievski-Hrisoho et al., 1996;
Nascimento et al., 2008), otros investigadores afirman que es de gran utilidad para el
diagnéstico de la enfermedad durante la fase aguda de la infeccion en mujeres

embarazadas (Decoster et al., 1992).

Respecto al papel que pueden desempefiar los Ac en el control de la toxoplasmosis,
se pudo comprobar que, tras la infeccion experimental con ooquistes esporulados
administrados por via oral a ratones modificados genéticamente que carecen de
células B (B ), aunque producian elevados niveles de IFN-y en la fase aguda de la
enfermedad, morian a las 3-4 semanas pi al no ser capaces de controlar la replicacion
del parasito, lo que se puso de manifiesto al observar una gran cantidad de quistes
tisulares en el cerebro de estos animales (Kang et al., 2000). Estos resultados ponen
de manifiesto la relevancia de las Ig en la patogenia de esta enfermedad y que las
respuestas inmunitaria celular y humoral trabajan conjuntamente para controlar la

infeccién con T. gondii.

Las células CD8 reconocen y destruyen células infectadas con virus, bacterias y
parasitos, por lo que ejercerian un papel clave en la respuesta inmunitaria desarrollada
por el hospedador tras la infeccion con T. gondii (Gigley et al., 2011; Dupont et al.,
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2012). Para que esto suceda, las células CD8 inmaduras, presentes en los tejidos
linfaticos, deben activarse (Gigley et al., 2011) lo que se consigue, al igual que en el
caso de las células CD4, mediante la conjuncién de tres factores. En primer lugar, la
presentacion de Ag de T. gondii a las células CD8 inmaduras. Se ha demostrado que
solamente los Ags secretados por el parasito, como las proteinas densas granulares
(GRA) de tipo 4 (GRA4) y 6 (GRAB) (Oledzka et al., 2017) o las proteinas de la roptria
(ROP), un orgénulo secretor que participa en la adhesion a las células del hospedador
(Picchio et al., 2018), de tipo 7 (ROP7), o el Ag de superficie (SAG) de tipo 1 (SAG1)
(Khosroshahi et al., 2012) son capaces de estimular a las células CD8 inmaduras.
Estos Ags, presentes en el citosol de las CPA son transportados a la superficie y
presentados a los linfocitos CD8 mediante el MHCI (Gubbels et al., 2005; Gigley et al.,
2011; Lopez et al., 2015; Buaillon et al., 2017). Esto en conjunto explica que solamente
las CPA infectadas, y no aquellas que han fagocitado al parasito, sean capaces de
estimular la maduracién de los linfocitos CD8 (Buaillon et al., 2017). En la Figura 1.5
se muestra este proceso de manera esquematica. Las CPA que participan en el
proceso son fundamentalmente CD (Buaillon et al., 2017). Posteriormente, los
linfocitos CD8 activados serian capaces de reconocer los Ags de T. gondii frente a los
gue han sido sensibilizados y que se estén presentando, unidos a MHCI, en la
superficie de células infectadas, como los fibroblastos o los astrocitos, por ejemplo, y
destruirlas, limitando de este modo la propagacion del parasito (Dzierszinski et al.,
2007).
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Invasion Pathway

Parasite invasion

Figura I.5. Presentacion del Ag de T. gondii de las CPA a las células CD8 inmaduras presentes en los

nddulos linfaticos del animal infectado. Imagen obtenida de Dupont et al., 2012.

Un aspecto muy relevante de este proceso de presentacion del Ag relacionado con el
MHCI es el hecho de que parece estar relacionado con la diferente susceptibilidad de
diversas estirpes de ratones a la infeccion por T. gondii. Concretamente, la estirpe de
ratones C57/BL/6 es mas susceptible a la infeccion con T. gondii que los ratones
BALB/c (Liesenfeld et al., 1996; Lu et al., 2005) y esto se ha relacionado con el hecho
de que éstos ultimos presentan un alelo dentro del complejo proteico MHCI capaz de
reconocer a la proteina GRA6 de T. gondii, mientras que los primeros no la poseen
(Blanchard et al., 2008; Gigley et al., 2011).

Ademas de la presentacion de Ag por parte de las CPA, el segundo mecanismo por
el cual se activan las células CD8 es mediante sefales co-estimuladoras, como la que
proporciona el receptor CD28 y el co-estimulador inducible (ICOS) (Gigley et al., 2011,
O’Brien et al., 2019). El tercer mecanismo responsable de la activacion de las células
CD8 inmaduras son las IL, en especial la IL12 que es producida por neutréfilos,
macrofagos y CD (Pearce y Shen, 2007; Wilson et al., 2008; Henry et al., 2008). Otras
IL que participan en este proceso son IL2, IL7 e IL15 (Gigley et al., 2011). Ademas de
estos tres factores, un cuarto y ultimo mecanismo que interviene en la maduracion de

las células CD8 inmaduras es la participacion en el proceso de las células CD4,
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gracias fundamentalmente a la produccién de IL2 (Khan et al., 2019). En resumen,
gracias a estos cuatro mecanismos, las células CD8 maduran y ejercen dos funciones
principales: una especial actividad citotoxica (Gigley et al., 2011), y la produccion de
la citoquina IFN-y (Reichmann et al., 2000).

5.5.2. Respuesta inmunitaria tras infecciones experimentales con T. gondii en ovejas.
Como se ha expuesto en el apartado anterior, el conocimiento de la respuesta
inmunitaria en la toxoplasmosis se ha obtenido fundamentalmente a partir de modelos
murinos, mientras que son escasos los estudios que analizan la respuesta inmunitaria
desarrollada en ovejas tras la infeccion experimental con T. gondii (Verhelst et al.,
2014). Sin embargo, dichos resultados no pueden extrapolarse a la especie ovina
debido a las diferencias anatomicas Yy fisiolégicas que existen entre ambas especies
(Innes, 1997). Por ejemplo, la duracion de la gestacién en ratones es de 20 dias
(Erlebacher, 2013; Krishnan et al., 2013), mientras que en ovejas es de alrededor de
147 (Entrican y Wheelhouse, 2006). También la estructura morfoldgica de la placenta
difiere, tal y como se explicara en el siguiente apartado. En lo que respecta al sistema
inmunitario, una diferencia muy importante entre ambas especies es que el receptor
TLR11, fundamental en la respuesta inmunitaria innata que desarrollan los ratones
frente a T. gondii (Dupont et al., 2012), no existe en las ovejas (Sasai et al., 2018).
Ademas, en los ratones también es frecuente que la transmision vertical del parésito
se repita en sucesivas gestaciones, salvo en los ratones de la estirpe BALB/c (Roberts
y Alexander, 1992), mientras que esto no sucede en el caso de la especie ovina (Innes,
1997).

5.5.2.1. Respuesta inmunitaria innata.

Al igual que lo expuesto en el caso de los ratones, en la respuesta inmunitaria innata
desarrollada en ovejas tras las infecciones frente a patdgenos desempefan un papel
clave los TLR. En este sentido, se ha demostrado que existe una gran similitud
genética entre los TLR de los mamiferos, incluidos ovinos, humanos y ratones (Chang
et al., 2009). Existen numerosas evidencias que demuestran el importante papel
desempefiado por los receptores TLR2 y TLR4 en las células mononucleares
sanguineas (PBMCs) de ovejas tras la infeccién de los animales con diferentes
patdégenos (Deng et al., 2016; Nefefe et al., 2017). Sin embargo, recientemente se ha

cuestionado el papel que desempefian en la respuesta inmunitaria innata desarrollada
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en la placenta tras la infeccion experimental con taquizoitos de N. caninum de ovejas
en los tres tercios de gestacion (Arranz-Solis et al., 2016). Sin embargo, se desconoce
el papel que los TLR desempefian en ovejas infectadas con T. gondii. De hecho, existe
muy poca informacion sobre la respuesta inmunitaria no especifica o innata
desarrollada en ovinos tras la infeccién con T. gondii. Un estudio reciente ha sugerido
gue, en especies diferentes de ratones, en concreto en humanos y en la especie
bovina, la respuesta inmunitaria innata desarrollada durante la toxoplasmosis estaria

muy poco desarrollada (Tombacz et al., 2018).

5.5.2.2. Respuesta inmunitaria adaptativa.

Tras los mecanismos de defensa no especificos, las ovejas desarrollan una respuesta
inmunitaria adaptativa para hacer frente a la infeccion con T. gondii. Ha sido estudiada
en mayor profundidad que la respuesta inmunitaria innata, y emplea estrategias
especificas que se engloban dentro de dos vertientes que trabajan de manera
conjunta para proteger al animal: mecanismos celulares y humorales. A pesar de la
importancia de ambos, se ha demostrado que es la respuesta inmunitaria de tipo
celular la que ejerce el principal mecanismo de defensa durante la toxoplasmosis

ovina (Innes y Wastling, 1995; Buxton et al., 2007).

La mayoria de los conocimientos sobre la respuesta inmunitaria adaptativa en la
toxoplasmosis ovina proceden de estudios realizados tras la canulacion de nodulos
linfaticos de ovejas infectadas de manera experimental con T. gondii (McColgan et al.,
1987; Wastling et al., 1993; Buxton et al., 1994; Innes et al., 1995a, 1995b). De esta
manera se ha puesto de manifiesto que la citoquina IFN-y se detecta en estos érganos
desde el dia 2 pi hasta el dia 9 pi (Innes et al., 1995a). Teniendo en cuenta que a partir
del dia 6 pi también se detectan células CD4 en esa localizacion (Innes et al., 1995a)
diferentes estudios han sugerido la importancia de esta subpoblacion de linfocitos a la
hora de controlar la replicacién del parasito en la fase inicial de la enfermedad
mediante la produccion de IFN-y (Buxton et al., 1994; Innes et al., 1995a, 1995b). Los
linfocitos CD4 suponen el tipo celular predominante en los nodulos linfaticos hasta el
dia 9 pi, pues a partir de ese momento predominan las células CD8 (Innes et al.,
1995a), cuya actividad citotéxica fue demostrada in vitro por esos mismos
investigadores (Innes et al., 1995a). Ese aumento en la poblacion celular de células

de tipo CD8 coincide con el momento en el que el parasito deja de detectarse en los
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nodulos linfaticos (Buxton et al., 1994) y con el descenso en los niveles circulantes de
IFN-y (Innes et al., 1995a; Verhelst et al., 2014) y de I1L12 (Verhelst et al., 2014). No
obstante, en un estudio posterior en el que se estudio la distribucion del parasito y la
respuesta inmunitaria periférica entre las 4 y 8 semanas pi de cerdos y ovejas
infectados de manera experimental con quistes tisulares de T. gondii, se comprobo
gue los niveles de IFN-y producidos por las PBMCs ovinas aumentaron desde la
segunda semana pi hasta el final del experimento (Verhelst et al., 2015). Este mismo
aumento también se habia descrito previamente tras la re-estimulacién in vitro de
células mononucleares con Ag de T. gondii, como GRA7 (Verhelst et al., 2014).
Ademas de IFN-y también se incrementé la expresiéon de I1L4 e IL10, pero de manera

menos acentuada y con una gran variacion entre animales (Verhelst et al., 2015).

En la segunda semana pi comienzan a detectarse Ac especificos frente al parasito,
en concreto IgG e IgM, (Blewet et al., 1983; McColgan et al., 1987; Verhelst et al.,
2014) lo que indicaria que la respuesta inmunitaria humoral participaria en el control
de la infeccion después de la produccion temprana de IFN-y. Tres semanas después
de la infeccion, las IgM especificas frente al parasito aumentan, como se ha visto en
ovejas infectadas de manera experimental con ooquistes esporulados. (Trees et al.,
1989) o con quistes tisulares (Verhelst et al., 2015) administrados por via oral. Dicho
aumento en las IgM precede una respuesta mucho mayor caracterizada por la
produccion de IgG como se ha visto en ovejas infectadas de manera experimental con
ooquistes esporulados administrados por via oral (Trees et al.,, 1989; Esteban-
Redondo e Innes, 1998; Esteban-Redondo et al., 1999) e incluso tras su infeccién
experimental con taquizoitos administrados por via parenteral (Payne et al., 1988).
Estas IgG pueden persistir en la oveja durante meses e incluso durante toda su vida
(Dubey, 2009b).

5.5.3. Modulacion de la respuesta inmunitaria frente a T. gondii durante la gestacion.
Durante la gestacion, la respuesta inmunitaria materna de los mamiferos sufre una
modulacion para tolerar la presencia del feto y de este modo evitar el rechazo
inmunoldgico por parte del sistema inmunitario de la madre y asegurar la
supervivencia fetal (Morelli et al., 2015). Como consecuencia, la respuesta inmunitaria

de las hembras gestantes podria ser diferente a la de aquellas que no lo estan y

71



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréafica.

ademas sufririan fluctuaciones a medida que la gestacion progresa (Denney et al.,
2011; Shah et al., 2018).

5.5.3.1. Modulacién de la respuesta inmunitaria periférica durante la gestacion tras la
infeccién con T. gondii.

Se ha demostrado en ratones y en humanos que a medida que la gestacion progresa
la respuesta inmunitaria materna se modula hacia una de tipo anti-inflamatoria, o de
tipo Th2, para asi asegurar la viabilidad fetal (Wegmann et al., 1993; Raghupathy,
1997; Reinhard et al., 1998). Asimismo, en estas dos especies se ha comprobado la
importancia que ejercen algunas hormonas sexuales como la progesterona en la
modulacién de la respuesta inmunitaria materna a medida que la gestacidén progresa
(Beagley y Gockel, 2003). En ambas especies la progesterona es esencial para
asegurar el transcurso normal de la gestacion (Arck et al., 2007; Aisemberg et al.,
2013). De hecho, se ha demostrado en modelos murinos que al inhibir los sitios a los
gue se une esta hormona se producen abortos en esta especie (Winer et al., 2009).
Ademéas, a medida que avanza la gestacion sus niveles aumentan y como
consecuencia de ello se produce un incremento en la expresion de IL anti-
inflamatorias, o de tipo Th2, como IL4 (Piccini et al., 2000; Shah et al., 2018). El efecto
anti-inflamatorio de esta hormona en ratones gestantes se ha demostrado tanto in vivo
como in vitro, pues actta disminuyendo los niveles de NO tras la inoculacién de los
animales gestantes con LPS bacteriano (Aisemberg et al.,, 2013). También se ha
demostrado que la progesterona suprime la actividad citotoxica de las células T de
tipo CD8 (Laskarin et al., 2002; Lissauer et al., 2015) y la accion pro-inflamatoria de
las citoquinas IFN-y y TNF-a (Shah et al., 2018).

Esta modulacion de la respuesta inmunitaria, observada en personas y ratones, se
traduce en cambios en el perfil de las citoquinas producidas tras la infeccion por T.
gondii. Se ha observado, por ejemplo, que en las madres predomina una respuesta
pro-inflamatoria, principalmente mediada por la produccion de IFN-y e IL12, al
principio de la gestacion pero que a medida que ésta avanza la respuesta inmunitaria
periférica materna desarrollada frente a la infeccion por el parasito se ve modulada
hacia una de tipo Th2, con una elevada produccién de IL4 en las Ultimas etapas de la
gestacion (Prigione et al., 2006; Rezende-Oliveira et al., 2012). Este extremo también

ha sido comprobado en la especie murina evaluando la produccién de citoquinas in

72



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréfica.

vitro por los esplenocitos tras la infeccion experimental de ratones gestantes con

quistes tisulares del parasito (Thouvenin et al., 1997).

En lo que respecta al ganado ovino, no se ha podido comprobar la existencia clara de
una inmunomodulacion de la respuesta inmunitaria durante la gestacion (Entrican et
al., 2015). Por un lado, un estudio donde se compararon los niveles séricos de las
citoquinas IFN-y, de tipo Th1, IL4, de tipo Th2, e IL10, de tipo Treg, tras la estimulacion
in vitro de las PBMCs en ovejas, tanto antes como durante y posteriormente a la
gestacion, comparandose ademas con ovejas no gestantes, demostréd que los niveles
de todas esas citoquinas eran muy similares, independientemente de la existencia de
gestacion, lo que demostraria que este estado fisioldgico no ejerce una modulacion
de la respuesta inmunitaria periférica materna en esta especie, al menos en las
condiciones experimentales de dicho trabajo (Wattegedera et al., 2008). Ademas,
otros estudios previos, desarrollados hace casi treinta afios, comprobaron que las
hormonas, como la progesterona, parecen no ejercer un efecto modulador de la

respuesta inmunitaria (Aiumlamai et al., 1990; Fredriksson et al., 1990).

En ovejas tampoco existe ningun estudio en el que se analice si la respuesta
inmunitaria periférica materna se modula durante la gestacién como consecuencia de
la infeccion con T. gondii. No obstante, esto si ha sido evaluado recientemente tras la
infeccion experimental de ovejas con taquizoitos de N. caninum, un apicomplejo muy
relacionado en términos evolutivos con T. gondii (Sanchez-Sanchez et al., 2018), en
los tres tercios de gestacion (Arranz-Solis et al., 2016). En este estudio se detectaron
unos niveles similares tras la infeccion en los tres tercios de gestacion de las
citoquinas IFN-y e IL4, lo que indicaria que, tras la infeccién de ovejas gestantes con
N. caninum, no existiria una modulacion de la respuesta inmunitaria materna hacia
una de tipo Th2, demostrando a la vez que ambas ramas de la respuesta inmunitaria
(Thly Th2) participan en la patogenia de esta enfermedad. En vacas, tras la infeccion
experimental con este mismo pardsito, se ha comprobado que, de forma similar a lo
observado en ovejas, ambas ramas, Thl y Th2, de la respuesta inmunitaria
participarian en la respuesta del hospedador frente al parasito y que tampoco parece
existir una modulacion de la respuesta inmunitaria materna hacia una de tipo Th2 a
medida que progresa la gestacion (Rosbottom et al., 2007; Regidor-Cerrillo et al.,
2014).
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5.5.3.2. Modulacién de la respuesta inmunitaria en la placenta durante la gestacion.

La placenta es una localizacion muy activa inmunolégicamente y ejerce un papel clave
en el control de diferentes agentes patdgenos infecciosos para asegurar la viabilidad
fetal y la gestacién (Entrican y Wheelhouse, 2006; Fair, 2015). De hecho, se ha
demostrado en ratones y humanos que la respuesta inmunitaria local en este tejido
varia a lo largo de la gestacién (Dealtry et al., 2000) y que las respuestas inmunitarias
periféricay local no actian de la misma manera (Chaouat, 2003). Sin embargo, existen
importantes diferencias estructurales y fisiolégicas entre las placentas de humanos y
ratones en comparacion con la de las ovejas que hace que no se puedan extrapolar

directamente estos datos.

Las placentas de los mamiferos se clasifican a nivel histologico en cuatro tipos:
epitelocorial, sinepitelocorial, endotelocorial y hemocorial (Wattegedera et al., 2019).
En concreto, la placenta de los roedores y humanos es de tipo hemocorial: la
formacion de la placenta es un proceso invasivo, existiendo un contacto directo entre
el trofoblasto fetal y la sangre materna, ya que las células fetales invaden las
estructuras vasculares maternas. Sin embargo, en rumiantes existe un menor contacto
entre los tejidos materno y fetal, ya que la formacién de la placenta es un proceso no
invasivo, de modo que el epitelio fetal entra en contacto Unicamente con el epitelio
materno, aungue existe un proceso de fusion el trofoblasto fetal y las células epiteliales
de las carunculas maternas, por lo que la placenta se denomina de tipo
sinepiteliocorial. Ademas, también existen diferencias en cuanto a la estructura
macroscopica de la placenta entre estas especies, ya que en ratones y humanos se
trata de una placenta discoidal, en la que el corion fetal forma un disco en la zona en
la que entra en contacto con el endometrio materno, mientras que la placenta de los
rumiantes es cotiledonaria, en la que la vellosidades del corion fetal se agrupan en
penachos, denominados cotiledones, que entran en contacto con crecimientos del
endometrio materno en forma de copa, denominadas carunculas (Dantzer y Leiser,
2006).

Ademas de estas diferencias anatomicas, existen otras a nivel fisiolégico. La decidua
de la placenta (la parte donde estan en contacto las células maternas y fetales)
presenta un elevado grado de especializacién inmunitaria (Erlebacher, 2013). En la

decidua humana y murina abundan los leucocitos y en especial las células NK
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uterinas (UNK) gue representan el 60 % del total de la poblacion leucocitaria en esta
localizacion (Veenstra van Nieuwenhoven et al., 2003; Gaynor y Colucci, 2017). Estas
células llegan desde la sangre periférica al Utero materno, donde interactiian con
moléculas de adhesion de los vasos sanguineos de la decidua y proliferan in situ de
forma que adquieren un fenotipo distinto al de las células NK circulantes en sangre
(Veenstra van Nieuwenhoven et al., 2003). Se ha demostrado que las uNK no atacan
el feto debido a que su actividad citolitica es muy baja de manera normal (Erlebacher,
2013) y a que ademas se unen al complejo MHCI de las células del trofoblasto fetal,
no reconociéndoles por tanto como extrafios y dafiinos para el organismo (Kang et al.,
2000). Sin embargo, tienen un importante papel inmunitario ya que se ha demostrado
que las células uNK activas producen grandes cantidades de IL10 (Baines et al.,
1997). Mientras que en las placentas de ratones y humanos se ha descrito la
infiltracion de células NK en el Gtero materno (Croy et al., 2010), en ovejas Unicamente
se han detectado de manera esporadica en el Utero de ovejas no gestantes (Connelley
etal., 2011) pero no en el de ovejas gestantes, al menos en la fase final de la gestacion
(Wattegedera et al., 2019).

Otra diferencia fisiologica hace referencia a la enzima IDO. Esta molécula juega un
papel clave en el control de la respuesta inmunitaria en las placentas humana y murina
(Shayda et al., 2009; Kudo, 2013). Se ha demostrado su presencia de manera
constitutiva en las células del trofoblasto murino (Honig et al., 2004) y en humanos se
expresa en grandes cantidades en la placenta al principio de la gestacién e incluso en
los momentos previos al parto (Sedimayr et al., 2014). Tras ser producida por las CPA
como las CD, la enzima IDO es capaz de inhibir la proliferacion de las células T al
degradar el aminoacido L-triptofano, esencial para que suceda dicha proliferacion
(Moffet y Namboodiri, 2003), controlando de esta manera la actividad citotoxica de las
células CD8 (Munn et al., 1998). Sin embargo, aun no se ha podido demostrar la
expresion constitutiva de esta enzima en las placentas ovinas, al menos durante la

tltima fase de la gestacion (Wattegedera et al., 2019).

Otra de las poblaciones relevantes en la placenta son los macrofagos, que
representan el 20 % de los leucocitos presentes en este 6rgano en la especie humana
(Erlebacher, 2013) y que también en las ovejas han demostrado tener una presencia

notable (Buxton et al., 2002). No obstante, en los ratones se ha observado que su
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namero decrece drasticamente tras la transformacion del endometrio en la decidua,
en la que no representan una poblacién estable (Brown et al., 2014). Estas diferencias
se cree que son debidas a que en la placenta de los ratones existen unos niveles muy
bajos de expresion del factor estimulador de macréfagos de tipo 1 (CSF-1) en
comparacion con los observados en la placenta de humanos (Erlebacher, 2013).
Ademas, se ha demostrado que durante la gestacién en humanos los macréfagos
evolucionan hacia un fenotipo M2, es decir producen interleuquinas anti-inflamatorias
como IL4, en respuesta a la respuesta inflamatoria desarrollada en los primeros
momentos tras la infeccidn con agentes patdgenos, para poder asegurar la viabilidad
fetal (Nagamatsu y Schust, 2010; Li et al., 2016). Al contrario que en ratones, en ovejas
se ha demostrado que los macréfagos son muy abundantes en la decidua de la
placenta (Buxton et al., 2002; Arranz-Solis et al., 2016), y ademas representan un
subtipo celular muy importante de los infiltrados inflamatorios asociados a la presencia
de N. caninum lo que sugiere que desempefian un papel clave en la respuesta

inmunitaria a nivel local (Arranz-Solis et al., 2016).

En la decidua humana y murina también predominan las células T, especialmente las
Treg que juegan un papel decisivo en la modulacion de la respuesta inmunitaria de la
placenta durante la gestacion (Krishnan, 2013; Liu et al., 2014). Su origen puede ser
periférico (Allan et al., 2008) y tanto en ratones como en humanos el descenso en su
namero se ha asociado fallos reproductivos (Saito et al., 2010; Liu et al., 2014). A este
respecto, se ha demostrado que la transferencia de Treg procedentes de ratones
gestantes reducia el nimero de abortos observado en otras propensas al mismo
(Zenclussen et al., 2006). En ovejas no existe ningun estudio que analice el papel de
las células Treg en la modulacion de la respuesta inmunitaria en esta localizacion

durante la gestacion.

Finalmente, tanto en la placenta de humanos como de ratones (Erlebacher, 2013) y
de ovejas (Buxton et al., 2002; Arranz-Solis et al., 2016) las células B son muy escasas
y parecen no desempefar un papel clave en la modulacion de la respuesta inmunitaria

desarrollada durante el proceso gestante.

Teniendo en cuenta estas diferencias anatémicas y fisiol6gicas de la placenta de
ratones y humanos en comparacion con la de rumiantes es légico asumir que los
mecanismos de modulacion de la respuesta inmunitaria a nivel local también difieran
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entre estas especies tras el contacto con agentes patdégenos (Entrican y Wheelhouse,
2006). En ratones se ha demostrado que en los primeros momentos de la gestacion
tras la infeccion con T. gondii se detectan niveles muy elevados de IFN-y y TNF-a en
la placenta, lo que se relaciona con una exacerbada respuesta inflamatoria capaz de
controlar la replicacion del parasito pero responsable de un elevado porcentaje de
abortos (Shiono et al., 2007; Coutinho et al., 2012). No obstante, se ha demostrado
gue la expresion de dichas citoquinas disminuye considerablemente a medida que la
gestacion progresa, mientras que la de IL10, inductora de procesos anti-inflamatorios,
o la de IL4 se incrementa de manera muy notable lo que contribuiria a la modulacion

de la respuesta inmunitaria hacia una de tipo Th2 (Lin et al., 1993).

En ovejas no existe ningun trabajo que analice si la respuesta inmunitaria a nivel local
en la placenta es modulada a lo largo de la gestacion tras la infeccion de los animales
con T. gondii. No obstante, este objetivo si se ha abordado en un estudio experimental
de ovejas infectadas con N. caninum (Arranz-Solis et al., 2016) y mas ampliamente
tras infecciones experimentales con este apicomplejo en el ganado vacuno al principio
(Rosbottom et al., 2008; Regidor-Cerrillo et al., 2014) y final de la gestacion
(Rosbottom et al., 2008; Almeria et al., 2011). Dada la similitud evolutiva entre T. gondii
y N. caninum (Reid et al., 2012) y entre la anatomia de las placentas bovina y ovina
es conveniente analizar los resultados derivados de estos estudios. En la reproduccion
experimental de la neosporosis ovina se observé que, como consecuencia de la
infeccion, la respuesta inmunitaria en la placenta no era modulada claramente hacia
una de tipo Thl o Th2, sino que, independientemente del momento de gestacion en
qgue fueron infectadas, se detectd una gran expresion, medida mediante la técnica
molecular de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) cuantitativa (qPCR), de
citoquinas pro-inflamatorias (principalmente IFN-y, aunque también TNF-a e IL12),
estimuladoras de células Treg (IL10) y anti-inflamatorias (principalmente 1L4) (Arranz-
Solis et al., 2016). Resultados muy similares fueron encontrados en las
reproducciones experimentales de la neosporosis en el ganado vacuno (Rosbottom et
al., 2008; Almeria et al., 2011; Regidor-Cerrillo et al., 2014).

Teniendo en cuenta todos estos precedentes, parece logico pensar que la estructura,

tanto macroscépica como histologica, de placenta pueda influir directamente en la

77



Capitulo I. Toxoplasmosis ovina: Revisién bibliogréafica.

modulacién de la respuesta inmunitaria desarrollada en esta localizacion tras la

infeccién con patégenos.

6. Diagndstico y control de la toxoplasmosis ovina.

El diagnostico de la toxoplasmosis en rebafios de ovejas es especialmente importante
teniendo en cuenta, como ya se ha sefalado, las pérdidas econdmicas asociadas a
esta enfermedad y es, por lo tanto, necesario para establecer medidas de control que

reduzcan el porcentaje de animales infectados.

6.1. Diagnéstico clinico.

Las ovejas infectadas con T. gondii no muestran signos clinicos especificos que
permitan sospechar la presencia del parasito en el rebafio, siendo la apatia, anorexia
e hipertermia la principal sintomatologia descrita en estudios experimentales (Lopes
et al., 2009b; Benavides et al., 2011; Dos Santos et al., 2016). En este sentido, el
periodo de hipertermia suele desarrollarse durante la primera semana pi coincidiendo
con la diseminacion del parasito por la circulacion sanguinea para poder infectar
nuevas ceélulas (Innes et al., 2009a). No obstante, tras un segundo contacto con el Ag
las ovejas no experimentan un aumento de temperatura, o éste es muy leve (Buxton
et al., 1993b; Stanley et al., 2004).

En la toxoplasmosis ovina los abortos pueden asociarse a diferentes presentaciones
clinicas. Lo mas frecuente es que ocurran en forma de brotes abortivos. Esto quiere
decir que las ovejas de un mismo rebafio que no ha estado expuesto de manera previa
al parasito se suelen infectar de manera casi simultanea, generalmente tras el acceso
a una partida de comida contaminada con ooquistes, por lo que la mayoria de ellas
aborta en un periodo corto de tiempo. Ademas, estos abortos son mas frecuentes en
los animales jovenes, ya que es mas probable que no hayan estado expuestos antes
al parasito, y cuyo manejo reproductivo se realice mediante la sincronizacion o
agrupamiento de gestaciones. Por otro lado, los abortos asociados a toxoplasmosis

también pueden aparecer en forma de casos aislados, o goteo, cuando la infeccién
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se produce en un rebafio en el que ya ha habido contactos previos con el parasito, y
por tanto hay animales ya protegidos frente a nuevas infecciones, o en rebafios en los
que no se agrupan las gestaciones y coexisten tanto ovejas gestantes y no gestantes,
y dentro de estas Ultimas, en diferente estado de gestacion (Dubey, 2010).

Como ya se ha indicado anteriormente, las consecuencias clinicas de la infeccion del
feto dependen en gran medida de que la madre se infecte por primera vez durante la
gestacion y del momento en que se produzca dicha infeccién. Si ésta ocurre durante
el primer tercio, la muerte y reabsorcion fetal suelen pasar desapercibidas siendo
interpretadas erroneamente por el ganadero como un problema de infertilidad
(Pereira-Bueno et al., 2005). Los abortos asociados a la infeccion en el segundo tercio
de gestacion son habituales, estando en ocasiones acompafiados de la presencia de
fetos momificados o en estado de descomposicion (Buxton, 1998), hallazgo que
representa una clara sospecha de aborto provocado por la infeccion con T. gondii. Si
la infeccién ocurre al final de la gestacion no suelen producirse manifestaciones
clinicas evidentes ya que, aunque infectados y en muchos casos débiles, los corderos
gue nacen son viables (Buxton et al., 2007).

En aquellos casos en los que se produzca el aborto, el examen macroscopico de la
placenta es de gran utilidad en el diagndéstico de la toxoplasmosis ovina, pues la
multiplicacion en ella del parasito origina focos de necrosis en los cotiledones que en
ocasiones son visibles a simple vista como pequefios puntos blanquecinos (Dubey,
2010). Estos focos suelen aparecer tras la infeccidn al final de la gestacion, siendo
poco frecuente cuando esta sucede en los primeros estadios (Buxton, 1998). En el
feto no se observan lesiones macroscopicas que permitan una orientaciéon del

diagnostico de toxoplasmosis.

6.2. Diagnéstico laboratorial.

El estudio en el laboratorio del feto completo con la placenta y una muestra de suero
materno constituye el procedimiento mas apropiado para el diagnéstico exitoso de la
toxoplasmosis ovina (Pereira-Bueno et al., 2005). No obstante, es frecuente que la
placenta se omita para su remision, por lo que en la mayoria de las ocasiones el
diagnéstico se realiza teniendo en cuenta las lesiones, o la identificacion de ADN
parasitario, en el sistema nervioso del feto (O’Donovan et al., 2012).
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Después de haber concluido el examen macroscépico de la placenta y del feto es
conveniente recoger muestras adecuadas para su posterior analisis. En concreto, se
recomienda seleccionar al menos dos cotiledones placentarios y diferentes
muestras de tejido fetal, en especial pulmones y encéfalo (Gutierrez et al.,
2010), para su conservacion en formol tamponado y posterior estudio
histopatolégico y de deteccion de ADN parasitario. Asimismo, es aconsejable la
extraccion de suero fetal y/o fluidos corporales para su andlisis serolégico
(Pereira-Bueno et al., 2005). No obstante, ninguna prueba por si sola permite
identificar al parasito como causa de fallo reproductivo en el ganado ovino, por lo
que se recomienda basar éste en la realizacion de diferentes técnicas laboratoriales
(Liu et al., 2014; Pereira-Bueno et al., 2004).

6.2.1. Andlisis seroldgicos.

La toma de muestras de sangre en el animal vivo para la posterior deteccion de Ac
especificos frente a T. gondii constituye uno de los métodos de diagndostico mas
frecuentes de la toxoplasmosis ovina, ya que la toma de muestras seroldgicas de los
animales es muy sencillay los resultados se obtienen de manera relativamente

rapida, siendo ademas una técnica econdmicamente accesible para la gran
mayoria de ganaderos. En los rumiantes, los Ac maternos no pueden atravesar la
placenta para proteger al feto de agentes infecciosos (Sammin et al., 2009) y se ha
demostrado que los fetos ovinos adquieren inmunocompetencia a partir de los 66 dg
(Silverstein et al., 1963), por lo que la identificacibn de Ac especificos en los
fluidos fetales es considerada como una de las pruebas mas fiables de la

existencia de infeccién reciente.

El diagnostico in vivo de la toxoplasmosis ovina se realiza mediante el analisis de la
respuesta inmunitaria humoral (suero materno principalmente) y celular. El estudio
de la respuesta inmunitaria humoral valora la produccién de Ac especificos frente
a T. gondii. Para su andlisis, se recogen muestras de suero materno, donde se
valoran los niveles de Ig especificas frente al parasito. Las IgM pueden detectarse una
semana después de que el animal haya contraido la infeccidn, son las primeras en
aparecer, pero al igual que las IgG especificas frente a T. gondii, una vez el
animal ha sido infectado, se pueden detectar en el suero materno durante afios,
por lo que su presencia indica que el animal ha estado expuesto al
parasito, pero no necesariamente el momento en que ha contraido la infecciga
(Liu et al., 2015). Este
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hecho hace que el analisis seroldgico sea tremendamente Gtil a la hora de diagnosticar
rapidamente qué animales estan infectados con toxoplasma, pero a la vez supone un
claro problema al no poder determinar si la infeccion ha ocurrido de manera reciente
0 no. La toma de dos muestras consecutivas de suero, con una diferencia de dos o
tres semanas, y su posterior titulacion permitiria identificar infecciones recientes que

se asocian a titulos altos (Dubey, 2010).

Otra muestra que se puede utilizar es el suero sanguineo precalostral del cordero o
el liquido torécico fetal en caso de aborto. No obstante, un resultado serolégico
negativo en estas muestras no es indicativo de que el feto no esté infectado, pudiendo
deberse bien a que la especificidad de la técnica es baja 0 a que el sistema inmunitario
del feto aun no se hubiera desarrollado en el momento de la infeccion y, por tanto, no
fuese capaz de producir Ac.

Existen diferentes técnicas serologicas para detectar la presencia de Ac especificos
frente a T. gondii. Las mas frecuentemente empleadas en la especie ovina son las
IFAT (Hecker et al., 2013, 2018), y ELISA indirecto (Hiszczynska-Sawicka et al., 2011;
Verhelst et al., 2014). En la primera prueba, se incuban taquizoitos muertos de T.
gondii con el suero problema tras lo cual se afiade el Ac especifico frente al parasito
unido a un fluorocromo y el resultado se observa bajo la luz de un microscopio de
fluorescencia (Liu et al., 2015). En la técnica de ELISA indirecto los micropocillos de
cada placa se tapizan con Ag parasitario a los que se afiaden posteriormente los
sueros a testar y proteina G a continuacion (Hiszczynska-Sawicka et al., 2011). Ambas

técnicas tienen una alta sensibilidad y especificidad (Pereira-Bueno et al., 2004).

El test de liberacidn de IFN-y es la prueba inmunoldgica in vitro mas empleada para
estudiar la respuesta inmunitaria periférica celular. Presenta una mayor complejidad
técnica y un coste econdmico mas elevado que el ELISA indirecto. Debido a esto, y a
gue no aporta informacion adicional de importancia de cara al diagnostico de la
enfermedad su uso se restringe exclusivamente al ambito de la investigacion. Esta
prueba se basa en la valoracion de la produccion de IFN-y por los linfocitos
previamente sensibilizados presentes en la sangre o en tejidos linfoides (como
ndédulos linfaticos), tras un segundo contacto con el Ag parasitario (Hiszczynska-
Sawicka et al., 2011; Verhelst et al., 2014).
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6.2.2. Aislamiento de T. gondii.

Este es un procedimiento que también se emplea exclusivamente en estudios de
caracter experimental, por su complejidad y coste econdmico. Para ello, se digieren
con tripsina fragmentos tisulares procedentes de animales infectados con T. gondii y
se inoculan en ratones, generalmente por via intraperitoneal, para posteriormente
realizar la eutanasia de los animales y examinar su cerebro en busca de quistes
tisulares, que suelen aparecer a las 6-8 semanas pi, lo que indicaria su infecciéon con
el parasito, o bien analizar su suero sanguineo para comprobar la seroconversion
frente al parasito (Régo et al., 2017). Para conseguir aislar el parasito se recomienda
utilizar ratones knockout (KO) para IFN-y debido a la alta susceptibilidad de estos

animales a la infeccién con T. gondii (Liu et al., 2015).

6.2.3. Estudio histoldégicos e inmunohistoquimicos.

Los estudios histologicos de las muestras sospechosas de aborto por T. gondii en el
ganado ovino se realizan mediante la técnica histolégica convencional y tincién de las
secciones tisulares con hematoxilina-eosina (HE). Las lesiones histologicas
caracteristicas, tanto en estudios experimentales como en casos de infeccion natural
con T. gondii, se encuentran en la placenta y en el feto y son mas extensas y de mayor
gravedad cuando la infeccion ocurre en el segundo tercio de gestacion (Buxton y
Finlayson, 1986).

Las placentas procedentes de ovejas infectadas con el parasito suelen presentar
multiples focos de necrosis en los cotiledones, donde el infiltrado inflamatorio es
escaso Yy, de estar presente, esta constituido por linfocitos y macrofagos (Buxton y
Finlayson, 1986). En el feto las lesiones histolégicas caracteristicas suelen
encontrarse en el encéfalo y en menor medida en el corazén, pulmones e higado
(O’Donovan et al., 2012). También se ha descrito la leucomalacia como una lesion
fetal frecuente en las ultimas etapas de la gestacion, causada por las alteraciones
vasculares y el fallo en el intercambio gaseoso en la placenta asociados a la
multiplicacion del parasito en este 6érgano (Buxton, 1990).

La visualizacién de los quistes intracelulares de T. gondii en tejidos de animales
infectados es dificil de realizar mediante técnicas histolégicas convencionales. Sin
embargo, los métodos inmunohistoquimicos permiten identificar de manera
especifica la presencia de Ag parasitario en las muestras de tejido y ademas también
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estudiar su asociacidén con las posibles lesiones encontradas (Gontijo da Silva et al.,
2015). Para ello, se emplean Ac monoclonales o policlonales especificos y se pone
de manifiesto la unién Ag-Ac mediante el empleo de conjugados inmunoenzimaticos,

como la avidina-biotina o polimeros marcados con enzimas (Uggla et al., 1987).

Cabe destacar que el estudio histologico es, por el momento, el inico método capaz
de diagnosticar los abortos tempranos ocurridos a las pocas semanas tras la
infeccion. Como ya se ha indicado anteriormente, esta presentacion clinica esta
asociada a la aparicién de abortos poco después de producirse la infeccion, entre 1y
2 semanas, cuando en la mayoria de los casos aun no ha dado tiempo a que el
parasito invada la placenta ni a que aparezcan Ac especificos detectables en la
sangre, lo que dificulta su diagndstico (Trees et al., 1989; Owen et al., 1998). Sin
embargo, si que se pueden encontrar lesiones que permiten orientar el diagndstico y
sospechar sobra la causa del aborto. La identificacién de trombosis e infartos en la
placenta, junto a areas de leucomalacia en el encéfalo fetal, y en ausencia de lesiones
o resultados analiticos indicativos de otras causas de aborto, son sugerentes de una
infeccion reciente por T. gondii como causa de aborto (Castafio et al., 2014; Sanchez-
Sanchez et al., 2019).

6.2.4. Estudios moleculares: PCR.

Aunque los métodos descritos hasta el momento constituyen una buena herramienta
para el diagnaostico de la toxoplasmosis ovina, la identificacion de T. gondii como causa
del aborto puede estar condicionada por algunos factores (nivel de infeccion,
respuesta inmunitaria del hospedador en el momento de recogida de muestras
seroldgicas, tipo y estado de conservacion del tejido examinado, etc.), lo que hace que
las técnicas indicadas anteriormente puedan ofrecer valores bajos de sensibilidad o
especificidad.

Las técnicas basadas en la biologia molecular, como la amplificacién de acidos
nucleicos mediante PCR, han permitido desarrollar métodos de diagndstico con una
alta sensibilidad para la deteccion de ADN parasitario en muestras de animales
infectados tanto de forma natural (Hurtado et al., 2001; Gutierrez et al., 2012) como
experimental (Gutierrez et al., 2010; Mason et al., 2010). Este procedimiento permite
identificar y también cuantificar fragmentos genéticos especificos de T. gondii como el

elemento repetitivo de 529 pares de bases (pb) (n° de secuencia AF146527 en
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GenBank) (Homan et al., 2000), el gen B1 (Wastling et al., 1993), cuyo n° de secuencia
en GenBank es AF179871, o el espaciador interno transcrito 1 (ITS-1) (Hurtado et al.,
2001; Rouatbi et al., 2016), con n°® de secuencia en GenBank es AY14314. A este
respecto se ha demostrado que, utilizando una secuencia concreta, el n°® de secuencia
AF487550 en GenBank, de 404 pb, que se encuentra dentro del fragmento de 529 pb,
la sensibilidad de la técnica es entre 10 y 100 veces mayor en comparacion con el gen
B1 (Reischl et al., 2003). La idoneidad de utilizar esta secuencia en los estudios de
PCR ha sido demostrada ampliamente en estudios posteriores (Cassaing et al., 2006;
Menotti et al., 2010). Actualmente se utiliza la qPCR, que presenta una mayor
sensibilidad que la gPCR convencional (Gutierrez et al., 2012). En ella el producto
amplificado en cada ciclo se mide y cuantifica utilizando para ello una concentracion
estandar conocida (Liu et al., 2015).

Al igual que sucedia con las otras pruebas de diagndstico explicadas, un resultado
negativo en la PCR no implica necesariamente la ausencia de ADN parasitario en el
tejido y puede ser debido a que la carga parasitaria existente sea inferior al limite de
deteccion de la PCR (Verhelst et al., 2014) o a que la muestra empleada
(generalmente placenta y encéfalo fetal) no esté bien conservada. Por todo ello, lo
aconsejable para diagnosticar la toxoplasmosis en el ganado ovino es utilizar
diferentes pruebas lo que evita las desventajas de cada una de ellas y permite obtener
un resultado mucho mas fiable (Pereira-Bueno et al., 2004).

6.3. Prevencion y tratamiento de la toxoplasmosis ovina.

El establecimiento de una serie de medidas encaminadas a tratar la infeccion por T.
gondii o a controlar la expansion del parasito en el rebafio de ovejas y evitar asi la
infeccibn de nuevos animales se hace necesario para intentar disminuir las

repercusiones econdmicas negativas de la toxoplasmosis.

El tratamiento medicamentoso solamente es efectivo durante la fase de parasitemia,
de modo que no es util una vez que el parasito ha colonizado los tejidos del animal y
se ha enquistado (Sanchez-Sanchez et al., 2018). Ademas, los medicamentos deben
administrarse durante toda la gestacién para conseguir una mayor eficacia. Uno de
los que mejores resultados ha dado en reproducciones experimentales de la infeccion
en ovejas gestantes es el decoquinato (Buxton et al., 1996). Tras infectar con 200

ooquistes esporulados del aislado M3 de T. gondii a ovejas a los 90 dg, se les
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administré una dosis de 1 y 2 miligramos (mg) de decoquinato por kilogramo (kg) de
peso junto al pienso durante un periodo de 10 dias (Buxton et al., 1996). En este
estudio se demostré que empleando la dosis de 2 mg de decoquinato por kg de peso
se redujo la respuesta febril desarrollada en los animales infectados y ademas
desarrollaron Ac especificos frente al parasito de manera mas temprana que los que
no recibieron tratamiento. Ademas, la administracion de decoquinato también redujo
el dafio causado por el parasito en la placenta y aumento el peso de los corderos al
nacer (Buxton et al., 1996). Su mecanismo de accion ha sido investigado en la
coccidiosis ovina y bovina, donde se emplea habitualmente (Taylor y Bartram, 2012)
y consiste en interferir con la cadena de transporte de electrones en las mitocondrias
de los coccidios, lo que impide que puedan respirar (Lindsay et al., 1998). En Espafia
este producto se comercializa como ayuda a la prevenciéon de abortos y muertes

perinatales debido a toxoplasmosis mediante la medicacion del pienso de ovejas.

Otro medicamento empleado con éxito también en estudios experimentales es la
monensina (Buxton et al., 1987; 1988). En estos estudios, tras infectar con 100 quistes
tisulares del aislado M1 de T. gondii a ovejas a los 90 dg, se les administré una dosis
de 15 mg de monensina diaria junto al pienso hasta el momento del parto (Buxton et
al., 1987). De manera similar al decoquinato, la monensina es util a la hora de reducir
el periodo febril en las ovejas gestantes infectadas, asi como las lesiones histologicas
en la placenta (Buxton et al., 1988) y se consiguié también un aumento del 43 % de
supervivencia fetal en las 72 primeras horas de vida (Buxton et al., 1987). Sin
embargo, a pesar de su eficiencia se ha documentado que resulta toxico si se emplea
en dosis elevadas (Buxton et al., 1996), por lo que no se recomienda su uso. También
se ha demostrado que puede prevenir la eliminacion de ooquistes del parasito en las
heces de los gatos (Frenkel y Smith, 1982), aunque para que sea efectivo debe
administrarse de manera continua durante toda la vida del gato, por lo que realmente

no es practico ni rentable.

Otros medicamentos empleados con éxito en la toxoplasmosis ovina experimental son
la espiramicina, pirimetamina o sulfadimidina (Buxton et al., 1993a; Sanchez-Sanchez
et al., 2018), aunque su uso veterinario en el mundo ganadero es mas escaso. En
infecciones naturales si es mas frecuente el uso de la sulfonamida para reducir el

porcentaje de abortos asociados a T. gondii (Sanchez-Sanchez et al., 2018), asi como
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de toltrazuril, un medicamento anticoccidiésico, que es capaz de reducir los quistes

tisulares en corderos congénitamente infectados (Kul et al., 2013).

En la actualidad se estan probando nuevos farmacos para el tratamiento de la
toxoplasmosis en el ganado ovino, muchos de ellos derivados de estudios in vitro en
los que se prueba su eficacia frente a otros patdgenos como Plasmodium,
Trypanosoma o Leishmania, pues tienen un amplio espectro de actividad anti-
parasitaria (SAnchez-Sanchez et al., 2018). No obstante, todos ellos tienen una menor
eficacia frente a T. gondii (Guiguemde et al., 2010), lo que parece sugerir que el
desarrollo de nuevos farmacos frente a la toxoplasmosis ovina es un campo de estudio
aun en desarrollo. También se han probado con éxito frente T. gondii tiazolidas, como
el farmaco RM4847 (Miller et al.,, 2009), y diamidinas, como arilimidamidas
dicationicas (Kropf et al., 2012). Los farmacos que han demostrado tener una mayor
actividad anti-T. gondii en estudios in vitro son aquellos derivados de la familia de las
artemisininas (Gomes et al., 2012). En la especie murina, se ha comprobado que las
naftoquinonas son efectivas para el tratamiento de la toxoplasmosis tanto en su fase
aguda (Romand et al., 1993) como cronica (Ferguson et al., 1994). Asimismo, algunos
medicamentos anticancerosos como la miltefosina reducen la cantidad de quistes
tisulares en el cerebro de ratones infectados con el parasito durante la fase crénica de
la enfermedad, asi como las lesiones propias de la infeccion (Eissa et al., 2015).
También se ha demostrado que algunas quinolonas son efectivas para controlar la
infeccién experimental con T. gondii en ratones, pues reducen la formacién de quistes
tisulares al interaccionar con el citocromo bci del parasito (Doggett et al., 2012).
Finalmente, algunos inhibidores de la proteina kinasa dependientes de calcio
parecen ser efectivos a la hora de prevenir la transmision vertical de T. gondii en

ratones infectados de manera experimental con el parasito (Muller et al., 2017).

Las medidas de prevencién mas habituales son de tipo higiénico-sanitarias,
impidiendo que las ovejas, en especial las gestantes, puedan tener ningun tipo de
contacto con alimento o agua contaminados con heces de gato infectado, pues ésta
es la principal via de contagio en el ganado ovino (Pappas et al., 2009). Esto es
sumamente complejo en el caso de las explotaciones de ovino en régimen extensivo,
debido a la imposibilidad de controlar lo que comen los animales. En las explotaciones

intensivas, una posible solucién seria eliminar los gatos de ellas o impedir que
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pudieran acceder a las instalaciones donde se encuentran las ovejas. Sin embargo,
esto tampoco parece evitar la infeccion porque la poblacién de ratones aumentaria, al
no existir en el ambiente un depredador, y se ha demostrado que estos pueden actuar
como reservorios del parésito sin que sea necesaria la intervencion de ningin agente
externo (Benavides, 2018). También se ha documentado la existencia de lotes de
comida adquiridos fuera de la explotacién y contaminados con ooquistes de T. gondii,
por lo que, en funcidon del método empleado para dar de comer a los animales, se
puede expandir de forma involuntaria la infeccion por todo el rebafio (Benavides,
2018). Otra medida de control muy eficaz es la eliminacion, ya sea por enterramiento
o incineracién, de los ratones muertos o de los fetos abortados o de las placentas para
evitar la propagacion del parasito (Shaapan, 2016; Sanchez-Sanchez et al., 2018).
También se ha sugerido la utilidad de comprobar que los machos no estén infectados
antes de llevar a cabo su manejo con fines reproductivos por la posibilidad que existe
de transmitir el parasito a través de su semen (Lopes et al., 2013). No obstante, dado
que la via sexual es una forma excepcionalmente rara de transmision de la
toxoplasmosis en ovinos, la relevancia de esta medida de control es menor que las

mencionadas previamente.

La otra estrategia empleada para prevenir la infeccidén por T. gondii en el ganado ovino
es la vacunacion (Innes et al., 2007). Sus dos objetivos principales son prevenir o
reducir la transmision congénita de la enfermedad y prevenir o reducir la formacion de
quistes tisulares en los animales infectados (Innes et al., 2019). Ademas, se ha
demostrado en estudios de campo que la fertilidad de los animales vacunados es muy
similar a la de los animales no infectados y muy superior a la de los animales que no

estaban vacunados (Buxton et al., 1991).

Actualmente, existe una Unica vacuna comercial frente a la toxoplasmosis en el
ganado ovino (Ovilis® Toxovax, Intervet). Es una vacuna viva atenuada obtenida a
partir de taquizoitos aislados de un cordero abortado en Nueva Zelanda en 1988
(O’Connell et al., 1988) tras la infeccion natural con T. gondii y que ha sido sometida
a sucesivos pases en el laboratorio, lo que ha hecho que dichos taquizoitos sean
incapaces de diferenciarse a bradizoitos u ooquistes (Katzer et al., 2014). A esa cepa
incompleta de T. gondii obtenida en el laboratorio se le denomina S48 y se ha

demostrado su eficacia en la prevencion del aborto en el ganado ovino (Buxton e
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Innes, 1995) durante un periodo minimo de 18 meses (Buxton et al., 1993b). En
concreto, esta vacuna es muy efectiva ya que evita que el parasito complete su ciclo
vital, induciendo una respuesta inmunitaria de memoria (Innes et al., 2011), aunque
su principal inconveniente, al tratarse de una vacuna viva, es su peligrosidad a la hora
de su manejo. En su uso veterinario normal se recomienda utilizar la vacuna al menos
3 semanas antes de la cubricion de las ovejas y, dado que se trata de una vacuna
viva, es muy aconsejable administrarla en el tiempo indicado por el laboratorio que la
produce ya que en caso contrario los taquizoitos no seran viables y por tanto no
resultaran efectivos para que las ovejas adquieran inmunidad frente a la infeccion
(Innes et al., 2019). Actualmente esta vacuna so6lo se comercializa en Gran Bretafia,

Irlanda, Francia y Nueva Zelanda (Innes et al., 2019).

La utilizaciéon de vacunas muertas frente a la toxoplasmosis ovina no parece ser un
método de control eficaz (Innes et al., 2019) ya que no estimulan de manera tan
efectiva la respuesta inmunitaria celular en los animales a los que se les administra
en comparacion con las vacunas vivas (Innes et al.,, 2011). En este sentido, se
demostré en dos estudios experimentales desarrollados hace més de treinta afios que
la administracion de una vacuna muerta consistente en una preparacion de taquizoitos
del parasito no protegia a los animales frente a nuevas infecciones (Beverley et al.,
1971; Wilkins et al., 1987).

Otra estrategia empleada frente a la infeccion por T. gondii en ovejas es el uso de
complejos inmunoestimuladores (ISCOM, por sus siglas en inglés), unas particulas de
30-40 nan6metros (nm) que contienen saponinas a las que se incorporan Ag de
membrana del parasito (Innes et al., 2019). Sin embargo, su eficacia a la hora de
prevenir la infeccion y posterior transmision del parasito a la descendencia es muy
baja (Buxton et al., 1989), por lo que apenas se usan en la actualidad (Innes et al.,
2019).

También se han empleado vacunas de ADN, elaboradas tras la insercién de ADN del
parasito en un plasmido que se inocula en los animales para inducir en ellos una
respuesta inmunitaria efectiva frente a T. gondii (Innes et al., 2019). No obstante, al
tratarse de vacunas que emplean ADN del pardsito su manejo resulta peligroso. Un
estudio experimental desarrollado hace pocos afios demostré la utilidad de administrar
por via intramuscular una vacuna viva con Ag procedente de cuatro proteinas densas
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granulares distintas de T. gondii (GRA1, GR4, GRA6 y GRAY), pues conseguia inducir
en los animales una respuesta inmunitaria humoral efectiva, asi como una elevada
produccion de IFN-y (Hiszczynska-Sawicka et al., 2011). No obstante, en este estudio
no se evalud la eficacia de la vacuna frente a futuras infecciones (Innes et al., 2019).

En conjunto, estos resultados ponen de manifiesto que para evitar las pérdidas
econdémicas asociadas a la toxoplasmosis en el sector ovino la vacunacion es un
método muy eficaz. Pero para poder desarrollar vacunas que ofrezcan una proteccion
adecuada a los animales es necesario conocer muy bien los aspectos epidemioldgicos
de la enfermedad, el ciclo de vida del parasito, las posibles rutas de transmision y
sobre todo las bases de la respuesta inmunitaria desarrollada en ovejas para hacer
frente a la infeccidn por toxoplasma, aspectos que se van a abordar en los trabajos
gue conforman esta Tesis Doctoral.
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Justificacion y objetivos.

Justificacion y objetivos.

La toxoplasmosis ovina es una enfermedad infecto-contagiosa que ocasiona
importantes pérdidas econdémicas en el sector ovino asociadas a problemas
reproductivos, principalmente infertilidad, abortos y muerte perinatal tras la infeccion
de hembras gestantes con el parasito T. gondii. Se han propuesto medidas de control,
que tratan de impedir el contagio de nuevos animales, y Gnicamente existe una vacuna
comercial, viva, que, aunque Util, presenta inconvenientes de empleo. El desarrollo de
nuevos tratamientos o vacunas esta lastrado porque, a pesar de la importancia de
esta enfermedad, alun se desconocen gran parte de sus mecanismos patogénicos
(Tait y Hunter, 2009).

El planteamiento general de esta Tesis Doctoral se enmarca dentro de la linea de
investigacion sobre la patogenia de la toxoplasmosis que lleva a cabo el grupo de
trabajo donde se ha realizado. Dicho grupo cuenta con amplia experiencia en el
estudio de la respuesta inmunitaria de rumiantes frente a enfermedades infecciosas
causadas por patégenos intracelulares, principalmente la paratuberculosis y

toxoplasmosis.

En un estudio desarrollado hace ya mas de treinta afios en el que se infectaron
experimentalmente con el parésito ovejas gestantes en el primer y segundo tercio de
gestacion se demostrd que existe una clara influencia entre el momento de infeccion
y sus consecuencias (patologia fetal y de placenta) de forma que son mas graves
cuando la infeccién tiene lugar a mitad de la gestacion (Buxton y Finlayson, 1986). Sin
embargo, desde la publicacion de dicho estudio no se ha realizado ningun trabajo en
el que se analicen los mecanismos patogénicos que explicarian esas diferencias. Uno
de ellos podria ser la respuesta inmunitaria tanto materna como fetal, y las variaciones
gue ésta sufre. Se ha demostrado que dicha respuesta, especialmente la de tipo
celular, desempefia un papel clave a la hora de controlar la progresion de la
toxoplasmosis ovina (Buxton et al., 1993b; Innes et al., 2009a). En este sentido, se ha
comprobado, en modelos experimentales murinos, que la respuesta inmunitaria
materna es modulada a lo largo de la gestacion hacia una de tipo Th2 para asegurar
la viabilidad fetal (Krishnan et al., 2013). Ademas, el sistema inmunitario del feto
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madura a medida que progresa la gestacion (Innes y Vermeulen, 2006). En la especie
ovina, sin embargo, los estudios sobre este aspecto son escasos. A pesar de que la
respuesta inmunitaria periférica en la toxoplasmosis ovina ha sido analizada en
profundidad, se desconoce cudl seria su papel en la transmisién del parésito al feto y
la aparicion o no de abortos. A este respecto, la mayor parte del conocimiento sobre
los procesos inmunoldgicos que ocurren en madres gestantes infectadas con T. gondii
proviene de modelos murinos. Lamentablemente, las diferencias entre ambas
especies en la estructura de la placenta, duracién de la gestacion o en el propio
sistema inmunitario (Krishnan et al., 2013), ademas de la variabilidad genética de las
ovejas frente a las estirpes de ratones empleadas en laboratorios, impiden que estos
resultados puedan extrapolarse directamente a la especie ovina (Entrican et al., 2010).
El estudio de dichos factores podria contribuir a elucidar algunos de los interrogantes
gue aun hoy existen sobre la patogenia de la enfermedad. Teniendo en cuenta lo
anterior, la hipotesis de este trabajo es que la respuesta inmunitaria, tanto fetal como
materna, desarrollada frente a la infeccion por T. gondii determinaria el resultado de
la infeccion y que el estado de gestacion influiria en dicha respuesta inmunitaria. Por
todo ello, el objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar la influencia del
periodo de gestacion en distintos aspectos de la patogenia de la toxoplasmosis
ovina, principalmente en la respuesta inmunitaria materna y fetal, con especial
interés sobre aquella que se desarrolla en la placenta, desencadenada tras la
infeccion experimental por T. gondii en ovejas, asi como la relacion existente
entre dicha respuesta inmunitaria y la invasion de la placenta por parte del

parasito.

Como ya se ha explicado, estudios previos indican que existe correlacion entre el
momento de gestacion en que se produce la infeccion de las ovejas y las
consecuencias clinicas de la toxoplasmosis ovina. Parece claro que la aparicion de
abortos es mas frecuente cuando la infecciobn sucede en etapas tempranas de la
gestacion (Buxton y Finlayson, 1986). Sin embargo, apenas se han realizado nuevos
estudios para conocer cémo influye el momento de gestacibn en muchos otros
aspectos de la toxoplasmosis ovina. En este mismo estudio se demostré que las
lesiones caracteristicas de la enfermedad son focos de necrosis tanto en la placenta
como en organos fetales y que éstas son de mayor gravedad cuando la infeccion

ocurre a mitad de la gestacion (Buxton y Finlayson, 1986). Aungue de gran utilidad en
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el conocimiento de la enfermedad, se desconoce cudl es la relacion entre la patogenia
de estas lesiones y la presencia de T. gondii en los tejidos del hospedador. En este
sentido, se ha demostrado que existe una fuerte correlacion entre la cantidad de ADN
parasitario y la gravedad de las lesiones encontradas tanto en tejidos maternos como
fetales cuando la infeccion por T. gondii tiene lugar en el segundo tercio de gestacion
(Gutierrez et al., 2010). No obstante, existe un total desconocimiento sobre si estos
hallazgos serian similares si la infeccién de las ovejas gestantes sucediera en otros
momentos de la gestacion diferentes a los de dicho estudio o si por el contrario
existirian diferencias en la cantidad del parasito y gravedad de las lesiones en los
diferentes tercios de gestacién. De este modo, el primer objetivo planteado fue
analizar cémo influye el tercio de gestacion en el que se produce lainfeccién de
las hembras por T. gondii en la presentacion clinica de la toxoplasmosis, la
distribucion de las lesiones, tanto en la placenta como en las visceras fetales,

asi como en la carga del parasito en los tejidos de los animales infectados.

Tras la infeccion por el parasito, el hospedador desarrolla una respuesta inmunitaria
tanto innata como adquirida. Respecto a esta Ultima, se conoce que, a pesar que T.
gondii induce una respuesta inmunitaria periférica tanto humoral como celular, es esta
altima la principal responsable de controlar su multiplicacién (Buxton e Innes, 1995;
Buxton, 1998). Sin embargo, aun se desconoce si la respuesta inmunitaria
desarrollada a nivel local guarda relacién con la periférica, ni qué otras citoquinas,
ademas del IFN-y, pueden participar en la patogenia de esta enfermedad. Es mas, la
mayoria de los estudios llevados a cabo a este respecto en ovejas se han realizado
en cultivos celulares ex vivo o en modelos experimentales no gestantes (Oura et al.,
1993; Buxton et al., 1994; Innes et al., 1995a), lo que podria no ser representativo de
la respuesta del hospedador frente a la infeccion durante la gestacion. Por otra parte,
es un hecho conocido que la gestacion es un proceso complejo en el que, entre otros
fendmenos, se produce la presencia de tejidos con un fondo genético propio (fetales)
dentro del organismo de la madre, lo que supone un desafio a la respuesta inmunitaria
materna. Para explicar la ausencia de un rechazo inmunolégico por parte de la madre
hacia los tejidos fetales, se ha propuesto que en la placenta tienen lugar una serie de
mecanismos inmunomoduladores durante la gestacion (Medawar, 1953), lo cual
podria influir notablemente en la respuesta de la hembra gestante frente a la infeccion

por T. gondii. El nUmero de estudios que abordan este aspecto en ovejas es muy
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limitado, y la mayor parte de la informacién sobre la influencia de la gestacion en la
respuesta inmunitaria proviene de modelos murinos (Entrican, 2002; Tait y Hunter,
2009). En estos modelos, de caracter experimental, se ha sugerido que a medida que
avanza la gestacion predominaria una respuesta inmunitaria local en la placenta de
tipo Th2, y por tanto con un gran predominio de citoquinas anti-inflamatorias que
evitarian el desarrollo de una respuesta agresiva frente al feto (Wegmann et al., 1993;
Krishnan et al., 2013). En cambio, este fendbmeno no ha podido ser comprobado en
ovinos; de hecho, los pocos estudios desarrollados en esta especie sobre este
aspecto no han encontrado diferencias en la secrecion de citoquinas anti- y pro-
inflamatorias entre ovejas gestantes y no gestantes (Mcclure et al., 2005; Wattegedera
et al., 2008). Por todo ello, el segundo objetivo de este trabajo fue analizar cémo
evoluciona la respuesta inmunitaria, tanto a nivel periférico como local, en
ovejas tras su infeccion experimental con T. gondii en los tres tercios de
gestacion, evaluando el papel desempefiado por las citoquinas de tipo Thly
Th2.

La placenta ovina supone una barrera de separacion entre la madre gestante y el feto
y en esta localizacion se ha comprobado que se ejerce un importante control
inmunoldgico de algunas infecciones por apicomplejos (Gibney et al., 2008). En este
sentido, se ha sugerido que la infeccion de ovinos con patégenos asociados a fallo
reproductivo desencadenaria una serie de mecanismos inmunologicos en la placenta
con el objetivo de combatir la infeccidn, lo que podria desembocar colateralmente en
la expulsion del feto (Entrican, 2002; Quinn et al., 2002). Se ha comprobado que los
abortos ocurridos como consecuencia de la toxoplasmosis ovina estan relacionados
con la aparicion de focos necroticos e infiltrados inflamatorios no purulentos, formados
principalmente por linfocitos y macrofagos, en la placenta, independientemente del
momento de gestacién en que se produjo la infeccion (Buxton y Finlayson, 1986;
Buxton et al., 2007). En el caso de los abortos tempranos, las lesiones son diferentes
a las descritas clasicamente asociadas a la enfermedad, pues consisten en trombosis
placentaria y leucomalacia periventricular fetal (Castafio et al., 2014). Como ya se ha
explicado, dentro de los linfocitos y los macréfagos, existen distintas subpoblaciones
celulares con funciones diferentes. En el caso de la toxoplasmosis ovina no se conoce
cuales son las poblaciones especificas de células inflamatorias que constituyen dichos

infiltrados, y su posible relacion con la distribucion del parasito en este tejido. Asi, el
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tercer objetivo fue caracterizar mediante técnicas inmunohistoquimicas las
poblaciones celulares que intervienen en la respuesta inmunitaria desarrollada
en la placenta de ovejas gestantes infectadas experimentalmente con T. gondii,

analizando su posible relacion con la distribucion del parasito en este tejido.

Para la realizacion de todos estos estudios se han empleado muestras de suero y de
tejidos procedentes todos ellos de una misma infeccion experimental en ovejas
gestantes, tras la inoculacion oral de los animales con 50 ooquistes esporulados del

aislado M4 de T. gondii en los tres tercios de gestacion.

97






Capitulo IlI.

Toxoplasmosis ovina
experimental: influencia del
estado de gestacion sobre el

curso clinico, el desarrollo
lesional y la distribucion del

parasito.

Trabajo publicado en el afio 2016 en la revista Veterinary Research.

Castafio P, Fuertes M, Regidor-Cerrillo J, Ferre |, Fernandez M, Ferreras MC, Moreno-Gonzalo J,
Gonzalez-Lanza C, Pereira-Bueno J, Katzer F, Ortega-Mora LM, Pérez V, Benavides J.
(2016). Experimental ovine toxoplasmosis: influence of the gestational stage on the clinical course,

lesion development and parasite distribution. Vet. Res. 47, 43.
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la distribucion del parasito.

1. Introduccion.

La toxoplasmosis ovina es una enfermedad infecciosa causada por el protozoo T.
gondii, que provoca importantes pérdidas econdmicas en el sector ovino a nivel
mundial debido a los abortos que suceden tras la primoinfecciébn de las ovejas
gestantes (Dubey, 2010). En las hembras que han sufrido abortos, se observan
multiples focos de necrosis en la placenta y en diversos 6érganos fetales,
principalmente el higado y el encéfalo, con infiltracion moderada de células
inflamatorias (Buxton et al., 1982; Buxton y Finlayson, 1986). La expulsion de la
placenta y el feto abortado tiene lugar generalmente un mes tras la infeccion de las
ovejas, aungque en un niumero muy reducido de estudios experimentales se ha descrito
que los abortos pueden ocurrir tan solo dos semanas después, por lo que se les ha
denominado “abortos en la fase aguda” y las lesiones asociadas son diferentes a las
descritas clasicamente en la toxoplasmosis ovina (Trees et al., 1989; Owen et al.,
1998). En estos abortos tempranos, las lesiones caracteristicas de los placentomas
son trombosis e infartos, mientras que en los fetos es la leucomalacia, sin reaccion
glial (Castario et al., 2014).

A pesar de la gran relevancia a nivel mundial de esta enfermedad, los mecanismos
implicados en el aborto no se conocen por completo. Las lesiones no aparecen en
todos los tejidos fetales y algunos corderos nacen aparentemente sanos, pero las
placentas muestran graves dafios histolégicos. Por otro lado, no esta claro si la causa
del aborto es consecuencia directa de la multiplicacion del parasito en la placenta o
en el feto, o si por el contrario es debido a un desequilibrio de las hormonas o de la
respuesta inmunitaria en la placenta (Buxton, 1990; Dubey, 2010). Sin embargo,
parece claro que la presencia del parasito en este tejido es un factor clave en su
patogenia y que es necesaria para que sucedan los abortos (Dubey, 2010). Un estudio
previo, basado en la infeccidbn experimental de ovejas gestantes en diferentes

periodos de la gestacion demostré que las consecuencias de la infeccion estan
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determinadas por el momento en que se produce y son mas graves si tiene lugar en
las etapas iniciales (Buxton y Finlayson, 1986). Entonces, el riesgo de transmision
intrauterina del parasito al feto se incrementa y ademas los efectos en el feto son
también mas graves en este momento (Buxton y Finlayson, 1986). Por otra parte,
aunque el mismo estudio mostrd, en dos infecciones experimentales diferentes, que
las lesiones fetales y placentarias eran mas graves en las ovejas infectadas a mitad
de la gestacion en comparaciéon con las que lo fueron en el primer tercio, no se ha
desarrollado ningun estudio posterior para conocer los mecanismos que explicarian

esas diferencias.

Hay similitudes, en términos histopatologicos y clinicos, entre la toxoplasmosis y la
neosporosis ovina, una enfermedad que afecta a las ovejas y que esta estrechamente
relacionada con la toxoplasmosis pues ambos agentes etiolégicos son, en términos
evolutivos, muy cercanos (Arranz-Solis et al., 2016). La infeccion experimental de
ovejas con N. caninum ha puesto de manifiesto que hay una relacibn muy cercana
entre la carga parasitaria y la gravedad de las lesiones en la placenta o en el feto, y
como estos parametros pueden condicionar el curso clinico de la enfermedad (Arranz-
Solis et al., 2016). En ovejas infectadas de manera experimental con T. gondii a mitad
de la gestacion también se ha demostrado, mediante gPCR, que el desarrollo de
lesiones esté relacionado con la presencia del parasito (Gutierrez et al., 2012). No
obstante, no se ha investigado aun si existen diferencias en la cantidad de parasito y
la gravedad de las lesiones en diferentes momentos de la gestacion durante la

toxoplasmosis ovina.

El objetivo de este trabajo es dar respuesta al primer objetivo de esta Tesis Doctoral.
Esto es, investigar como el momento de gestacién en que ocurre la infeccion por T.
gondii de la oveja influye en el curso clinico de la enfermedad, en el desarrollo de
lesiones y en la distribucion del parasito, asi como en la carga parasitaria. Para ello,
se han infectado ovejas gestantes, de la misma raza y origen, a principio, mitad y final

de gestacidon con ooquistes esporulados del aislado M4 de T. gondii.
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2. Material y métodos.

2.1. Consideraciones éticas.

Todos los protocolos relacionados con el manejo de los animales fueron aprobados
por el Comité de Bienestar Animal del Instituto de Ganaderia de Montafia (IGM, ULE-
CSIC), de Leon, siguiendo los procedimientos establecidos en las legislaciones tanto
a nivel nacional como europeo (Ley 32/2007, R.D. 1201/2005 y Directiva 2010/63/UE).
El manejo de los animales se realizd de acuerdo con la legislacién en vigor, de modo

que el sufrimiento de éstos fue el minimo posible.

2.2. Animales y disefio experimental.

Para llevar a cabo este estudio se seleccionaron ovejas primiparas de raza Churra de
entre 24 y 30 meses de edad, seronegativas a T. gondii, N. caninum, virus de la
enfermedad de la frontera, C. burnetii y C. abortus. Posteriormente, se sincronizo el
celo de las ovejas mediante tratamiento hormonal con esponjas y fueron cubiertas por
monta natural con machos de raza Churra durante dos dias, tras lo cual los machos
fueron apartados del rebafio. A los 40 dias tras su retirada, se comprobg el estado de
gestacion y la viabilidad fetal mediante ecografia. Un total de 36 ovejas gestantes se
distribuyeron al azar en tres grupos experimentales: (G1; n=9), (G2; n=9) y (G3; n=9).
Cada una de estas ovejas fue infectada por via oral con 50 ooquistes esporulados del
aislado M4 de T. gondii (Castafio et al., 2014) a los 40, 90 y 120 dg respectivamente.
Otras nueve ovejas no infectadas se distribuyeron también en grupos similares, 3 en
cada uno, y se les administraron 50 ml de tampén fosfato salino (PBS, por sus siglas

en inglés) como control negativo de la inoculacion.

En el disefio experimental inicial estaba previsto el sacrificio secuencial de 3 ovejas

infectadas y 1 control de cada grupo los dias 9, 12 y 26 pi.

2.3. Seguimiento clinico y recogida de muestras.
Se observé diariamente a los animales después de su infeccion y se les midio la

temperatura rectal desde el dia en que fueron infectados hasta el dia 12 pi. Tanto en
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los dias inicialmente previstos para el sacrificio secuencial de las ovejas (9, 12 y 19
pi) como en los casos en los que se produjeron abortos espontaneos, los animales
fueron sedados con xilacina comercial (ROMPUN®, Bayer, Mannheim, Alemania), e
inmediatamente después se les sacrificO mediante la inyeccion intravenosa de una
sobredosis de una solucion comercial de embutramida e ioduro de mebezonio: T-61®

(Intervet, Salamanca, Espafa).

Inmediatamente después de la eutanasia, se llevaron a cabo los estudios post-mortem
de las ovejas y de los fetos, los cuales fueron separados de la placenta. Para poder
llevar a cabo los estudios serolégicos, se recogié sangre mediante puncién yugular de
las madres gestantes antes de la eutanasia y de las venas del cordén umbilical o del
corazén en el caso de los fetos. Estas muestras de sangre fueron recogidas en tubos
Vacutainer (Becton Dickinson and Company, Plymouth, Reino Unido) sin
anticoagulante y se les dej6 coagular a temperatura ambiente, tras lo cual fueron
sometidas a centrifugacion y se almacenaron a -80 °C hasta que fueron analizadas.
En el caso de los abortos o del nacimiento de mortinatos, la sangre fetal ya estaba
coagulada, por lo que en lugar de extraerla de las venas del cordén umbilical o del
corazdn se recogid una muestra del liquido toracico y, de manera similar a lo
comentado anteriormente, se almacend a -80°C hasta su posterior andlisis. Tras la
necropsia, se seleccionaron al azar cinco placentomas de cada placenta y se cortaron
transversalmente en secciones de 2-3 mm de grosor que se fijaron por inmersion en
formalina al 10% para su analisis histologico posterior. Ademas, muestras de tejido
adyacentes a las ya mencionadas se almacenaron a -80 °C para la deteccién de ADN
parasitario mediante PCR. De forma similar, las muestras fetales (encéfalo, higado,
corazén y pulmén) se almacenaron también a -80 °C para la extraccion de ADN y se

fijaron en formalina al 10% para su andlisis histolégico posterior.

2.4. Andlisis seroldgico: IFAT.
Esta prueba se utiliz6 para la deteccion de Ig especificas frente a T. gondii en fluidos

fetales o en muestras seroldgicas tanto fetales como de la madre, adaptando la técnica
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previamente descrita en una reproduccion experimental de la neosporosis ovina
(Alvarez-Garcia et al., 2003).

De manera resumida, los fluidos fetales/suero fetal y las muestras de suero materno
se diluyeron en diluciones seriadas 1:2 en PBS, comenzando en 1:8 y 1:200
respectivamente hasta el punto final del titulo sanguineo. Los taquizoitos purificados
de T. gondii (aislado M49) de cultivos celulares se dispensaron en placas de vidrio
IFAT de 18 pocillos, se secaron al aire a temperatura ambiente y se fijaron con
solucion de acetona. Tras la incubacién con las diluciones de suero a 37 °C y dos
lavados en PBS, se afadié a los pocillos un conjugado frente a IgG ovina (Sigma-
Aldrich) marcado con el colorante isotiocianato de fluoresceina (FITC por sus siglas
en inglés) diluido a 1:200 en “Evans Blue” (Sigma-Aldrich) y se dej6 incubar a 37°C
durante 30 minutos (min). A continuacién, se hicieron dos nuevos lavados en PBS,
otro en agua y finalmente las preparaciones fueron montadas con glicerina tamponada
(Fluoprep®, BioMérieux, Francia) para su visualizacidbn microscépica. Se considero
como reaccioén positiva la fluorescencia en la membrana intacta de los taquizoitos a

un titulo = 8 para los fluidos fetales y = 200 para las muestras de suero maternas.

2.5. Histopatologia y valoracion de las lesiones.

Tras una fijacion de cinco dias en el formol tamponado, los encéfalos maternos y
fetales fueron seccionados transversalmente e incluidos en parafina, para su
procesamiento junto con el resto de muestras y posterior tinciéon con HE. Se llevo a
cabo su estudio histolégico. Para cuantificar las lesiones en los tejidos fetales y en la
placenta se calculé el nimero y el tamafio de los focos de necrosis, asi como el area
total de la lesion a través de un analisis morfométrico sobre fotografias digitales, segun
indicaciones previas (Arranz-Solis et al., 2015). En este caso, se analizaron tanto los
focos necréticos como inflamatorios encontrados en la placenta, encéfalo, higado y

pulmon fetal.
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2.6. Extraccion de ADN y PCR para la deteccion del parasito y su cuantificacion
en los tejidos.

Para extraer el ADN, se tomaron cantidades de entre 50 y 100 mg de las muestras de
tejido (cinco placentomas y muestras fetales: encéfalo, higado, corazon, pulmon,
regién femoral del musculo esquelético), empleandose el kit comercial Maxwell® 16
Mouse Tail DNA Purification Kit, desarrollado por Maxwell® 16 System (Promega,
Wisconsin, E.E.U.U.), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. La
concentracion de ADN final fue ajustada mediante un espectrofotometro de luz
ultravioleta para que fuese de 50-100 ng/uL. La extraccion de ADN de T. gondii se
realizd6 mediante PCR, amplificando en un solo tubo la regién ITS-1, tal y como fue
descrito en un estudio previo (Hurtado et al., 2001). Cada reaccién de PCR fue
realizada en un volumen final de 25 pL usando 5 yL de ADN gendmico como molde
segun lo descrito previamente por otros autores (Hurtado et al., 2001). La deteccion
de T. gondii se realiz6 mediante la amplificacion del gen ITS-1 (Hurtado et al., 2001).
Para la PCR se utilizaron finalmente cinco muestras de placentomas, tres muestras
de higado y encéfalo fetal y una de pulmén y corazon fetal. En el estudio se incluyeron
controles negativos, que consistieron en reacciones sin el ADN y muestras de ADN
de fetos no infectados. A su vez, se incluyeron controles positivos con una cantidad
de ADN gendmico de T. gondii equivalente a 10 y 1 taquizoito parasitario. Los
productos de la PCR fueron visualizados bajo luz UV en un gel de 1.5% de
agarosa/bromuro de etidio, y se considero la reaccion como positiva si se observaba
una banda de 227 pb.

El ADN procedente de la placenta o de las muestras fetales de encéfalo e higado
positivo a la PCR se ajustd hasta alcanzar una concentracion de 20 ng/ul y se
cuantificé mediante qPCR. Para ello, se utilizaron cebadores especificos de la region
de repeticion de 529 pb de T. gondii, asi como el gen normalizador de la B-actina de
ovino de acuerdo un estudio previo (Gutierrez et al., 2012). Posteriormente, se llevo a
cabo la PCR a tiempo real para cada muestra en un volumen final de 20 ul que
contenia 10 pl de la mezcla comercial “Power SYBR®PCR Master Mix” (Applied
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Biosystems, Foster City, Carolina del Norte, E.E.U.U.), 20 pmol de cada cebador y
100 ng de ADN en el sistema ABI 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems).
La amplificacion se llevé a cabo mediante un protocolo estandar (10 min a 95°C, 40
ciclos a 95°C durante 15 segundos, y 60°C durante 1 min). El nimero de taquizoitos
de T. gondii se calculé interpolando los valores promedio de Ct en dos curvas
estandar: 1) equivalente a 5 x 10° a 5 x 10! taquizoitos con diluciones seriadas de 10
en una solucién de ADN gendémico ovino y 2) una curva de 320, 160, 80, 40, 20, 10y
5 ng de ADN gendmico para las cuantificaciones de ADN ovino. La carga parasitaria
fue expresada como n° de parasitos/ mg de tejido ovino. Las curvas estandar para el
ADN de T. gondii y de las ovejas mostraron una pendiente promedio de -3,38 y -3,34,

respectivamente, y un R?> 0.99.

2.7. Analisis estadistico.

Los datos de temperatura rectal se analizaron mediante analisis de medidas repetidas
utilizando el procedimiento MIXED de SAS (SAS Inst. Inc., Cary, Carolina del Norte,
E.E.U.U.). Como se usaron diferentes grupos control para cada grupo experimental
(grupos G1, G2 y G3), se realizaron tres analisis independientes, incluido el modelo
estadistico de los efectos fijjos del grupo (grupo control vs. grupo experimental
infectado), tiempo (dia después de la infeccion) y su interaccion (grupo x tiempo). El
efecto aleatorio de los animales en cada grupo experimental se utiliz6 como error para
comprobar el efecto del grupo. Los efectos del tiempo y de la combinacién de tiempo
y grupo se probaron contra el error residual. Las comparaciones entre los tres grupos
experimentales también se realizaron utilizando el mismo modelo, pero incluyendo
tres niveles dentro del factor grupo (grupos G1, G2 y G3). En todos los analisis, se
evaluaron diferentes estructuras de covarianza (simetria compuesta, no estructurada

y autorregresiva) segun los criterios de informacién bayesianos de Schwarz.

Las diferencias en la deteccion por PCR del ADN del parasito se evaluaron utilizando
la prueba x2 o la prueba F de Fisher mediante el programa informético “GraphPad
Prism 5.0”. Las diferencias en la carga parasitaria y en la valoracion histoldgica se
analizaron utilizando el test no paramétrico de Kruskal-Wallis seguido del test de Dunn
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para las comparaciones entre grupos, y el test de Mann-Whitney para las
comparaciones entre pares. Estos analisis también se realizaron con el programa
“GraphPad Prism 5.0”. La significacion estadistica para todos los andlisis se establecio

en p<0,05.

3. Resultados.

3.1. Observaciones clinicas.

La media de la temperatura rectal de los animales infectados fue significativamente
mayor (p<0,001) que la de los animales control a lo largo del experimento (Figura
[11.1). En concreto, la temperatura media de los animales infectados del G1 fue
significativamente mayor que la de los controles entre los dias 3 y 11 pi, mientras que
en el caso de los G2 y G3 el periodo durante el cual se encontraron diferencias fue
menor (entre los dias 5y 8 pi y entre los dias 4 y 8 pi respectivamente). Asimismo, se
observaron también diferencias en la media de la temperatura rectal de las ovejas
infectadas en funcion del grupo al que pertenecian: la media de la temperatura rectal
de los animales del G1 fue significativamente mayor que la de los G2 y G3 en los dias
3,4,8,9, 10y 11 pi (Figura lll.1). También la media de la temperatura rectal de los
animales infectados de G3 fue significativamente mayor que la de los pertenecientes
al G2 en el dia 11 pi.
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Figura lll.1. Temperatura rectal media de los animales infectados y control. Los superindices indican

diferencias significativas (p<0,05). dpi: dias post-infeccion.

En lo que respecta a los abortos (muerte fetal con o sin la expulsion del feto del utero),
aparecieron en las ovejas de los tres grupos experimentales (Tabla Ill.1). Dichos
abortos se clasificaron en dos categorias dependiendo del momento en el que
sucedieron: a) abortos durante la fase aguda de la enfermedad (entre los dias 9 y 14
pi) y b) abortos, o nacimiento de mortinatos, ocurridos entre los dias 19 y 26 pi. Como
consecuencia de los abortos ocurridos en las fases iniciales de la enfermedad y del
nacimiento de mortinatos, se modificd el nimero de animales sacrificados en los dias

12, 19 y 26 pi previstos inicialmente (Tabla I11.1).
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Tabla Ill.1. Distribuciéon experimental de los animales segin el momento de gestacién en que fueron

infectados (G1, G2 o G3) y el dia pi en el que fueron sacrificados o en el que se produjo el aborto.

N° de ovejas”

Abortost Sacrificio secuencial
6-16 dpi 17-26 dpi 12 dpi 19 dpi 26 dpi
G1 2/0 1/0 1/1 3/1 2/1
G2 4/0 1/0 1/1 2/1 1/1
G3 2/0 4/0 2/1 1/1 0/1

I: abortos espontdneos o mortinatos ocurridos en ese grupo. ": ovejas infectadas/control.

Los abortos en la fase aguda de la enfermedad sucedieron de la siguiente manera: en
el G1, dos ovejas sacrificadas el dia 12 pi tenian en su interior fetos muertos; en el
G2, cuatro ovejas abortaron en los dias 11, 12, 13 y 14 pi; en el G3, dos ovejas
abortaron en los dias 9 y 13 pi (Figura 1l1.2).

Cronologia de abortos/mortinatos y sacrificios
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Figura IIl.2. Secuencia temporal en la que se analizaron los fetos de las ovejas infectadas. Los
cuadrados indican abortos, los tridngulos mortinatos y las cruces muestran el momento en el que los
fetos fueron estudiados después de la eutanasia de la madre segun el momento previsto en el sacrificio

secuencial de los animales (representado por una linea continua vertical). DPI: dias post-infeccion.

Respecto a los abortos que sucedieron después del dia 19 pi, dos ovejas sacrificadas
en el dia 26 pi, una del G1 y otra del G2, tenian en su interior fetos muertos. En el G3,
cuatro ovejas parieron mortinatos en los dias 19, 21, 22 y 26 pi (Figura lll.2). En las
ovejas de los G2 y G3 (4 y 8 animales respectivamente) que tenian en su interior mas
de un feto, la existencia simultdnea de uno mas pequefio y momificado con otro sano
y de mayor tamafio fue habitual (Figura 111.3). De hecho, esto ocurrié en una oveja del
G2 sacrificada en el dia 26 pi, y en dos del G3 que parieron mortinatos en los dias 22

y 26 pi.
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Figura lll.3. Lesiones macroscopicas fetales. A: Hemorragia abdominal en fetos gemelos de una oveja
infectada en el dia 40 pi. Es de destacar la congestion presente en la parte fetal de algunos
placentomas. B: Fetos gemelos de una oveja no infectada de G1. C: Fetos gemelos de una oveja
infectada de G2. Muestran diferente grado de autolisis, lo que sugiere que su muerte ocurrié en

diferentes dias pi. D: Feto abortado de G2 con cierta maceracion, asi como autolisis de la placenta.

3.2. Produccién de IgG especificas frente a T. gondii.

La produccion de IgG especificas frente al parasito en fluidos fetales, suero fetal y
materno recogidos inmediatamente después de la necropsia de los animales se
analizé mediante IFAT. Todas las ovejas infectadas fueron seropositivas, con titulos
séricos que oscilaban entre 1:400 y 1:1600 en el G1, 1:400 y 1:6400 en el G2y en el
caso del G3 entre 1:1600 y 1:12800 (Tabla adicional I11.1).

3.3. Estudios anatomopatoldgicos y cuantificacion de las lesiones.

3.3.1. Lesiones macroscopicas.

Se observo un desprendimiento parcial de la placenta en las ovejas que abortaron,
pero cuyos fetos no fueron expulsados antes del dia de sacrificio (dos en el G1, en el
dia 12 pi, una en el G2, también en el dia 12 pi, y una en el G3, en el dia 19 pi). Los
fetos abortados, tanto los expulsados como los hallados in utero en el momento de la
necropsia, tenian un grado variable de autolisis y consistencia friable de las visceras
(Figura 111.2). Los fetos muertos del G1 tenian hemorragia abdominal y edema
subcutaneo (Figura I11.3), mientras que los de los G2 y G3 tenian un color marrén y

un grado variable de momificacién (Figura 111.3).

No se observaron lesiones macroscopicas en los cotiledones o membranas
intercotiledonares, de la placenta. Sin embargo, hay que tener en cuenta que el grado
variable de autolisis que mostraban en muchas ocasiones las placentas dificultaba su
estudio. Tampoco se apreciaron lesiones macroscopicas en las visceras maternas,
placentas o fetos procedentes de ovejas que no abortaron, tanto si fueron infectadas

Ccomo Si no.
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3.3.2. Lesiones microscopicas.

3.3.2.1. Fase aguda de la toxoplasmosis ovina. En las ovejas infectadas de los tres
grupos experimentales que abortaron durante los dias 9 y 14 pi, las lesiones
encontradas consistian en necrosis isquémicas (infartos) de la placenta, que se
caracterizaban por presentarse como areas congestivas netamente demarcadas del
tejido sano. Se observé necrosis de los trofoblastos, que presentaban un citoplasma
eosinofilico y homogéneo y la fragmentaciéon de la cromatina del nucleo. El
mesénquima fetal, dentro de estas areas, aparecia intensamente tefiido, en contraste
con su apariencia clara en las areas no afectadas. No se encontraron infiltrados
inflamatorios en estas zonas. Este tipo de lesion aparecio en la placenta de dos ovejas
del G1 sacrificadas en el dia 12 pi, una oveja del G2 que abort6 en el dia 13 pi y otra
del G3 que sufrié un aborto en el dia 9 pi. El elevado grado de autolisis de las placentas
de los fetos abortados dificult6 enormemente su valoracion histopatolégica.

En el encéfalo de cinco de estos fetos (dos del G2, en los dias 11 y 14 pi, y tres del
G3, en los dias 9 y 13 pi) se observaron exclusivamente areas de leucomalacia, sin

infiltrados inflamatorios, en la corona radiada y en la zona periventricular.

Dado que estos abortos ocurrieron durante la fase aguda de la enfermedad, y se
considera que en su patogenia intervienen mecanismos diferentes a los que subyacen
a los abortos ocurridos en la toxoplasmosis ovina (Castafio et al., 2014), las lesiones
encontradas en estas placentas y en los fetos no se consideraron al analizar los datos

sobre valoracion histolégica de las lesiones.

En la Tabla Ill.2 se recoge informacion de los animales que mostraron lesiones no
atribuibles a la fase aguda de la infeccion con T. gondii. En dicha tabla se muestra el
namero de lesiones encontradas en la placenta, higado, pulmén y encéfalo fetales,
asi como su tamafio medio. Los valores individuales de cada muestra de placenta o
de feto pueden consultarse en la Tabla adicional Ill.2. No fue posible realizar un
analisis estadistico de estas muestras de placenta o de feto debido a su escaso

ndmero.
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3.3.2.2. Placenta. Solamente se observaron lesiones en la placenta de ovejas
sacrificadas el dia 26 pi: de las tres del G1, solamente en una procedente de una oveja
gue tenia en su interior dos fetos muertos, y en las dos ovejas del G2, una de las
cuales tenia en su interior un feto muerto y otro vivo mientras que la otra tenia dos
fetos vivos en su interior en el momento de la necropsia. La mayoria de las placentas
de los fetos abortados o de los mortinatos estaban demasiado autoliticas, lo que
dificulté en gran medida su analisis histopatoldgico. Solamente hubo tres placentas
del G3 disponibles, dos del dia 12 piy una del dia 19 pi. En este grupo todos los fetos

estaban vivos y ninguno de ellos presentaba lesiones histolégicas.

La placenta del G1 tenia pequefios focos de necrosis principalmente localizados en el
septo caruncular del placentoma. EI mesénquima fetal adyacente a estos focos
presentaba un infiltrado inflamatorio formado por linfocitos y macréfagos (Figura 111.4).
En el G2, una de las dos placentas con lesiones mostraba focos de necrosis mayores
en el area interdigital del placentoma, abarcando tanto el septo caruncular materno
como el mesénquima fetal adyacente (Figura l1l11.4). Habia infiltrados inflamatorios
focales de macréfagos y linfocitos, si bien no fue este un hallazgo relevante. El
porcentaje de tejido lesionado fue ocho veces mayor que en el caso de las placentas
del G1. Las lesiones encontradas en la otra placenta del G2 eran similares a las

descritas en el G1.
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Figura lll.4. Lesiones microscépicas en la placenta. A: Placentitis moderada de una oveja infectada a
los 40 dg (G1). Se caracteriza por un exudado seroso entre los tejidos materno y fetal, necrosis focal
de las vellosidades fetales e inflamacién no purulenta en el septo materno adyacente. B: Placentitis
moderada-grave en una oveja infectada a los 90 dg (G2). La lesién esta caracterizada por una gran
area de necrosis que afecta tanto a la parte materna como a las vellosidades fetales, con un infiltrado

inflamatorio leve.

3.3.2.3. Encéfalo fetal. Solo se detectaron lesiones histolégicas en este 6rgano en el
dia 26 pi en los G1 y G2, mientras que en el G3 aparecieron antes, en el dia 20 pi. En
los tres grupos, las lesiones estaban caracterizadas por la distribucion aleatoria de
agregados de células mononucleares. El componente celular de estos focos era muy
similar en los tres grupos experimentales, con diferencias en el G2, donde se
encontraron zonas de necrosis en la parte central. También en el G2, los focos eran
mMAas numerosos y ligeramente mayores (Figura Il.5), lo que resultd en que el

porcentaje de tejido lesionado fue superior que en los G1 y G3 (Tabla ll.2).

3.3.2.4. Higado fetal. De manera muy similar a lo explicado en el anterior apartado,
las lesiones en el higado se encontraron de manera mas temprana (en el dia 19 pi)
en el G3 que en los otros dos grupos experimentales, donde se observaron solamente
en el dia 26 pi (Tabla 11.2). En el G3 ya en el dia 19 pi se aprecio un infiltrado
moderado formado por células mononucleares. Al comparar las lesiones encontradas
a partir del dia 20 pi en los tres grupos, todas ellas estaban caracterizadas por la
presencia de multiples focos de necrosis por coagulacion distribuidos de manera
aleatoria por el parénquima hepatico. Mientras que en el G1 la necrosis era una
caracteristica destacada de los focos, en el G2 también habia infiltrados inflamatorios
mononucleares en la periferia de los focos. En el G3, por su parte, ésta era la lesion
principal (Figura IIl.5). En lo que respecta al nimero de focos o0 a su tamafio, no

existian diferencias aparentes entre los diferentes grupos experimentales.

3.3.2.5. Pulmon fetal. Al igual que en el higado, las lesiones del pulmon se detectaron
de manera mas precoz en el G3, a partir del dia 19 pi, mientras que en los G1 y G2

solamente se observaron en el dia 26 pi. En el pulmén del Unico feto del G3 con
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lesiones se observo un infiltrado inflamatorio moderado, de localizacion perivascular.
Las lesiones encontradas a partir del dia 20 pi en los tres grupos experimentales eran
similares y se caracterizaban principalmente por la distribucién aleatoria de agregados
de linfocitos y macréfagos (Figura 111.5). No se encontré necrosis asociada a estos

focos en ninguno de los tres grupos.
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Tabla Ill.2. Valores medios de la extension de las lesiones histolégicas en la placenta y visceras fetales de cada grupo experimental infectado.

Placenta Cerebro fetal Higado fetal Pulmoén fetal
P N° Ne Ne N°

Grupo  Dia pi focos /cmZTMF (mm?) %PSAL focos /cmZTMF (mm?) %PSAL focos /em? TMF (mm?) %PSAL focos /cm? TMF (mm?) %PSAL
Gl
G2
G3 19 - - - - - - 0,58 0,024 0,01% 1,65 0,01 0,01%
G1 26 0,52 0,02 0,01% 5,53 0,01 0,08% 2,72 0,06 0,20% 25,43 0,04 0,93%
G2 26 0,91 0,05 0,05% 12,96 0,03 0,31% 8,71 0,05 0,58% 16,10 0,06 0,90%
G3 20-26" naf na na 1,20 0,02 0,02% 6,23 0,03 0,23% 3,76 0,03 0,13%

A Mortinatos ocurridos en los dias 21, 22 y 26 pi. 1: La placenta de los mortinatos estaba demasiado autolitica para su estudio histopatoldgico. pi: post-infeccién.
TMF: Tamafio medio de los focos. %PSAL: Porcentaje de seccion afectada por las lesiones.
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En los fetos procedentes de ovejas no infectadas no se encontraron, como es

l6gico, lesiones de ningun tipo.

Figura 1ll.5. Comparacion de las lesiones microscopicas caracteristicas encontradas en el

encéfalo, pulmoén e higado fetal en los dias 20-26 pi. Las imagenes muestran los cambios
histolégicos valorados para la cuantificacion de lesiones. Se analizaron tanto los focos necréticos
(mas evidentes en el higado de los G1 y G2) como los agregados de células inflamatorias (mas

evidentes en el pulmén del G1).
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3.4. Distribucion del parasito y carga parasitaria en la placenta y en los

tejidos fetales.

3.4.1. Placenta.

Se detecté ADN del parasito en todas las muestras estudiadas procedentes de
las ovejas gestantes, independientemente de cuando fueron infectadas, y tanto
si abortaron, parieron mortinatos o fueron sacrificadas, entre los dias 20 y 26 pi.
Entre los dias 13 y 19 pi sélo se detecté ADN de T. gondii en animales de los G2
y G3 y en un porcentaje de casos muy inferior con respecto al periodo
comprendido entre los dias 20 y 26 pi. Asimismo, entre los dias 9 y 12 pi se
detectd ADN parasitario solamente en una de las tres placentas estudiadas del
G2 (Tabla IIl.3). La media de la carga parasitaria, medida como numero de
taquizoitos por mg de tejido, fue significativamente mayor entre los dias 20 y 26
pi que en los dias 6-12 y 13-19 pi (p<0,001) en los G1 y G2 (p<0,005), mientras
que en el G3 esta diferencia solo fue significativa (p<0,05) cuando se comparé

con el periodo de tiempo comprendido entre los dias 6 y 12 pi (Figura l1.6).

Placenta Encéfalo fetal Higado fetal
 —  E— 1
10000 = 10000 — 10000 ——
1000 1000 1000
100 100 100
G1 10 10 T 10
1 1 1
01 01 01
0.01 0.01 0.01
1
0.001{ 0.001 el 0.001
0.000 0.0001 0.0001
612dpi  13-19dpi  20-26dpi 612dpi  13-19dpi  20-26dpi 612dpi  13-19dpi 2026 dpi
 E—  E—
10000 — 10000 — 10000 =
1000 —= 1000 1000
100 100 100
G 2 10 10 10;
1 1 1
01 01 01
ooty —-L 0.01 l j__ 0.01
00015 0.001 0.001
0.000 0.0001 0.0001
612dpi  13-19dpi  2026.pi 612dpi  1319dpi  20-26dpi 612dpi  13-19dpi 2026 dpi
 — 1 1
10000 10 000 — 10 000
1000 1000 1000 T
100 100 100

10 10 10 i B
1 1 1
G 3 01 01 01
0.01 0.01 0.01
0.001 0.001 0.001

0.0001 0.0001 0.0001
6-12 dpi 13-19 dpi 20-26 dpi 6-12 dpi 13-19 dpi 20-26 dpi 6-12 dpi 13-19 dpi 20-26 dpi

119



Capitulo lll. Toxoplasmosis ovina experimental: influencia del
estado de gestacion sobre el curso clinico, el desarrollo

lesional y la distribucion del parasito.

Figura 111.6. Diagrama “box-plot” comparando cargas parasitarias de T. gondii medidas en
diferentes dias pi, dentro del mismo grupo experimental, en la placenta y visceras fetales de los
tres grupos experimentales. La raya horizontal de cada caja representa la carga parasitaria
media, mientras que la inferior y superior representan los valores minimo y maximo
respectivamente. Los asteriscos indican los niveles de significancia entre cada dia pi en los
diferentes tejidos analizados: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001). dpi: dias post-infeccion.

3.4.2. Tejidos fetales.

El mayor porcentaje de casos positivos se encontré en el encéfalo, higado y
pulmon de los fetos de los grupos experimentales 1y 2 en el periodo de tiempo
comprendido entre los dias 20 y 26 pi (Tabla 111.3), mientras que en este mismo
periodo el porcentaje de casos positivos del G3 fue muy bajo. De manera similar
a lo observado en la placenta, se detectd ADN parasitario entre los dias 13y 19
pi en los tres 6rganos fetales analizados en los G2 y G3, si bien es cierto que
esto ocurrio en un porcentaje de muestras menor que en el caso de las
placentas, mientras que solamente en el 20% de las muestras fetales del G1 se
detect6 ADN parasitario, y solamente en el pulmén. Respecto al periodo
comprendido entre los dias 9y 12 pi, sélo se pudo detectar ADN de T. gondii en
el pulmény en el higado fetal de las muestras de los G1 y G2, siendo muy similar
el porcentaje de muestras positivas al observado en esos dos mismos grupos
entre los dias 13 y 19 pi (Tabla I1I.3). Al comparar la carga parasitaria entre
grupos, al igual que en la placenta, la carga parasitaria en los G1 y G2 fue
significativamente mayor (p<0,001) entre los dias 20 y 26 pi que en los dias pi
anteriores, mientras que, aunque también se encontraron, estas diferencias
fueron menos significativas (p<0,05 y p<0,01) en las muestras de cerebro e
higado del G3 y solamente en comparacion con el periodo comprendido entre
los dias 6 y 12 pi (Figura lll.6).

Por ultimo, se comparé la carga parasitaria en placenta, cerebro e higado de los
tres grupos experimentales en el mismo periodo temporal (Figura adicional

[11.1). Asi, entre los dias 6 y 12 pi, de acuerdo con los resultados de la deteccion
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de ADN parasitario en estos tejidos (Tabla 111.3), la carga parasitaria fue mayor
en el G2 que en G1 (p<0,01). Por su parte, entre los dias 13 y 19 pi la carga
parasitaria fue mayor en el G3, aunque las diferencias soOlo fueron
estadisticamente significativas (p<0,01) cuando se comparé con la carga
parasitaria de la placenta del G1. Finalmente, entre los dias 20 y 26 pi, periodo
de tiempo en el que la mayoria de las muestras fueron positivas (Tabla I11.3), la
carga parasitaria encontrada en el G3 fue menor (p<0,01) en comparacion con
el G2 en la placenta, o en comparacién con el G1 en el higado (Figura adicional
[11.1). Pueden consultarse los datos individuales de la deteccion de ADN

parasitario en la Tabla adicional 111.3.
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Tabla 111.3. Porcentajes de casos con lesiones histolégicas y en los que se detect6 ADN
parasitario en la placenta y visceras fetales, de los animales infectados a lo largo del

experimento.

Placenta Cerebro fetal Higado fetal Pulman fetal

Grupo DPI HEN PCRY HE  PCR HE  PCR HE  PCR
6-12 - - - - - - - 16%

Gl 1319 - - - - - - - 20%
20-26 33%  100% 28%  86% 28%  100% 86%  100%
6-12 - 33% - - - 40% - 20%

G2 1319 - 50% - 18% - 36% - 45%
20-26 100%  100% 100%  100% 100%  100% 66%  100%
6-12 - - - - ; ; ; .

G3 1319 - 66% - 50% 20%  50% 20%  50%
20-26 na  100% 33%  80% 33%  60% 66%  80%

N: lesiones histoldgicas caracteristicas de la toxoplasmosis ovina. 1: Deteccion de ADN

parasitario mediante PCR. DPI: dias post-infeccion.

4. Discusion.

Aunque algunos estudios ya han demostrado la influencia de la gestacion sobre
la patogenia de la toxoplasmosis ovina (Buxton y Finlayson, 1986; Innes et al.,
2009a), se desconocen los mecanismos concretos que se ven afectados.
Ademas, existen muy pocos trabajos que analicen este aspecto de la
toxoplasmosis ovina congénita (Dubey, 2010). Recientemente se ha demostrado

en modelos experimentales murinos que el periodo de gestacion en el que ocurre
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la infeccion de las madres gestantes influye directamente sobre las
consecuencias clinicas observadas en la descendencia (Wang et al., 2011a),
pero debido a las diferencias existentes entre ambas especies (estructura
anatomica de la placenta, respuesta inmunitaria y duracion de la gestacion), no
siempre se pueden extrapolar los resultados (Innes, 1997). Por ello, este trabajo
experimental se ha llevado a cabo con el objetivo de conocer como influye el
momento de gestacion en que ocurre la infeccion de las ovejas gestantes sobre
la patogenia de la toxoplasmosis ovina. Para ello, ovejas primiparas procedentes
del mismo rebafio fueron infectadas en los tres tercios de gestacion con el mismo

aislado de T. gondii y con la misma dosis infectiva.

Uno de los resultados mas sorprendentes de este experimento fue el elevado
namero de abortos que ocurrieron durante la fase aguda de la enfermedad,
concretamente en las dos primeras semanas pi, en los tres grupos de animales.
Este tipo de abortos habian sido descritos en estudios experimentales previos,
pero nunca con dosis infectivas inferiores a 200 ooquistes esporulados (Trees et
al., 1989; Buxton et al., 1993a; 1996; Owen et al., 1998; Castafio et al., 2014).
Puesto que el porcentaje de abortos encontrado en este estudio tras la infeccion
con 50 ooquistes (22,2 %) es menor que el observado en un estudio experimental
previo (Castafo et al., 2014) donde las dosis infectivas fueron de 2000 (91,6 %)
y 500 ooquistes esporulados (58,6 %), es posible que exista una correlacién
entre la dosis infectiva y el porcentaje de abortos durante la fase aguda de la
toxoplasmosis ovina. Ademas, debe tenerse en cuenta que hasta la fecha se
habia sugerido que la dosis infectiva minima capaz de desencadenar abortos
tras la infeccion con T. gondii en esta especie era de 200 ooquistes (Dubey,
2010). Es de destacar que en este experimento una dosis tan baja (50 ooquistes
esporulados) haya sido capaz de causar abortos y lesiones fetales,
independientemente de cuando se infectara a las madres gestantes. Existen dos

posibles factores que podrian explicar esto: por un lado, la mayor virulencia del
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aislado empleado(M4) o la mayor susceptibilidad de la raza Churra, aspectos

que deberian investigarse en futuros estudios.

La aparicibn de abortos tempranos durante la toxoplasmosis ovina ha sido
descrita previamente en un nimero muy escaso de estudios experimentales
(Trees et al., 1989; Buxton et al., 1993a; 1996; Owen et al., 1998; Castafio et al.,
2014) tras infectar a ovejas gestantes a mitad y final de la gestacion (a los 90 y
120 dg). En este trabajo, también ocurrieron al principio de la gestacion (a los 40
dias dg) y en un porcentaje muy similar en comparacion con los otros dos grupos
experimentales. La patogenia de los abortos durante la fase aguda se ha
sugerido que difiere de los abortos clasicamente asociados a la enfermedad
(Owen et al., 1998; Castafo et al., 2014), que suelen ocurrir cuatro semanas
después de la infeccion de la madre gestante. Los resultados de este estudio
parecen confirmar esa hipétesis, ya que la deteccion de ADN parasitario en las
placentas o fetos de esos abortos fue muy escasa y las lesiones histolégicas
(trombosis y leucomalacia periventricular fetal) eran muy diferentes a las
descritas clasicamente en los abortos ocurridos en ovejas tras la infeccion con
T. gondii. Por otro lado, el hecho de que no se encontraran diferencias en el tipo
de lesion y que el porcentaje de ovejas que sufrieron abortos en los tres grupos
experimentales fuera muy similar, parece indicar que los mecanismos que
explicarian la aparicién de estos abortos no estan influenciados por el momento

de gestacion en que se produce la infeccion de las madres gestantes.

Esta influencia si se observo, por el contrario, en los abortos que sucedieron
después del dia 14 pi, ya que se encontraron diferencias en el porcentaje de
abortos ocurridos a partir de esta fecha entre los tres grupos experimentales, asi
como variaciones en los dias pi en los que ocurrieron. Ademas, la gravedad de
las lesiones histolégicas y la carga parasitaria en los tejidos analizados era

distinta en funciéon del grupo experimental.

Mientras que en los G1 y G2 solamente abortdé una oveja en el dia 26 pi, en el

G3 cuatro animales expulsaron mortinatos en el dia 19 pi. El nacimiento de
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mortinatos y la aparicion de abortos ya habia sido descrita previamente tras la
infeccion experimental de ovejas y de cabras con T. gondii a final de la gestacién
(Dubey, 1981; Buxton et al., 1982; Kirkbride et al., 1992). Se ha demostrado que
la infeccion en etapas mas tempranas desemboca en una mayor mortalidad fetal
que si por el contrario la infeccion se realiza a final de la gestacion (Buxton y
Finlayson, 1986). El hecho de que, tal y como se ha demostrado en estudios
experimentales previos (Buxton et al., 1993a; Engeland et al., 1996), los abortos
aparecen a partir de los 40 dias después de la infecciébn experimental con T.
gondii de ovejas a mitad de la gestacion, podria explicar que en este trabajo se
detectara un menor niumero de abortos en los G1 y G2 con respecto al G3, ya
que el dltimo sacrificio se realizo el dia 26 pi. Ademas, en este ultimo grupo
experimental el nacimiento de mortinatos ocurrié6 de manera mas temprana. Ello
podria deberse a que en él las lesiones fetales y de la placenta se detectaron
antes (en el dia 19 pi) que en los otros dos grupos experimentales, donde fueron
visibles solamente en el dia 26 pi, de manera similar a lo descrito en un estudio
experimental previo en el que se infectd6 a las ovejas a mitad y final de la
gestacion, pues las lesiones en la placenta se detectaron en el dia 28 pi
(Gutierrez et al., 2010). En otro trabajo, se documento la aparicién de lesiones
en la placenta a los 10 dias pi tras la infeccion experimental de ovejas con T.
gondii a los 60 y 90 dg. Estas eran lesiones leves o moderadas, caracterizadas
por multiples focos de necrosis, cuyo tamafio aumentaba a medida que
progresaba la gestacion (Gutierrez et al., 2010). La aparicibn mas precoz de
estas lesiones puede deberse seguramente a que en ese trabajo la infeccion
experimental de los animales se realiz6 mediante la inoculacion subcutanea de
quistes tisulares del parasito, una forma de infeccién poco habitual pues en la
mayoria de las reproducciones experimentales de la toxoplasmosis ovina se
administran ooquistes esporulados por via oral (Dubey, 2010). A este respecto,
en infecciones experimentales de vacunos con N. caninum, un apicomplejo
evolutivamente muy semejante a T. gondii, se ha demostrado que la via de

inoculacién y la forma parasitaria empleadas influyen directamente sobre la
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patogenia de la infeccion, en concreto sobre la distribucion del parasito en los
tejidos del hospedador (Benavides et al., 2014).

En lo que respecta a las caracteristicas histologicas de las lesiones, o mas
destacable fue la presencia de necrosis en las muestras de placenta, higado y
encéfalo fetales estudiadas, en concordancia con lo descrito en reproducciones
experimentales previas de la toxoplasmosis ovina (Buxton y Finlayson, 1986).
No obstante, la patogenia de estas lesiones se desconoce. Para algunos
investigadores, para que suceda la necrosis tisular tras la infeccion experimental
con T. gondii es necesario que las células T secreten la citoquina pro-inflamatoria
IFN-y (Liesenfeld et al., 1996), mientras que otros han demostrado en ratones
modificados genéticamente que no expresaban esta citoquina (IFN-y 7) la
aparicion de necrosis en sus tejidos (Silva et al., 2009). Ademas, en cultivos
celulares de trofoblastos se ha demostrado que la necrosis de estas células no
esta provocada ni por la multiplicacion intracelular del parasito ni por un
mecanismo inmunitario (Abbasi et al., 2003). La correlacion tan marcada entre la
carga parasitaria y la necrosis, asi como la escasa infiltracion de células
inflamatorias en estas lesiones sugiere que la presencia del parasito actiia como
una sefal desencadenante para su aparicion, por medio de mecanismos
diversos, tanto no inmunitarios como no exclusivamente inmunitarios. También
el hecho de que las lesiones necréticas fueran de mayor gravedad en el G2, y
en menor medida también en el G1, exactamente los grupos experimentales
donde se encontraron las mayores cargas parasitarias en comparacion con el
G3, parece apoyar la hipotesis de que el principal factor implicado en el
desarrollo de estas lesiones necrdticas es la presencia y posterior multiplicacion
del parésito. Las menores cargas parasitarias y las lesiones de menor gravedad
encontradas en muestras de los animales del G3 podria deberse a la mayor
maduracién de la respuesta inmunitaria fetal en las etapas mas avanzadas de la
gestacion (Buxton y Finlayson, 1986). Por otro lado, estudios in vitro
desarrollados en cultivos celulares de trofoblastos han sugerido que algunos
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factores locales secretados por los trofoblastos infectados con T. gondii podrian
desencadenar la necrosis de los tejidos adyacentes (Abbasi et al., 2003). Seria
interesante, por tanto, de cara a futuros estudios, analizar la relacion entre la
presencia del parasito y la liberacion de factores locales por parte de las células,

asi como si esto sucede en otras localizaciones distintas.

Otro aspecto muy interesante encontrado en este trabajo fue que, mientras que
las lesiones de la placenta e higado fetal, y también en menor medida las
encontradas en el encéfalo fetal, estaban caracterizadas por la presencia de
necrosis, acompafiada o no de un componente inflamatorio, en las muestras
analizadas de pulmon fetal solamente se observaron, principalmente en los G1
y G2, infiltrados inflamatorios perivasculares, pero no necrosis. En este sentido,
aungue en un estudio anterior se describio, tras la infeccion experimental con T.
gondii de ovejas a principio y mitad de la gestacion, la presencia de multiples
focos de necrosis en las muestras de pulmon fetal (Buxton y Finlayson, 1986),
en otras reproducciones experimentales de la toxoplasmosis ovina (Buxton et al.,
1982) y caprina (Dubey, 1988) sblo se han encontrado en este tejido lesiones
inflamatorias con una necrosis minima. Por tanto, seria interesante que en
futuros estudios encaminados a estudiar la patogenia de la toxoplasmosis ovina
se analizara la razon por la que la necrosis, una caracteristica propia de la

enfermedad, no es tan frecuente en el pulmon fetal.

Al comparar la gravedad de las lesiones entre los tres grupos experimentales en
el dia 26 pi, momento en el que aparecieron en todos ellos, las de mayor
intensidad correspondian a las muestras analizadas del G2, es decir,
provenientes de ovejas infectadas a mitad de gestacion. A este respecto, un
estudio experimental previo ya habia demostrado que los corderos o mortinatos
de ovejas infectadas en etapas mas avanzadas de la gestacion presentaban
lesiones mas graves que los de aquellos cuyas madres se infectaron en las
primeras etapas de la misma (Buxton et al., 1982). El hecho de que, tal y como
se habia demostrado previamente, la infeccion en el dia 60 de gestacion
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provocara unas lesiones mas graves en comparacion con las encontradas tras
la infeccion en los dias 40 y 90 de gestacion (Buxton y Finlayson, 1986),
demuestra la influencia que ejerce el momento de gestacion en que ocurre la

infeccidn sobre la gravedad de las lesiones histologicas.

Asimismo, en este trabajo se demostrd la estrecha relacién existente entre la
presencia de cambios patoldgicos en la placentay en el feto y la carga parasitaria
encontrada en estos tejidos. Parece que existe un intervalo de tiempo
comprendido entre los 60 y 90 dg en el que la gravedad de las lesiones es
méxima, lo que se relaciona con las mayores cargas parasitarias. En este
sentido, se detectd ADN de T. gondii a los 12 dias pi en muestras del G2, lo que
parece confirmar la hipétesis de que el parasito es capaz de alcanzar la placenta
en el dia 10 pi (Buxton y Finlayson, 1986), y que la presencia del parasito es
necesaria para el desarrollo de lesiones. A pesar de la limitacion en el nUmero
de muestras disponibles, se pudo detectar ADN parasitario en un porcentaje
elevado, superior al 50 % de las muestras en el dia 26 pi en el G1, en el dia 19
pi en la placenta en el G2, y en ese mismo dia en la placenta, pero también en
el feto, en el G3. De manera similar, al analizar la carga parasitaria, la mayor
cantidad de ADN de T. gondii en el dia 19 pi se detecto en el G3, lo que sugeriria
que, o bien el parasito es capaz de llegar antes o es capaz de multiplicarse de
manera mas eficaz en la placenta y en el feto tras la infeccion de la oveja
gestante en el dltimo tercio de gestacion en comparacién con lo observado
cuando la infeccion sucede en etapas mas tempranas. Al comparar dentro del
mismo grupo experimental la carga parasitaria a lo largo del experimento, tanto
en el G1 como en el G2 se document6 un brusco incremento en la cantidad de
ADN del parasito en el dia 26 pi. Esta tendencia creciente ya habia sido descrita
en el dia 20 pi tras la infeccion experimental con T. gondii de ovejas a mitad de
la gestacidon (Gutierrez et al., 2010). Aunque en el G3 también se observo ese
comportamiento, el incremento en la carga parasitaria en el dia 26 pi con

respecto a los dias 12 y 19 pi no fue tan brusco. Esto podria deberse a que,
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aunque es cierto que el parasito es capaz de llegar antes a la placenta si la madre
se infecto en las etapas finales de la gestacion, no seria capaz de replicarse de
manera tan efectiva como si lo hace si la infeccion de los animales sucede en
etapas anteriores. Esta situacion podria estar relacionada con la mayor
maduracion del sistema inmunitario fetal en las Ultimas fases de la gestacion,

cuya respuesta, sin embargo, no seria capaz de evitar la infeccién del feto.

No se puede encontrar una explicacion clara para estos resultados, puesto que
hay una ausencia total de estudios en ovinos que analicen las variaciones de la
carga parasitaria en la placenta y en el feto en los tres tercios de gestacion y
especialmente que estudien la cinética de la replicacion parasitaria en el Gltimo
tercio. Se ha sugerido que la maduracién del sistema fetal, y por tanto su
capacidad para hacer frente a la infeccion con T. gondii, es el principal factor que
explicaria que la infeccion en los dltimos momentos de la gestacion no
desemboque en unas consecuencias excesivamente graves (Buxton vy
Finlayson, 1986). Por lo tanto, es posible que debido a la mayor maduracion del
sistema inmunitario fetal se haya podido controlar de manera mas efectiva la
replicacion del parasito en el G3, lo que explicaria que en este grupo la carga
parasitaria fuera menor en comparacion con los otros dos grupos
experimentales, y que también las lesiones encontradas fueran menos graves
gue aquellas de los G2 y G1. La posibilidad de una mayor maduracién del
sistema inmunitario en los fetos del G3 se ve ademas reforzada por el hecho de
gue solo se detectaran anticuerpos especificos frente a T. gondii en el dia 26 pi
en los G2 y G3, pero no en el G1. De manera muy similar, en un estudio
experimental previo sobre toxoplasmosis ovina no se encontraron titulos
positivos de anticuerpos fetales anti-T. gondii por medio de la misma técnica
serologica empleada en este estudio, IFAT, antes del dia 30 pi (Buxton y
Finlayson, 1986). Por otro lado, estos resultados indicarian que esta técnica
podria ser poco especifica para el diagnéstico de casos naturales de aborto por

T. gondii en la especie ovina puesto que solamente permitié detectar anticuerpos
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frente al parésito en un caso del total de los nueve fetos abortados o mortinatos
de este trabajo.

Un resultado muy interesante de este estudio fue que el parasito llegé a la
placenta antes en el G3 que en los G1 y G2, lo que sugiere que en las ultimas
etapas de la gestacién, el animal no es capaz de controlar de manera eficaz la
diseminacién del paréasito. En modelos experimentales murinos se ha sugerido
que a medida que avanza la gestacidon se produce una modulacién de la
respuesta inmunitaria materna desde una de tipo Th1 hacia una de tipo Th2 para
asegurar la viabilidad fetal (Wegmann et al., 1993). Puesto que las citoquinas de
tipo Thl son claves para el control de la replicacion de T. gondii (Tan et al., 2011),
este paradigma Th1/Th2 podria explicar por qué el parasito alcanz6 antes, o se
replic6 mas rapido, la placenta y el feto en el G3. Sin embargo, esta transicion
entre distintos tipos de respuesta inmunitaria se ha considerado como una
explicacion demasiado simple, teniendo en cuenta la enorme complejidad de la
interaccion materno-fetal (Chaouat et al., 2003; Zenclussen et al., 2006).
Ademas, estad basada exclusivamente en estudios desarrollados en modelos
experimentales murinos, lo que dificulta extrapolar estos resultados a otras
especies (Entrican, 2002). En este sentido, en trabajos realizados mas
recientemente, no se han encontrado variaciones en la respuesta inmunitaria
periférica de ovejas a medida que la gestacién avanza, lo que sugiere que, en
caso de ocurrir, la modulacién de la respuesta inmunitaria en ovinos durante la
gestacion sucederia solo a nivel local (Wattegedera et al., 2008). Teniendo en
cuenta la importancia de los factores locales durante la gestacién, el estudio de
las células NK est& teniendo cada vez mas importancia debido a su papel clave
en el mantenimiento de la gestacién (Chaouat et al., 2003; Jabrane-Ferrat y
Siewiera, 2014). En este trabajo las ovejas infectadas al principio de la misma
sufrieron un periodo de hipertermia mas prolongado en el tiempo que aquellas
infectadas a mitad o final de la gestacion. También en esas ovejas el parasito se
detecté de manera mas tardia. Puesto que se ha demostrado que el desarrollo
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de un proceso febril es consecuencia de la respuesta inmunitaria innata tras una
infeccién y que potencia la efectividad de la posterior respuesta inmunitaria
adquirida (Evans et al., 2015), es posible que esas diferencias encontradas entre
los G1 y G3 sean debidas no solamente a una posible modulacién del sistema
inmunitario materno, sino también a variaciones de la respuesta inmunitaria

innata.

En conjunto, los resultados de este estudio experimental demuestran claramente
qgque el momento de gestacién en el que ocurre la infeccion de las ovejas
gestantes influye directamente sobre la patogenia de la toxoplasmosis ovina,
complementando los hallazgos de un estudio experimental previo (Buxton y
Finlayson, 1986). Este efecto se ha constatado en el desarrollo clinico de la
enfermedad, en la gravedad de las lesiones asociadas y en la carga parasitaria
encontrada en los tejidos. La diseminacion del parasito se control6 de manera
mas eficaz en las ovejas infectadas en el primer tercio de gestacion que en
aguellas infectadas en el segundo tercio, por lo que la gravedad de las lesiones
fue menor en aquellas. La infeccion en el ultimo tercio de gestacion se asocio
con una diseminaciéon mas répida del parasito en el feto y en la placenta,
desembocando en aborto. Sin embargo, las lesiones fetales fueron menos
graves que las encontradas cuando la infeccion se produjo en el primer tercio de
gestacion. Aunque se desconocen los mecanismos que explicarian estas
diferencias, se ha sugerido que podrian deberse a la modulacién de la respuesta
inmunitaria a medida que avanza la gestacion (Entrican, 2002; Chaouat et al.,
2003). Seria conveniente analizar, en proximas investigaciones, el tipo de

modulacién y su influencia en las respuestas inmunitarias periférica y local.
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Tabla adicional Ill.1. Titulos serol6gicos individuales en las ovejas infectadas y en los

fetos/mortinatos en el momento de la necropsia.

Titulo sérico

Oveja Dia pi de Titulo Fetos )
Grupo ) ) o de fluidos
(Ref.) necropsia sérico (ref.)
fetales
146F1 -
146 12 1:400
146F2 -
147F1 -
147 12 1:800
147F2 -
148F1 -
148 12 1:800
148F2 -
150F1 -
150 19 1:1600
150F2 -
Gl 151F1 -
i 151 19 1:400
(dia 40) 151F2 -
152 19 1:800 152F1 -
154F1 -
154 26 1:800 154F2 -
154F3 -
155F1 -
155 26 1:600
155F2 -
156F1 -
156 26 1:1600
156F2 -
387 11 1:400 387F1 -*
158 12 1:800 158F1 -*
159F1 -*
12n
159 1:3200 159F2 -*
159F3 -*
160F1 -
137
160 1:3200 160F2 -
G2
160F3 -
(dia 90)
379 147 1:3200 379F1 -
19 162F1 -
162 1:1600
162F2 -
163F1 -
19
163 1:3200 163F2 -
163F3 -
165 26 1:6400 165F1 -
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165F2
166F1 1:64
166 26 1:6400
166F2 1:128
179 on 1:1600 179F1 na
181 12 1:1600 181F1 1:16
182 12 1:1600 182F1
137 183F1 -*
183 1:1600:
183F2 -*
G3
(dia 120) 185 197 1:1600 185F1 -*
ia
186 19 1:6400 186F1
187 21 1:6400 187F1 -*
221 188F1 -*
188 1:3200
188F2 -*
189F1 na
189 26" 1:12800
189F2 1:32

 fetos abortados o mortinatos. * analisis del liquido toracico de los fetos abortados. pi: post-infeccion.
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Tabla adicional Ill.2. Cuantificacién individual de las lesiones de la placenta y de las visceras fetales (higado, pulmén y encéfalo).

Placentoma Higado fetal Encéfalo fetal Pulmén fetal
Feto Necropsia
Grupo
o N N N°
(ref.) (dia pi) TMF (mm2) %PSAL TMF (mm2) %PSAL TMF (mm?2) %PSAL TMF (mm2) %PSAL
focos /cm? focos /cm? focos /cm? focos /cm?
154F1 26 4,16 0,018 0,08
154F2 26 1,19 0,058 0.07
155F1 26 1,98 0,023 0,05 6,60 0,016 0,11 61,42 0,028 1.73
Gl 0,52 0,018 0,01
(dia 40) 155F2 26 4,47 0,01 0,05 23,10 0,017 0.38
156F1 26 41,06 0,062 2,54
156F2 26 3,47 01 0,35 21,68 0,037 08
165F1 26 0,88 0,021 0,02 14,39 0,076 1,09 3,66 0,039 0,14 13,88 0,053 0,74
G2
4ia 90 166F1 26 3,06 0,025 0,08 7,46 0,033 024 1,83 0,026 0,05
(dia 90) 0,08 095 0,085
166F2 26 2,99 0,018 0,06 37,07 0,019 0,69
186F1 19 0,58 0,024 0,01 1,65 0,008 0,01
c3 187F1 212 ND ND ND 4,19 0,031 0,13
(dia 120)
188F2 222 ND ND ND 10,38 0,045 0,47 1,83 0,026 0,05
189F2 26° ND ND ND 4,14 0,025 0,1 1,20 0,017 0,02 5,69 0,037 0,21

a@Mortinatos. Los otros casos fueron seleccionados segun el disefio experimental inicial. pi: post-infeccion. ND: no disponible. TMF: Tamafio medio de los focos.

%PSAL: Porcentaje de seccidon afectada por las lesiones.
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Figura adicional Ill.1. Diagrama “box-plot” que representa las cargas parasitarias de T. gondii medidas en el mismo periodo pi y comparadas entre los tres
grupos experimentales en la placenta y visceras fetales (encéfalo e higado). La raya horizontal de cada caja representa la carga parasitaria media, mientras
que la inferior y superior representan los valores minimo y maximo respectivamente. Los asteriscos indican los niveles de significancia entre cada dia pi en los

diferentes tejidos analizados: * (p<0,05), ** (p<0,01), *** (p<0,001). dpi: dias post-infeccion.
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Tabla adicional 11l.3. Frecuencia individual de deteccién de ADN parasitario en los fetos.

la distribucion del parasito.

Feto Necropsia Tejidos fetales
Grupo Placenta
(ref.) (dia pi) Encéfalo  Higado Corazén  Pulmén  MST
146F1 12 - - - - + +
146F2 12 - - - - -
147F1 - - - - - -
12
147F2 - - - - -
148F1 - A - - - -
12
148F2 - - - - -
150F1 - A - - A -
19
150F2 A A - +1 -
Gl 151F1 - - - - - -
19
(dia 40 pi) 151F2 - - - - -
152F1 19 - - - - - -
154F1 +++ +++ +++ +++ +++
154F2 26 +++ A ++ +++ +++ +++
154F3 +++ +++ +++ +++ +++
155F1 +++ +++ +++ +++ +++
26 +++
155F2 +++ +++ +++ +++ +++
156F1 ++ +++ +++ +++ +++
26 +++
156F2 +++ ++ +++ +++ +++
387F1 11 - -A A oA _A A
158F1 12 + ++ + + - -
159F1 N ++ - - -
G2
159F2 12 - A - - - -
(dia 90 pi)
159F3 A - - - -
160F1 - - - - -
13 +
160F2 - - - - -
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160F3 + - - +4++ -
379F1 14 b b _b b b
162F1 +++ + ++ +++ -
19 ++
162F2 - - - - -
163F1 - ++ ++ - }
163F2 19 - - ++ - - -
163F3 - ++ - ++ 4+
165F1 ++ +++ +++ +++ +++
26 ++
165F2 +4++N ++ A - - -
166F1 +++ +++ +++ +++ +++
26 +++
166F2 +++ +++ +++ +++ +++
179F1 9 - - - - - -
181F1 12 - - - - - -
182F1 12 - - - - - -
183F1 - - - - -
13 -
183F2 - - - - -
184F1 19 - - - - - -
G3
185F1 19 +++ + - +++ 4+ +++
(dia 120 pi)
186F1 19 ++ + +++ +++ +++ +++
187F1 21 +1 ++ +++ +++ +++ +++
188F1 ++ A - B A L
22 ++A
188F2 +++ ++ +++ +++ +++
189F1 A A oA A A
26 +++ A
189F2 +++ ++ +++ +++ +++

A muestra autolitica. pi: post-infeccién. MST: misculo semitendinoso. Los simbolos +++, ++ y + asi

como — representan la deteccidon de ADN parasitario en porcentajes del 67 %, 66-34 %, <3 3% y 0 %

respectivamente.
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1. Introduccion.

La toxoplasmosis ovina es una enfermedad infecciosa, causada por el protozoo T.
gondii, que provoca importantes pérdidas econémicas en la ganaderia ovina en todo
el mundo ya que ocasiona problemas de infertilidad, principalmente abortos y el
nacimiento de corderos débiles (Dubey, 2009b). A pesar de su gran relevancia, se
desconocen los mecanismos que explicarian los abortos, pues no esta claro si ocurren
como consecuencia de la multiplicacion del parasito en el feto o en la placenta, o si
por el contrario se deben a un desequilibrio hormonal o de la respuesta inmunitaria en

estas localizaciones (Castafio et al., 2016).

El momento de gestacion en que sucede la infeccion de las ovejas gestantes
determina las consecuencias de la toxoplasmosis ovina (Castafio et al., 2016). Aunque
en ratones se ha demostrado que durante la gestacion la respuesta inmunitaria
desarrollada en la placenta sufre una modulacion y que las respuestas inmunitarias
periférica y local difieren durante el proceso gestante (Chaouat, 2003), no se ha
comprobado que esto también suceda en la especie ovina (Entrican et al., 2015). De
hecho, el paradigma de que la respuesta inmunitaria materna en la placenta
evoluciona desde una de tipo Thl, caracterizada por la produccion de las citoquinas
pro-inflamatorias IFN-y y TNF-a, hacia una de tipo Th2, representada principalmente
por IL4 e IL10, esta basado en infecciones experimentales de ratones con T. gondii a
mitad de la gestacion (Krishnan et al., 2013). Sin embargo, estos resultados no se
pueden extrapolar a la especie ovina debido a las diferencias existentes entre ambas
especies en cuanto a la estructura de la placenta, la respuesta inmunitaria o la
duracibn de la gestacion (Innes, 1997). De hecho, los escasos estudios
experimentales que se han desarrollado hasta la fecha para investigar este aspecto
de la enfermedad en ovejas no han encontrado diferencias entre las respuestas
inmunitarias periféricas de animales gestantes y no gestantes (McClure et al., 2005;
Wattegedera et al., 2008).
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Los trabajos que estudian la respuesta inmunitaria desarrollada en ovejas gestantes
tras la infeccién experimental con T. gondii son escasos (Buxton y Finlayson, 1986;
Castano et al., 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2019). Aun asi, parece claro que la
temprana produccion de IFN-y es un mecanismo de control de la infeccion asociado a
una respuesta inmunitaria de tipo Thl (Oura et al., 1993; Gazzinelli et al., 1996a).
Ademas de los mecanismos celulares, la infeccion con T. gondii en ovejas estimula la
respuesta inmunitaria humoral (Stanley et al., 2004), aunque no es hasta la segunda
semana pi cuando se empiezan a detectar anticuerpos especificos frente al paréasito
en la sangre periférica materna (Innes y Wastling, 1995), que ademas parecen
desempeniar un papel inmunitario menor que los mecanismos celulares a la hora de
controlar la infeccion (Innes et al., 2007). Por otro lado, se ha demostrado que en los
rumiantes la placenta es un sitio inmunolégicamente muy activo que es capaz de
prevenir la infeccion del feto y permitir de esta manera el transcurso normal de la
gestacion (Fair, 2015). Sin embargo, a pesar de la relevancia de la toxoplasmosis
ovina, hay muy pocos estudios que analicen la respuesta inmunitaria local en este
organo durante la infeccion. Nuestro grupo de investigacién publicé recientemente un
trabajo en el que se demostré que el momento de gestacion en que se infectan las
ovejas influye de manera directa sobre el curso clinico de la enfermedad, el desarrollo
de lesiones y la multiplicacion del parasito (Castafio et al., 2016). Teniendo en cuenta
la ausencia de evidencias de que la respuesta inmunitaria periférica materna sea
modulada (Wattegedera et al., 2008), la hipétesis de este estudio es que dicha
modulacién ocurre en la placenta y que seria clave en la patogenia de la enfermedad.
De esta manera, el objetivo del trabajo es comparar las respuestas inmunitarias
periférica y local, a nivel de la placenta, desarrolladas en ovejas gestantes infectadas
de manera experimental con 50 ooquistes esporulados de T. gondii (aislado M4)

administrados por via oral en los tres tercios de gestacion.
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2. Material y métodos.

2.1. Animales y disefio experimental.

En el estudio experimental previo desarrollado por nuestro grupo de investigacion se
describid en detalle el disefio del estudio (Castafio et al., 2016). De manera resumida,
se seleccionaron 36 ovejas primiparas de raza Churra y del mismo rebafio con una
edad comprendida entre 24 y 30 meses, y que eran seronegativas a T. gondii, N.
caninum, virus de la enfermedad de la frontera, C. burneti y C. abortus.
Posteriormente, se sincronizo el celo de las ovejas y fueron cubiertas mediante monta
natural con machos de raza Churra durante dos dias, tras lo cual los machos fueron
apartados del rebafio. A los 40 dias posteriores a la fertilizacion, se comprobé el
estado de gestacion y la viabilidad fetal mediante ecografia. Las ovejas gestantes
fueron distribuidas al azar en tres grupos experimentales, cada uno formado por 9

ovejas infectadas y 3 no infectadas, a modo de control negativo de la infeccion.

En funcion del momento de gestacion en que se infectaron, los animales se
clasificaron en diferentes grupos: a los 40 (G1), 90 (G2) y 120 (G3) dias de gestacion
(Tabla 1V.1). La infeccion experimental de las ovejas se llevd a cabo por via oral con
50 ooquistes esporulados del aislado M4 de T. gondii (Moredun Research Institute,
Edimburgo, Escocia, Reino Unido), caracterizado como de tipo Il (Dr. Frank Katzer,
comunicacién personal), diluidos en 50 ml de PBS, mientras que a los 3 animales no
infectados de cada grupo se les administraron 50 ml de PBS y se mantuvieron como
controles negativos de la infeccidon. Estaba previsto el sacrificio secuencial en cada
grupo experimental de 3 ovejas infectadas y 1 control los dias 12, 19 y 26 pi. Sin
embargo, la aparicién de abortos espontaneos en las fases tempranas (entre los 9y
14 dias pi) y més avanzadas (entre los 17 y 26 dias pi) de gestacion obligé a modificar
el nimero de ovejas infectadas que se sacrificaron los dias 12, 19y 26 pien G2y G3

(Tabla IV.1). Las ovejas que sufrieron abortos espontaneos fueron sacrificadas en el
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momento de detectarse este, ya fuera por la expulsién del feto/mortinato o bien por la

deteccidn por ecografia de la muerte fetal.

Tabla IV.1. Distribucion experimental de los animales segin el momento de gestacién en que fueron
infectados (G1, G2 0 G3) y el dia pi en el que fueron sacrificados o en el que se produjo el aborto.

N° de ovejas
Abortost Sacrificio secuencial
6-16 dpi 17-26 dpi 12 dpi 19 dpi 26 dpi
G1 2/0n 1/0 11 3/1 2/1
G2 4/0 1/0 1/1 2/1 1/1
G3 2/0 4/0 211 11 0/1

I: abortos espontaneos o mortinatos ocurridos en ese grupo. " ovejas infectadas/control.

Todos los protocolos relacionados con el manejo de los animales fueron realizados de
acuerdo a la normativa vigente tanto a nivel nacional como europeo (Ley 32/2007,
R.D. 1201/2005 y Directiva 2010/63/UE). Asimismo, fueron aprobados por el Comité
de Bienestar Animal del Instituto de Ganaderia de Montafia (IGM, ULE-CSIC), de
Ledn.

2.2. Seguimiento clinico y recogida de muestras.
Tras lainoculacién del parasito, la viabilidad fetal se comprobaba tres dias a la semana

mediante ecografia.

Las muestras de sangre se recogieron en los dias -1, 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22 y 26 pi
mediante puncion yugular y en los dias en los que se sacrifico a los animales justo
antes de administrarles el agente eutanasico. En el caso de los fetos, la sangre se
extrajo de las venas del cordén umbilical o del corazén en el momento de la necropsia.
Las muestras sanguineas se recogieron en tubos Vacutainer (Becton— Dickinson and

Company, Plymouth, Reino Unido) sin anticoagulante y se les dejé coagular a
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temperatura ambiente. Tras la centrifugacion de estas muestras se obtuvo el suero

gue se almaceno a -80°C hasta su analisis posterior.

En los dias 12, 19 y 26 pi, o después de que se produjeran abortos de manera
espontanea (ver apartado anterior), los animales fueron sedados con xilacina
(Rompun™_  Bayer, Mannhein, Alemania) y posteriormente eutanasiados tras
administrarles una sobredosis de embutramida y de ioduro de mebezonio (T61,
Intervet, Salamanca, Espafa). Inmediatamente después de la eutanasia, se
recogieron las muestras fetales y de placenta. Respecto a estas Ultimas, se cortaron
de manera transversal diez placentomas seleccionados al azar y se sumergieron en
“‘RNAlater” (Sigma—Aldrich, Saint Louis, Missouri, E.E.U.U.) para el andlisis de la

expresion de ARNm de diversas citoquinas.

2.3. Deteccion de anticuerpos especificos frente a T. gondii en muestras de
suero.

Las muestras de suero recogidas de las ovejas y de los fetos se analizaron mediante
una técnica de ELISA indirecto (Innes y Wastling, 1995) para detectar anticuerpos
especificos frente al parasito. Los 96 pocillos de cada placa fueron recubiertos con
antigeno soluble procedente de taquizoitos del aislado ME49. A continuacion, se
incubaron durante una noche entera a 4 °C con 100 pL por pocillo de la solucion de
antigeno a una concentracion de 10 pg/mL diluida en tampoén carbonato (63 mM, pH
9,6). Las uniones inespecificas se bloquearon mediante la adicion de 100 pl de
albumina sérica bovina diluida al 0,05 % en tampon fosfato salino (0,1 M, pH 7.,6) con
0,05 % de Tween 80 (PBST). Tras 2 h de incubacion a temperatura ambiente, las
placas se lavaron cuatro veces con PBST. Las muestras de suero se diluyeron a 1:100
en PBST y se afadieron 100 uL de esta dilucién a cada pocillo, dejandolos incubar
durante 1 h a temperatura ambiente. Se analizaron todas las muestras por duplicado.
Tras lavar de nuevo las placas 4 veces con PBST, se afiadieron 100 uL de peroxidasa
de rabano picante (HRP por sus siglas en inglés) conjugada con proteina G (Biorad,
Hercules, E.E.U.U.) diluida a 1:1500 en PBST dejando incubar la mezcla durante 1 h
a temperatura ambiente. Tras un nuevo lavado, se afiadieron a cada pocillo 100 uL de
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sustrato ABTS (Sigma-Aldrich, Madrid, Espafia), dejandolo incubar durante 30 min.
En concreto, 5,48 mg de este sustrato se habian diluido en 50 ml de tampon citrato
0,05 M, pH 4,0 con 0,0016 % de peroxido de hidrégeno. Por ultimo, se afiadieron a
cada pocillo 40 pL de una solucién de &cido fluorhidrico 0,1 M a temperatura ambiente
para finalizar la reaccién y la densidad o6ptica (DO) se midi6 a 405 nm. Asi, los

resultados se expresaron como un indice de densidad (1O) optica:

1O = DO muestra—DO control negativo

~ DO control positivo—DO control negativo

2.4. Cuantificacion de los niveles de IFN-y, TNF-a, IL4 e IL10 en suero materno.

Los niveles de las citoquinas IFN-y e IL4 se cuantificaron mediante los kits comerciales
“Bovine IFN-y e IL4 ELISA” (Mabtech AB, Suecia) respectivamente, siguiendo en todo
momento las indicaciones del fabricante. Por otro lado, los niveles de TNF-a e IL10 se
cuantificaron mediante un ELISA de inhibicién competitiva (Cusabio®) especifico para
cada citoquina, siguiendo también las indicaciones del fabricante. En todos los casos,
se leyd la DO de las placas a 450 nm y los resultados se interpretaron de manera
posterior mediante el programa informatico “Curve Expert Professional” (Hyams
Development, Alabama, E.E.U.U.). Para poder comparar la evolucion de los niveles
de estas citoquinas en las muestras de suero en cada tercio de gestacion, los datos
procedentes de los dias 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22 y 26 pi se normalizaron con los valores

de cada grupo del dia -1 pi, de modo que se expresaron como un cociente.

2.5. Extraccion de ARNy qPCR.

Se extrajo ARN de cinco placentomas mediante el kit comercial “Maxwell® 16 LEV
simply RNA Purification Kit”, desarrollado por Maxwell® 16 System (Promega,
Wisconsin, E.E.U.U.), siguiendo en todo momento las instrucciones del fabricante. La
integridad de las muestras de ARN se comprobd en un gel de agarosa al 1% y se
determinaron las concentraciones de ARN mediante un espectrofotdmetro
“Nanophotometer” (Implen GmbH, Munich, Alemania). EIl ADNc se obtuvo mediante
transcripcion inversa utilizando el kit comercial “Master mix SuperScript® VILO™
cDNA Synthesis Kit” (Invitrogen, Paisley, Reino Unido), de acuerdo al procedimiento
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descrito en un estudio previo (Innes et al., 2007). Los cebadores utilizados y la
metodologia empleada en la PCR fueron similares a lo descrito por Arranz-Solis et al.
(2016), y pueden consultarse en la Tabla adicional IV.1. La expresion de ARNm se
calcul6 normalizando los valores C: del gen diana con el valor C: del gen
“housekeeping”, o constitutivo. Los valores Ctnormalizados de los animales infectados
se restaron de los valores C: promedio de los animales control. Las diferencias
resultantes (AACt) se transformaron y expresaron como un incremento lineal con
respecto a los animales control y se llevé a cabo su analisis estadistico, siguiendo el
procedimiento descrito en en estudios previos (Schmittgen y Livak, 2008; Arranz-Solis
et al., 2016).

2.6. Analisis estadistico.

Debido a que el nimero de muestras del que se disponia estaba limitado por la
modificacion que tuvo que realizarse en el plan de sacrificios secuenciales previsto
inicialmente debido a la aparicion espontanea de abortos en las fases mas tempranas
y mas avanzadas de la infeccidn, se consider6é que no era significativo el efecto del
dia pi en el que los animales fueron sacrificados , de modo que solamente se
compararon entre si los datos de cada grupo experimental (G1, G2, G3) segun el

momento de gestacion en el que se infectd a las ovejas.

Los niveles de produccion de anticuerpos de cada grupo experimental se analizaron
mediante la prueba estadistica ANOVA. En el caso de que se encontraran diferencias
significativas, se utilizé la prueba de Tukey para analizar las comparaciones multiples
en cada tiempo en el que se recogieron muestras. Las variaciones en los niveles de
expresion de las citoquinas en muestras de suero se analizaron mediante la prueba
estadistica t de Student, utilizando el método Holm-Sidak para corregir las

comparaciones multiples.

Finalmente, para analizar las diferencias en la expresion de los niveles de ARNmen la

placenta entre cada grupo experimental se utilizo la prueba estadistica Mann-Whitney.
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En todos los andlisis, se estableci6 un nivel de significancia de p<0,05. Para analizar
todos los datos se empled el programa informatico “GraphPad Prism 6.01” (San Diego,
California, E.E.U.U.).

3. Resultados.

En el capitulo anterior ya se mostro un estudio detallado de los resultados relativos al
curso clinico de la enfermedad, desarrollo de lesiones y distribucion del parésito, los
cuales se corresponden con los publicados en Castafio et al. (2016). En la Tabla
adicional 1V.2 se puede consultar una breve comparaciéon de los valores medios de
la carga parasitaria y de las lesiones histolégicas de los animales infectados de los
G1, G2y G3 en el dia 26 pi.

3.1. Produccion de anticuerpos anti-T. gondii en el suero materno.

Los anticuerpos especificos frente a T. gondii comenzaron a detectarse en el suero
materno a partir del dia 5 pi, de forma que sus niveles se incrementaron hasta el final
del experimento. No obstante, se encontraron diferencias en la cinética de produccion
de anticuerpos entre los diferentes grupos experimentales. Asi, el valor medio de 10
de las ovejas gestantes del G2 fue significativamente mayor que el del G1 en los dias
1,5,8y 12 piy que el del G3 en los dias 8, 12, 19 y 22 pi. Respecto a los animales
no infectados, su produccion de anticuerpos frente al parasito se mantuvo constante

a lo largo de todo el experimento (Figura 1V.1).

3.2. Presencia de citoquinas en el suero materno.

De entre todas las citoquinas analizadas (IFN-y, TNF-aq, IL4 e IL10), IFN-y fue la que
se detectdé en mayor cantidad, y de manera mas temprana, en todos los grupos
experimentales (Figura IV.1). En todos ellos, los niveles circulantes de esta citoquina

fueron significativamente mayores que los del grupo de animales no infectados en el
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dia 8 pi. Ademas, en el dia 5 pi sus niveles en las ovejas infectadas de los G2 y G3
fueron significativamente mayores que en el grupo control. No se encontraron
diferencias significativas entre los diferentes grupos infectados. Respecto a TNF-q,
destacé su notable incremento en el dia 12 pi en las ovejas gestantes infectadas del
G2. Los niveles fueron significativamente mayores que los encontrados en el suero de
los animales control y de los infectados del G1 en los dias 12 y 15 pi. En lo que a los
niveles de IL10 respecta, no se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes grupos infectados en el dia 12 pi, momento en el que en todos ellos se
observaron valores significativamente mayores que en el grupo de animales control.
Ademas, los niveles fueron significativamente mayores en las ovejas infectadas del
G1 conrespecto a los animales control y del G2 en los dias 19 y 22 pi respectivamente.
Finalmente, los niveles de IL4 no fueron significativamente diferentes entre ninguno
de los grupos infectados, ni tampoco al comparar cualquiera de ellos con el de

animales control (Figura IV.1).
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Figura IV.1. Produccion de anticuerpos y citoquinas en muestras de suero de los animales infectados
y controles de los G1, G2 y G3. Las graficas representan los valores de 10 de los anticuerpos vy el
cociente las citoquinas en los tres tercios de gestacién en que se produjo la infeccién con T. gondii. Las
letras que aparecen en la misma columna de las tablas representan diferencias significativas (p<0,05)

entre los grupos experimentales al compararlos en el mismo dia pi.
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3.3. Niveles de trasncripcion de ARN de las citoquinas en la placenta.

La respuesta inmunitaria desarrollada a nivel local en la placenta se caracterizé
mediante el estudio de la transcripcidbn de ARN en los placentomas de las mismas
citoquinas analizadas en las muestras de suero materno (Figura IV.2). Se observaron
diferencias significativas en los niveles de expresibn de todas las citoquinas
estudiadas, salvo IL12, de los animales infectados de los tres grupos con respecto a
los controles en al menos un tercio de gestacién. Cabe destacar que los niveles de
expresion de IL10 no fueron significativamente diferentes de los de los animales
controles en el G1, mientras que esto mismo ocurri6 al analizar los niveles de

expresion de IL4 en los animales infectados del G3 y los controles.

De manera similar a lo observado al estudiar la respuesta inmunitaria periférica, los
mayores niveles de expresion encontrados en los placentomas entre animales
infectados y controles correspondieron a la citoquina IFN-y. No obstante, no se
detectaron diferencias significativas en su expresién entre los diferentes grupos

infectados, como tampoco las hubo en el caso de TNF-a.

Si se encontraron diferencias significativas en los niveles de transcripcion de las
citoquinas de tipo Th2 y Treg entre los diferentes grupos experimentales. En concreto,
los niveles de expresion de IL4 fueron significativamente mayores en los G1 y G2,

mientras que los de 1L10 lo fueron en el G3.
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Figura IV.2. Transcripcion del ARN de las citoquinas de los animales infectados y controles de los tres
grupos experimentales en muestras de placentoma. Las graficas representan los niveles de expresion
de las citoquinas IFN-y y TNF-a, de tipo Th1, asi como de IL4, de tipo Th2, y de IL10, de tipo Treg, para

analizar la influencia del tercio de gestacion en que se produjo la infeccion con T. gondii sobre la

respuesta inmunitaria a nivel local.
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4. Discusion.

La existencia de una clara influencia del momento de gestacién en que se produce la
infeccion experimental con T. gondii sobre la patogenia de la toxoplasmosis ovina ya
se ha expuesto en el capitulo anterior, y los resultados relativos a dicho estudio fueron
publicados en un articulo cientifico (Castafio et al., 2016). En concreto, las lesiones
asociadas a la infeccion y la llegada del parasito a la placenta, se detectaron de forma
mas temprana (a los 19 dias pi) en los animales del G3, en comparacion con el resto
de animales infectados, en los que la deteccion no fue posible hasta el dia 26 pi. Sin
embargo, la mayor carga parasitaria se detectd en el dia 26 pi en las ovejas infectadas
a mitad de la gestacion (Castafio et al., 2016). Con el objetivo de profundizar en la
patogenia de la toxoplasmosis ovina, en este estudio se analizan las respuestas

inmunitarias periférica y local, en la placenta, en esos mismos animales.

Con respecto a la respuesta inmunitaria periférica, evaluada mediante la produccion
de anticuerpos especificos frente a T. gondii, se detectaron mayores niveles de
anticuerpos circulantes en los animales infectados de todos los grupos con respecto
a los controles en el dia 12 pi. A pesar de que en los dias 12 y 19 pi la produccién de
anticuerpos fue significativamente mayor (p<0,0001) en el G2 que en el G1, a partir
de ese momento no se encontraron diferencias significativas entre los diferentes
grupos experimentales. De manera similar a los resultados de este trabajo, el aumento
en la producciéon de anticuerpos especificos frente al parasito en la sangre periférica
de ovejas infectadas con T. gondii a partir de la segunda semana pi ya habia sido
descrito previamente (Maley et al., 1997; Castafo et al., 2014; Sanchez-Sanchez et
al., 2019). El hecho de que la cinética de produccion de anticuerpos sea similar entre
los diferentes grupos de animales infectados sugiere que el momento de gestacion en
gue ocurra la infeccion con T. gondii no influye sobre la respuesta inmunitaria periférica

desarrollada en los animales.
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En lo que respecta a la produccion de citoquinas en las muestras de suero materno,
fue muy similar en todos los grupos experimentales, lo que fue especialmente
destacable en el caso de la citoquina IFN-y, cuyos niveles séricos fueron
significativamente mayores (p<0,0001) en todos los grupos de animales infectados
con respecto al grupo de animales control en los dias 5 y 8 pi. Estos resultados
demuestran que esta citoquina ejerce un papel esencial en el control de la infeccion
con T. gondii en ovinos, tal y como habia sido demostrado previamente en ovejas no
gestantes (Innes y Wastling, 1995; Verhelst et al., 2014). Tras este incremento, los
niveles circulantes de IFN-y descendieron, coincidiendo con un incremento gradual en
la produccion de anticuerpos especificos frente al parasito, asi como de las citoquinas
TNF-a e IL10. A este respecto, en un estudio en el que se infect6 de manera
experimental un cultivo celular de trofoblastos humanos con T. gondii se describio
también un incremento en la produccién de ambas (Barbosa et al., 2015). A la hora
de comparar los niveles séricos de TNF-a e IL10 entre los animales de los tres grupos
experimentales, se encontraron diferencias significativas solamente en momentos
puntuales. Asi, por ejemplo, los niveles circulantes de la citoquina TNF-a fueron
mayores en el G2 que en G1 en los dias 12 y 15 pi. Teniendo en cuenta que, como ya
se ha explicado previamente (Castafio et al., 2016), las lesiones mas graves y las
mayores cargas parasitarias, tanto en la placenta como en los tejidos fetales, se
encontraron en los animales infectados a mitad de la gestacién (G2) es posible pensar
que la produccion de la citoquina TNF-a y de los anticuerpos especificos frente al
parasito ocurriria en la placenta pero también, por ejemplo, en los nédulos linfaticos
tras la infeccion con el parasito, y que esto esté relacionado de algin modo con la
gravedad de las lesiones fetales y de la placenta. Con respecto a IL4, no se
encontraron diferencias significativas ni entre los animales infectados de los diferentes
grupos experimentales ni al comparar los animales infectados con los controles, lo que
esta en consonancia con los resultados derivados de reproducciones experimentales
de la toxoplasmosis en modelos murinos (Dogruman-Al et al., 2011). A la vista de

estos resultados, es posible sugerir que la citoquina IL4 no desempefia un papel
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relevante en la respuesta inmunitaria periférica desarrollada en ovinos tras la infeccion

experimental con T. gondii.

También se analiz6 la influencia de la infeccion a nivel de la placenta, estudiando el
perfil de transcripcion de las citoquinas en este tejido. A excepcion de IL12, se produjo
un incremento en la transcripcion de ARNm de todas las citoquinas estudiadas (IFN-y,
TNF-a, IL4 e IL10) en la placenta de todos los animales infectados con respecto a
aquellos que no lo estaban. Por tanto, estos resultados demuestran que, de manera
similar a lo ocurrido a nivel periférico, la respuesta inmunitaria desarrollada en la
placenta tras la infeccibn con T. gondii esta caracterizada por la produccion de
citoquinas tanto de tipo Thl como de tipo Th2, y de tipo Trg. Estos resultados
concuerdan con lo encontrado tras la infeccion experimental con el apicomplejo N.
caninum, muy similar en términos evolutivos a T. gondii, donde se ha visto que no
existe una polarizacién clara hacia uno u otro tipo de respuesta inmunitaria en la
placenta de ovejas (Arranz-Solis et al., 2016) y vacas (Rosbottom et al., 2008) y
apoyan que en ambas infecciones no existiria una polarizacion Th1/Th2 clara durante
la gestacion. Con respecto a las citoquinas de tipo Thl (IFN-y y TNF-a), que mostraron
un incremento tras la infeccion, no se encontraron diferencias significativas en sus
niveles de transcripcion en la placenta de los diferentes grupos infectados. Los
mayores niveles de produccién de todas las citoquinas analizadas correspondieron a
IFN-y, lo que sugiere que esta citoquina no solamente es esencial en la respuesta
inmunitaria periférica desarrollada por el hospedador tras la infecciéon con T. gondii,
sino que también es trascendental en la respuesta inmunitaria local, desarrollada en
la placenta para controlar su multiplicacion. Otros estudios ya han puesto de
manifiesto la importancia de esta citoquina en la patogenia de la toxoplasmosis ovina
(Innes et al., 1995b; Verhelst et al., 2015). En este trabajo, ademas, se demuestra que
el papel que juega es independiente del momento de gestacion en el que se infecten

las ovejas.

Por otra parte, la expresion de las citoquinas de tipo Th2 (IL4) y Treg (IL10) fue
totalmente diferente. Los niveles de transcripcion de IL10 fueron mayores en las
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ovejas infectadas en el Ultimo tercio de gestacion (G3), mientras que en el caso de IL4
fueron mayores en los animales infectados en las primeras etapas de la enfermedad
(G1). Estos resultados difieren de la idea clasica de que a medida que avanza la
gestacion la respuesta inmunitaria es modulada hacia una de tipo Th2, caracterizada
por la produccién de IL4 (Krishnan et al., 2013). Puesto que los niveles de transcripcion
de ARNm de IL4 en la placenta fueron mayores en G1 y G2, los resultados de este
trabajo demuestran que a medida que avanza la gestacion en ovejas infectadas
experimentalmente con T. gondii la respuesta inmunitaria en este Organo no
evoluciona hacia una de tipo Th2. En estudios previos en los que se reprodujo
experimentalmente la neosporosis en ovejas (Arranz-Solis et al., 2016), vacas
(Rosbottom et al., 2008) y ratones (Lopez-Pérez et al., 2011) si que se encontrdé un
aumento en los niveles de expresion de esta citoquina en la placenta, confirmando
que desempefia un importante papel en la patogénesis de la enfermedad. En lo que
respecta a ovinos, los niveles de ARNm de IL4 en la placenta tras la infeccion con N.
caninum fueron similares en el primer y tercer tercio de gestacion (Arranz-Solis et al.,
2016).

En conjunto, tras analizar los niveles de expresion de las citoquinas IFN-y, TNF-q, e
IL4, tanto a nivel periférico como a nivel local, parece claro que, bajo las condiciones
de este estudio, no existe una modulacion de la respuesta inmunitaria en ovejas
gestantes. Un estudio experimental previo, en el que se sensibilizé a ovejas con un
antigeno no infeccioso, ovoalbimina, no encontro diferencias a lo largo de la gestacion
en la produccion de citoquinas tras la re-estimulaciéon de PBMCs (Wattegedera et al.,
2008). Estos resultados son muy similares a los encontrados en este trabajo, aunque
es cierto que, dada las diferencias en el disefio de ambos experimentos, y, sobre todo,
en la naturaleza de los estimulos antigénicos (estimulacién in vitro con el antigeno
ovoalbumina frente a la infeccion in vivo con T. gondii viable), es dificil poder comparar

los hallazgos de ambos estudios.

En lo que respecta a la IL10, sus niveles de transcripcion en la placenta aumentaron
considerablemente en el segundo y tercer tercio de gestacion. Se ha sugerido que
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esta es una citoquina que desempefia un papel clave en el mantenimiento de la
gestacion por su relacion con las células Treg (Cubro et al., 2018). Aunque su papel en
la infeccion con T. gondii durante la gestacion no ha sido investigado en profundidad,
se ha sugerido, tras investigaciones desarrolladas en modelos experimentales
murinos, que la propia infeccién con este parasito podria favorecer la produccién de
IL10 como una estrategia de evasion contra la respuesta inmunitaria del hospedador
para que asi la infeccién se cronifiqgue (Jeong et al., 2016). Teniendo esto en cuenta,
es posible que el aumento en la expresion de esta citoquina en los animales infectados
a final de la gestacion haya favorecido que el parasito colonice la placenta de manera
mas temprana, tal y como se ha descrito en el primer estudio (Castafio et al., 2016).
Por lo tanto, teniendo en cuenta los resultados de la expresion de 1L4 e IL10 en la
placenta, es posible que en este érgano se haya producido una modulacién de la
respuesta inmunitaria durante la gestacion tras la infeccion con T. gondii, aunque no
estaria claramente orientada hacia una de tipo Th2. Seria muy interesante, por tanto,
dada la ausencia de estudios que aborden este aspecto concreto de la enfermedad,

investigarlo y, en concreto, el papel que desempeiia en el control de la enfermedad.

Sin embargo, al analizar el comportamiento de estas dos citoquinas, IL4 y IL10,
durante la gestacion, se observa que no existe correlacién entre las variaciones
observadas a nivel periférico y en los niveles de transcripcion en la placenta. Esto
sugiere que la respuesta inmunitaria desarrollada por las ovejas tras la infeccién varia
en funcion de la localizacion. En ratones gestantes, se ha demostrado que tras ser
infectados experimentalmente con T. gondii, su respuesta inmunitaria es modulada en
la placenta, pero no a nivel periférico (Liu et al., 2014), lo que se ha relacionado con
una mayor expresion de las moléculas CTLA-4y PD-L1 en las células T de este 6rgano

en comparacion con las células T del bazo (Liu et al., 2014).

En conjunto, los resultados de este trabajo sugieren que en las ovejas se produce una
modulaciéon basal y limitada de la respuesta inmunitaria en la placenta durante la
gestacion, de manera similar a lo descrito en otras especies, pero que dicha
modulacién no se refleja a nivel periférico. Uno de los factores que pueden estar
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interviniendo son las hormonas. Su papel en la toxplasmosis ha sido ampliamente
estudiado en cultivos celulares de ratones y de humanos, habiéndose sugerido que si
gue contribuyen a modular la respuesta inmunitaria (Galvan-Ramirez et al., 2014). Sin
embargo, los escasos estudios que han analizado su influencia tras la infeccion con
T. gondii en ovejas, todos ellos realizados tras la infeccién a mitad de la gestacion, no
han podido demostrar que la progesterona, cuyos niveles disminuyen tras producirse
la infeccidn seguramente como consecuencia del dafio tisular causado por el parasito,
tenga un claro papel en la modulacion de la respuesta inmunitaria materna (Aiumlamai
et al., 1990; Fredriksson et al., 1990).

En conclusion, esta parte de la Tesis Doctoral caracteriza las respuestas inmunitarias
periférica y local, a nivel de la placenta, desarrolladas tras la infeccién de ovejas con
T. gondii en los tres tercios de gestacion, complementando el primer estudio (Castafio
et al., 2016). Los resultados obtenidos demuestran que dicha infeccion influye en las
respuestas inmunitarias periférica y a nivel de placenta, que éstas estan
caracterizadas por la produccion de citoquinas tanto de tipo Th1l (IFN-y y TNF-a) como
de tipo Th2 (IL4) y Treg (IL10). Asimismo, estos dos tipos de respuestas inmunitarias
no son semejantes, especialmente en lo que respecta a las citoquinas 1L4 e IL10, lo
que probablemente sea debido a mecanismos complejos en los que diferentes
factores, como la gestacion, el parasito y el hospedador, interactlen entre ellos y cuyo

papel concreto merece investigaciones futuras.
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Tabla adicional IV.1. Secuencias de cebadores utilizados para analizar los niveles de expresion de las citoquinas mediante qPCR.

Tamafio
Diana ? Cebador Secuencias del cebador (5°-3’) (ob) R2P Pendientes ¢ CV (%) ¢

p
IFN-y QIFN-UP* GATTCAAATTCCGGTGGATG

110 0,996 (-3,40) — (-3,20) 2,26(.6)— 1,682
(X52640.1) QIFN-RP TTCTCTTCCGCTTTCTGAGG
TNF-a QTNF-UP* CCAGAGGGAAGAGCAGTCC

126 0,996 (-3,24) - (-3,19) 6,690.2)— 2,287
(NM_001024860.1) QTNFov-RP* GGAGCGCTGATGTTGGCTAC
IL4 QlL4ov-UP* CTGCCCCAAAGAACGCAACT

154 0,996 (-3,62) — (-3,48) 7,24(4)— 0,95
(XM_004008636.1) QIL4-RP* TCATTCACAGAACAGGTCTTGCTT
IL10 QIL10-UP* TGCTGGATGACTTTAAGGGTTACC

60 0,997 (-3,23) - (-3,22) 7,22(4)— 2,33
(NM_001009327.1) QIL10-RP AAAACTGGATCATTTCCGACAAG
B-actina BACTIN-UP* ACACCGCAACCAGTTCGCCAT

216 0,992 (-3,63) — (-3,46) 2,23.1)-0,20¢)
(NM_001009784.1) QBACT216-RP GTCAGGATGCCTCTCTTGCT

@ Numero de acceso en el NCBI para las secuencias de ADN. utilizadas para el disefio de los cebadores. El anillamiento de los cebadores se comprobd con
las secuencias de ADN gendémico de Ovis aries del cromosoma 3 de IFN-y, del cromosoma 20 de TNF-a, del cromosoma 5 de 1L4, del cromosoma 12 de IL10
y de los cromosomas 14 y 24 de la B-actina en la base de datos de NCBI (Liu et al., 2014). b Coeficiente de regresion minimo (R?) de las curvas estandar de
cada gen diana de la PCR en todos los ciclos de amplificacion, basado en diluciones de 10 (1071 -107") de 10 ng/uL del stock de plasmidos. Los valores C: se
incrementaron de manera lineal hasta la dilucion 10”7 de todos los plasmidos. ¢ Pendientes de las curvas estandar. Se indican los valores minimos y maximos
de las pendientes de cada gen diana de la PCR en cada uno de los ciclos de amplificacion. ¢ Coeficiente de variacion (CV) entre cada ensayo. Los valores de
CV indican el valor maximo y minimo de todos los puntos de la curva estandar para cada gen diana de la PCR. Los nimeros que aparecen como subindices
indican los puntos de la curva para los valores de CV. Los asteriscos (*) indican el anillamiento de los cebadores en las secuencias de los intrones. No se
detectaron productos de amplificacidn al analizar las muestras de ARN ovino libres de ADN (datos no mostrados). Todas las secuencias de cebadores fueron

previamente descritas por Arranz-Solis et al. (2016).
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Tabla adicional 1V.2. Comparacién de los valores medios de la carga parasitaria y de las lesiones

histoldgicas de los animales infectados de G1, G2 y G3 en el dia 26 pi.

Tejido

Grupo experimental

Carga parasitaria ¢ Placenta
Cerebro

Higado

Lesiones histolégicas  Placenta
Cerebro

Higado

G1
5,49 (12,07) 2
5,38 (16,94)

117,50 (395,40)

0,01°
0,08

0,2

G2
1,97 (1250,00)
8,51 (118,20)

13,49 (60,90)

0,03
0,31

0,58

G3
ND
0,30 (4,21)

0 (69,96)

ND
0,02

0,23
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Capitulo V. Estudio de las poblaciones celulares presentes en el
infiltrado inflamatorio de la placenta en las distintas presentaciones

clinicas de la toxoplasmosis ovina.

1. Introduccion.

Como ya se ha explicado en el apartado de Revisién bibliografica, los abortos
asociados a la toxoplasmosis ovina suelen ocurrir un mes después de la infeccion de
las hembras gestantes (Buxton y Finlayson, 1986). En algunos estudios
experimentales desarrollados recientemente se ha descrito una forma de presentacion
de la enfermedad poco conocida, caracterizada por la apariciéon de abortos en las dos
semanas posteriores a la infeccion de los animales y cuya patogenia parece diferir a
la de los abortos asociados clasicamente a la enfermedad (Benavides et al., 2017).

A pesar de la importancia de la toxoplasmosis ovina, la informacion disponible
actualmente sobre la interaccion patdgeno-hospedador es escasa, especialmente la
relacionada con la respuesta inmunitaria desarrollada en la placenta y su influencia
sobre la enfermedad. En los dos estudios anteriores de esta Tesis Doctoral se
demostré que el momento de gestacion en el que se infecta a las ovejas claramente
influye sobre la gravedad de las lesiones en la placenta y la distribucion del parasito
en este organo (Castafio et al., 2016) y que ademas las respuestas inmunitarias
periférica y local difieren (Castafio et al., 2019). En lo que a la respuesta inmunitaria
se refiere, su componente celular es decisivo para controlar la infeccion con el parasito
(Innes et al., 2009a), especialmente en la interaccion materno-fetal, donde se ha
encontrado que T. gondii altera el equilibrio inmunitario de la placenta de ratones y
humanos mediante la activacion de diferentes subpoblaciones celulares (Pfaff y
Candolfi, 2008). Para poder profundizar en la comprension de la patogenia que
presenta la toxoplasmosis ovina a nivel de la placenta, y como continuacion del trabajo
experimental previo en el que se infectd a ovejas primiparas con ooquistes
esporulados de T. gondii administrados por via oral en los tres tercios gestantes, el
objetivo de este trabajo fue caracterizar la distribucion del parasito y el infiltrado de

células inflamatorias en los placentomas de estos animales.
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2. Material y métodos.

La descripcion completa y detallada del disefio experimental de este trabajo puede
consultarse en los dos primeros capitulos de esta Tesis Doctoral, cuyos resultados se
corresponden con los publicados en Castarfio et al. (2016). De manera resumida, 36
ovejas primiparas de raza Churra se dividieron en tres grupos en funcion del momento
de gestacion en que se infectd a los animales: a los 40 (G1), 90 (G2) y 120 (G3) dg
(Tabla adicional V.1). Dentro de cada grupo 9 ovejas fueron infectadas con 50
ooquistes esporulados del aislado M4 de T. gondii (Moredun Research Institute,
Edimburgo, Escocia, Reino Unido), mientras que 3 recibieron 50 ml de PBS como
control negativo de la inoculacion. De acuerdo al disefio experimental previsto
inicialmente, los dias 12, 19 y 26 pi se sacrificarian en cada grupo tres ovejas
infectadas y una control. Sin embargo, como consecuencia del episodio de abortos
tempranos observado en todos los grupos experimentales y de la expulsién de
mortinatos en el G3, se alteré el nimero de animales que fueron sacrificados en los
dias previstos en el disefio inicial, por lo que éste tuvo que ser modificado (Tabla
adicional V.1). Ademas, el grado de autolisis de 9 placentas procedentes de ovejas
gue abortaron de manera temprana (n=5) o que expulsaron mortinatos (n=4) era muy
elevado, lo que impidi6 su correcto procesamiento histolégico y posterior
caracterizacion inmunohistoquimica. En consecuencia, las muestras de placenta
disponibles en este estudio fueron muy limitadas: 9 procedentes de animales no
infectados (3 de cada grupo), 3 de ovejas que abortaron en la fase inicial de la
infeccién (2 del G1 y una del G2), y 15 sacrificadas de acuerdo a lo previsto
inicialmente (7 del G1, 5 del G2 y 3 del G3). En la Tabla adicional V.1 pueden
consultarse con detalle las muestras analizadas. Puesto que la limitacion de muestras
obligd a modificar el calendario de sacrificios secuenciales, se asumio que el efecto
del momento de gestacion en que se produjo la infeccion de los animales o en el que

se les sacrificd, no era estadisticamente significativo, y éstos se agruparon en tres
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categorias: no infectados (n=9), aquellos que abortaron en la fase temprana de la

infeccion (n=3) y los que fueron sacrificados (n=15).

Para llevar a cabo este trabajo, se seleccionaron al azar 3 placentomas de cada animal
gue se incluyeron en parafina una vez fueron fijados en formol, tal y como se explica
en el primer capitulo (Castafio et al., 2016). De cada uno de ellos se obtuvieron cortes
de 3 um de grosor en los que se analiz6 la distribucion del parasito por métodos
inmunohistoquimicos mediante el empleo de un anticuerpo policlonal (Castafio et al.,
2016). Para poder evaluar la respuesta inmunitaria local, se utilizO un panel de
anticuerpos primarios frente a diferentes antigenos que expresan linfocitos o
macrofagos: CD3, CD20, CD163, CD335, calprotectina e Ibal (Tabla adicional V.2).
Para el recuento de células positivas se seleccionaron en el microscopio optico veinte
campos al azar en las areas interdigitales de cada placentoma. Las diferencias en
cuanto al nimero de células positivas para cada anticuerpo fueron analizadas
mediante la comparacion por pares entre grupos empleando la prueba estadistica
Mann-Whitney (GraphPad Prsim 5.0 software, San Diego, California, E.E.U.U.).

3. Resultados.

Solamente se detecté antigeno parasitario mediante métodos inmunohistoquimicos
en 5 ovejas del grupo de animales que fueron sacrificados (n=15). En concreto, estas
5 ovejas fueron eutanasiadas en la cuarta semana pi y fueron las Gnicas que ademas
mostraban lesiones histologicas evidentes, consistentes en placentitis multifocal con
un infiltrado inflamatorio mononuclear (Castafio et al.,, 2016). No obstante, la
inmunotincion no se observé de la misma manera en todas las areas del placentoma
(Figura V.1): mientras que en la caruncula materna el antigeno parasitario siempre

estaba asociado con areas de infiltrado inflamatorio de linfocitos y macréfagos y/o
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necrosis, en los cotiledones fetales se encontré principalmente en los trofoblastos de
las vellosidades coridnicas, pero no relacionado con lesiones histolégicas. En algunas
ocasiones también se observé positividad en el tejido conectivo de las vellosidades
fetales junto al infiltrado de células inflamatorias, pero, al contrario que en la parte
materna, nunca se encontraba asociada a necrosis. Respecto a la integridad del
antigeno parasitario también se observaron diferencias entre la parte materna y fetal:
mientras que en aquella se encontraron restos de parasito o antigeno particulado, en
ésta se observaron estructuras parasitarias muy bien conservadas cuya forma
recordaba a la estructura de las vacuolas parasitéforas. (Figura V.1). Asi, de ahora
en adelante las ovejas sacrificadas en las que se detecté antigeno parasitario por
métodos inmunohistoquimicos se denominaran “ovejas sacrificadas positivas por IHQ”
y el resto “ovejas sacrificadas negativas por IHQ”.
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Figura V.1. Deteccién de antigeno parasitario por métodos inmunohistoquimicos en un placentoma de
un animal del grupo “ovejas sacrificadas positivas por IHQ”. La positividad se observa (color
amarillo/marron) como pequefias vacuolas parasitéforas o antigeno particulado en el interior del foco
de necrosis (puntas de flechas) localizadas en el septo caruncular materno (M). Es de destacar la
diferencia en cuanto a la estructura del parasito en las vellosidades coriénicas fetales (F), donde se

observan grandes vacuolas parasitoforas (F) en los trofoblastos.

En lo que respecta a los infiltrados de células inflamatorias, apenas se observaron
células CD335* (células NK) o CD20* (células B) en los placentomas de los tres
grupos experimentales. Las escasas células inmunotefiidas, que Unicamente se
podian visualizar al microscopio Optico empleando objetivos a grandes aumentos,
estaban distribuidas al azar por el placentoma y no estaban asociadas con lesiones
histoldgicas ni con la presencia del parasito. Sin embargo, al analizar la subpoblacion
de células CD3* (células T), si que se encontré una relacion con la presencia del
parasito y la presentacion clinica. En los animales no infectados, estas células eran
escasas y se encontraban distribuidas en la matriz de las criptas carunculares (Figura
V.2). En las ovejas que abortaron durante la fase temprana de la enfermedad tanto el
namero como la distribucién de las células CD3* fue muy similar a la de los animales
control (Figura V.3). Sin embargo, se observaron grandes diferencias con el grupo
“ovejas sacrificadas positivas por IHQ”, sacrificado en la cuarta semana pi y en cuyas
muestras se encontrd antigeno parasitario, (Tabla V.1). Este aumento en el recuento
de células T se debio principalmente a su incremento en algunas vellosidades fetales,
en las que las células estaban distribuidas de manera difusa en el tejido conectivo
(Figura V.4). En la carincula materna, solamente se observd un incremento
moderado de las células CD3* asociado a los focos de necrosis, siempre y cuando

éstos estuvieran presentes.

Al analizar la poblacion de macréfagos, se observaron diferencias muy claras no
solamente entre los grupos de animales sino también en el fenotipo de esta
subpoblacion celular. Las células CD163* e Ibal* fueron las mas numerosas y estaban
distribuidas de manera similar. Tanto en los animales no infectados como en el grupo
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“ovejas sacrificadas negativas por IHQ”, estas células eran numerosas y estaban
distribuidas de manera aislada en las criptas carunculares maternas y en las
vellosidades fetales (Figura V.5). El niumero de células CD163* e lbal* fue muy
superior en las ovejas que abortaron en la fase aguda de la enfermedad y en el grupo
“ovejas sacrificadas positivas por IHQ” (Tabla V.1). No obstante, entre estos dos
altimos grupos de animales la distribucion de las células CD163* e lbal* fue muy
diferente, pues mientras que en los animales que abortaron en la fase aguda de la
enfermedad la positividad se encontr6 en el septo caruncular materno (Figura V.6),
en el grupo “ovejas sacrificadas positivas por IHQ” las células CD163* e Ibal* se
encontraban infiltrando algunas vellosidades fetales (Figura V.7), de manera similar a

lo que ocurria en el caso de las células CD3".

Tabla V.1. Media (x SEM) por campo de células positivas por IHQ en la zona interdigital de los

placentomas analizados de los diferentes animales.

Grupo
Antigeno

Control Aborto temprano Sacrificadas - Sacrificadas +
CD3* 3,11 (£ 0,16)2 3,51 (+0,3)° 2,76 (+ 0,16)? 12,24 (+ 0,45)
CD21* 0,34 (x 0,06) 0,32 (+ 0,06) 0,27 (= 0,04) 0,34 (x 0,08)
CD335* 0,19 (+ 0,03) 0,23 (£ 0,07) 0,24 (+ 0,05) 0,27 (£ 0,07)
Ibal* 7,15 (£ 0,28)? 16,59 (+ 0,91)° 7,44 (+ 0,28)2 18,29 (+ 0,57)°
CD163* 4,82 (+ 0,32)2 13,46 (x 2,17)° 4,59 (+ 0,36)7 12,82 (+ 0,88)°
Calprotectina* 0,26 (x 0,02) 0,29 (+ 0,06) 0,27 (= 0,03) 0,32 (x 0,03)

a b | os superindices indican diferencias significativas en el recuento total de células

positivas para cada marcador (prueba estadistica Mann-Whitney) (p <0.05).
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Figuras V.2-V.7. Tincién inmunohistoquimica de células T (Figuras V.2-V.4) y macréfagos (Figuras V.4-V.7) en la placenta. Figura V.2. Grupo de animales no
infectados. Las células CD3* son escasas Yy se encuentran en el septo caruncular del placentoma. Es de destacar su ausencia en el mesénquima fetal. Figura
V.3. Grupo de ovejas que abortaron en la fase temprana de la enfermedad. La inmunotincién asociada a las células CD3 es muy similar, tanto en su distribucién
como en su hamero, a la observada en los animales no infectados (Figura V.2). Figura V.4. Grupo de “ovejas sacrificadas positivas por IHQ”. Se observa un
evidente incremento en el nimero de células CD3* en una vellosidad fetal cotiledonaria. Figura V.5. Grupo de animales no infectados. Los macréfagos positivos
por IHQ se encuentran distribuidos de manera aislada tanto en la cariincula materna como en los compartimentos cotiledonarios del placentoma. Figura V.6.
Grupo de ovejas que abortaron en la fase temprana de la toxoplasmosis. Puede apreciarse un evidente aumento en el nimero de células CD163* en el tallo
caruncular del placentoma. Figura V.7. Grupo de “ovejas sacrificadas positivas por IHQ". El incremento en el numero de células CD163* esta claramente

delimitado a las vellosidades fetales cotiledonarias.
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4. Discusion.

El principal hallazgo de este estudio es la diferencia observada entre las partes
materna y fetal de la placenta, como un reflejo de la interaccién patégeno-
hospedador en la toxoplasmosis ovina, y cOmo esto se relaciona con la
presentacion clinica de la enfermedad. Las lesiones en la carincula estaban
caracterizadas por necrosis, de manera similar a lo descrito previamente (Buxton
y Finlayson, 1986), y en asociacién con ésta se detectaron restos de antigeno
parasitario, o que sugiere que en esta localizacion tuvo lugar una reaccién
agresiva que dafo el tejido, provocando su necrosis, y que destruyé también al
parasito. En lo que respecta al compartimento fetal de la placenta, el antigeno
parasitario se detectd principalmente asociado los trofoblastos y con una
estructura semejante a la de las vacuolas parasitoforas, en ausencia de necrosis,
lo que sugiere que T. gondii es capaz de proliferar de manera mas eficaz en la
parte fetal que en la parte materna de la placenta. Aunque no existen estudios
gue analicen la susceptibilidad de los trofoblastos ovinos a la infeccién por T.
gondii, un trabajo publicado recientemente ha demostrado que los trofoblastos
bovinos son mas susceptibles a la infeccion con N. caninum, un apicomplejo
evolutivamente muy préximo a T. gondii, que las células carunculares bovinas
sugiriendo que esta mayor susceptibilidad seria consecuencia de la actividad
fagocitica de los trofoblastos (Jiménez-Pelayo et al., 2019). Ademas, en otro
estudio relacionado con la neosporosis bovina se ha demostrado que la
caruncula materna, al contrario que el compartimento fetal de la placenta, es un
sitio inmunolégicamente muy activo frente a la infeccidén parasitaria (Rosbottom
et al., 2008). Teniendo en cuenta estos hallazgos previos, es posible sugerir que
la presencia de necrosis y restos parasitarios de T. gondii encontrados
exclusivamente en la cardncula materna se deban a un mecanismo similar al

propuesto por esos investigadores en la neosporosis bovina.
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Con respecto a la poblacion de linfocitos analizada, solamente las células T
parecen desempeifiar un papel clave en la respuesta inmunitaria desarrollada en
la placenta frente a la infeccion por T. gondii una vez que el parasito ha alcanzado
este tejido. Es de destacar la escasez de células NK en cualquier animal,
estuviera o no infectado. A pesar de su importancia para el progreso de la
gestacion en ratones y humanos, la ausencia de esta poblacién celular en el
Gtero de ovejas gestantes ha sido recientemente descrita (Wattegedera et al.,
2019). En su lugar, se ha propuesto que los linfocitos yd representarian una
subpoblacién celular muy relevante durante el transcurso de la gestacion en
rumiantes (Meesuen et al., 1993), por lo que en futuras investigaciones deberia
analizarse su papel en la toxoplasmosis ovina. Ademas, el hecho de que no se
encontraran diferencias en el numero de células CD335* entre los animales de
los diferentes grupos experimentales, sugiere que el momento de gestacion en
que se produce la infeccion con T. gondii no influye sobre el papel que
desempenfaria esta subpoblacion linfocitaria. No obstante, hay que tener en
cuenta que el nimero de animales analizados en este estudio fue muy bajo,
debido a la limitacion en el nimero de muestras que pudieron valorarse
apropiadamente, por lo que este aspecto de la patogenia de la enfermedad
deberia investigarse mas en detalle en el futuro antes de descartar por completo

esta influencia.

Solamente se observé un incremento significativo de las células inflamatorias
estudiadas en las placentas de las ovejas que abortaron en la fase temprana de
la infeccion con T. gondii y en el grupo “ovejas sacrificadas positivas por IHQ”.
Sin embargo, las subpoblaciones celulares concretas, asi como su nimero y
distribucion, fue diferente en funcion de la presentacion clinica de la enfermedad,
lo que parece sugerir que la patogenia de la toxoplasmosis ovina en estos dos
grupos de animales fue distinta, en consonancia con los diferentes tipos de lesién
encontrados en ambos grupos (Castafo et al., 2014). Aunque se desconoce la
patogénesis de los abortos tempranos de la toxoplasmosis (Benavides et al.,
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2017), en el presente estudio se demuestra que ni las células B, T o NK
desempefian un papel importante. En cambio, si parecen ser relevantes los
macrofagos, en especial en la carlGncula materna. En concreto, en esta
localizacion se pudo observar un incremento en la expresion de macréfagos que
expresaban tanto Ibal, un marcador general de macréfagos (Ohsawa et al.,
2004), como CD163, un marcador de macrofagos asociado a procesos
inflamatorios. El incremento de estas poblaciones celulares se ha asociado a
complicaciones de la gestacién, como la preeclampsia (Jena et al., 2019), que a
su vez estd estrechamente relacionada con la aparicién de leucomalacia fetal
(Vogell et al., 2014), que es precisamente el principal tipo de lesion encontrada
en abortos tempranos de la toxoplasmosis ovina (Castafio et al., 2014;
Benavides et al.,, 2017). Este hallazgo sugiere, por tanto, un papel muy
destacado de los macréfagos de la carincula materna en esta presentacion
clinica de la enfermedad, siendo aconsejable su estudio detallado en futuras

investigaciones.

La distribucion de las células inflamatorias en el grupo de animales en el que se

detecté mediante IHQ antigeno parasitario en la placenta, denominado ““ovejas
sacrificadas positivas por IHQ”, fue completamente diferente. En concreto, se
observé un infiltrado de macréfagos y células T en las vellosidades coriénicas, la
parte fetal de la placenta. Se ha sugerido que las células T son una subpoblacién
celular muy relevante en la patogénesis de la toxoplasmosis ovina, posiblemente
como productores de IFN-y, tal y como se ha demostrado en ovejas adultas
(Innes et al., 1995b), pero el papel que desempefian en la respuesta inmunitaria
desarrollada por el feto frente a la infeccién por T. gondii se desconoce. Por su
parte, los macrofagos presentes en la placenta ovina, denominados células
Hofbauer, parecen ser muy importantes en la respuesta inmunitaria desarrollada
en este tejido durante la toxoplasmosis ovina. Estos macréfagos representan una
poblacién celular cuyos origenes son muy diversos, ya que pueden diferenciarse

de las células madre mesenquimales presentes en las vellosidades de la
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placenta o tener un origen hematopoyético (Reyes et al., 2017). Igualmente, se
ha demostrado que los fetos en la especie ovina son capaces de desarrollar
respuestas inmunitarias tanto de tipo innato como adquirido, por ejemplo, frente
a la infeccién por bunyavirus (Rodrigues Hoffmann et al., 2013), y, de manera
similar, en el presente estudio, los resultados indicarian que el sistema
inmunitario fetal es capaz de reaccionar frente a la infecciébn con T. gondii
mediante la infiltracion en la parte fetal de la placenta de macréfagos y células
T. De cualquier manera, la ausencia de macréfagos que expresen calprotectina,
un complejo proteico del citosol presente en los monocitos que se expresa en los
macréfagos que han migrado recientemente a los tejidos desde la sangre
periférica (Chilosi et al., 1990), demuestra que, en ambas presentaciones
clinicas de la toxoplasmosis ovina, la poblacién residente de macréfagos es muy
relevante y, por tanto, analizar la respuesta inmunitaria local en la placenta
durante la toxoplasmosis ovina reviste gran importancia. Seria muy interesante
gue en futuros trabajos se caracterizaran mas en detalle las subpoblaciones de
macrofagos y células T implicadas en esta respuesta, pues de esta manera
podra comprenderse mejor la patogénesis de los abortos asociados a la

toxoplasmosis ovina.
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Tabla adicional V.1. Distribucion de los animales del estudio segun el tercio de gestacion en el que fueron infectados, la semana pi cuando se les sacrificé o
la presentacion clinica observada después de la inoculacion de T. gondii.

Grupo Tercio de gestacion Semana pi Presentacion clinica
Aborto ) )
1° 20 3° 2 3 4 Ninguno Mortinatos
temprano
Control 3/3* 3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 - 9/9 -
Aborto
2/2 1/4 0/2 3/8 - - 3/8 - -
temprano
Sacrificadas 1717 5/5 317 5/5 5/5 5/9 - 15/15 0/4

* animales disponibles/animales totales del experimento.
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Tabla adicional V.2. Anticuerpos y técnica inmunohistoquimica empleados en este trabajo.

Anticuerpo Clon Tipo Marcador de Desenmascaramiento Dilucion Casa comercial
CD3 - Conejo, Policlonal Células T HIER*; tampén citrato, pH6 1:100 Dako, Alemania
CD20 - Conejo, Policlonal Células B — 1:200 Thermo, Reino Unido

CD335 EC1.1 Raton, Monoclonal Células NK HIER*; tampodn citrato, pH9 1:100 Serotec, Reino Unido
Calprotectina MAC387 Ratén, Monoclonal Macréfagos y células epiteliales activadas PIER: Proteasa XIV 1:100 Dako, Dinamarca
Ibal - Conejo, Policlonal Macroéfagos/microglia HIER*; tampén citrato, pH6 1:1000 Wako, Japan
CD163 EDHu-1  Ratén, Monoclonal Macrofagos HIER*; tampon citrato, pH6 1:200 BioRad, E..E.U.U.

* HIER: Desenmascaramiento de antigeno inducido por calor. *PIER: Desenmascaramiento de antigeno inducido por proteinas.
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Capitulo VI. Discusién general.

Discusién general.

La toxoplasmosis es una de las principales enfermedades infecciosas que afectan al
ganado ovino en todo el mundo, asociada a importantes problemas reproductivos,
principalmente abortos, que conllevan serias pérdidas econémicas. Aunque se conoce
gue las consecuencias clinicas de la infeccion estan determinadas por el momento de
gestacion en que ocurre, se desconocen los mecanismos que explicarian esas

diferencias.

Por ello, esta Tesis Doctoral pretende profundizar en el conocimiento de la patogenia
de la toxoplasmosis en la especie ovina. En concreto, se articula en torno al analisis
de como influye el periodo de gestacion en que ocurre la infeccion de las ovejas sobre
la respuesta inmunitaria desarrollada tanto en la madre como en el feto evaluando si
existe o0 no relacion entre estos mecanismos inmunitarios y la aparicion de abortos o
las lesiones encontradas. Dada la importancia que la respuesta inmunitaria ejerce
sobre el control y progresion de la toxoplasmosis ovina (Innes y Vermeulen, 2006;
Innes et al., 2009b), el conocimiento de dichos factores es un aspecto fundamental

para comprender los mecanismos patogénicos subyacentes a la enfermedad.

El objetivo general de esta Tesis Doctoral es estudiar la influencia del periodo de
gestacion en la respuesta inmunitaria desarrollada por el feto y la placenta durante la
infeccion por T gondii en la especie ovina, asi como la relacion existente entre esta
respuesta inmunitaria y la aparicion de abortos o transmision congénita. Para su
abordaje, se planteé el estudio de tres objetivos concretos, cuya consecucion dio lugar
a tres articulos cientificos, dos de ellos ya publicados en una revista internacional
situada en el primer cuartil y el tercero de ellos actualmente en revision. El primer
objetivo planteado fue estudiar como el momento de gestacion en que se produce la
infeccién con el parasito determina sus consecuencias clinicas, el desarrollo de las
lesiones y la distribucion del parasito en los tejidos, tanto de la placenta como del feto,
de los animales infectados. El segundo objetivo fue analizar la respuesta inmunitaria,
tanto a nivel periférico como local, en la placenta, de estos animales. Finalmente, el
tercer objetivo fue caracterizar las poblaciones celulares especificas que forman

parte de los infiltrados inflamatorios observados en la placenta y la relacion que existia
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entre estos y el parasito. A continuacion, se exponen y discuten los principales
resultados derivados de estos estudios, contrastandolos con los obtenidos en otros

previos sobre esta enfermedad.

La reproduccion experimental de la toxoplasmosis ovina en la que se basa esta Tesis
Doctoral, se llevé a cabo en un conjunto de 36 ovejas gestantes, primiparas, de raza
Churra y de la misma edad. Estos animales fueron distribuidos al azar en 3 grupos
experimentales, cada uno formado por 9 ovejas infectadas y 3 controles. La infeccion
se llevo a cabo inoculando por via oral una misma dosis infectiva de 50 ooquistes del
aislado M4 de T. gondii, en los tres tercios de gestacion: a los 40, 90 y 120 dias de
gestacién en los grupos experimentales 1, 2 y 3 respectivamente. Con el fin de poder
estudiar la evolucion de la respuesta inmunitaria del hospedador frente al parasito,
estaba previsto en cada grupo experimental el sacrificio secuencial de tres ovejas

infectadas y un control en los dias 12, 19 y 26 pi.

El primer estudio, que se plante para responder al primer objetivo, demostrd que,
tal y como se habia puesto de manifiesto en trabajos previos (Gutierrez et al., 2010;
Castano et al., 2014; Katzer et al., 2014), se puede reproducir experimentalmente la
toxoplasmosis en ovejas gestantes utilizando el aislado M4 de T. gondii. En concreto
se trata de un aislado de tipo II, el mas frecuente en las infecciones del ganado ovino
(Chessa et al., 2014), obtenido a partir de un caso natural de aborto en ovejas en un
rebafio de Escocia (Dr. David Buxton, comunicacion personal). La reproduccion
experimental se produjo mediante la administracién por via oral de 50 ooquistes
esporulados, una dosis muy baja teniendo en cuenta que hasta la fecha se habia
planteado que la dosis minima necesaria para desencadenar abortos por toxoplasma
en esta especie era de 200 ooquistes esporulados (McColgan et al., 1988). Respecto
a forma parasitaria infectante, se optd por infectar a los animales con ooquistes
esporulados dado que la ingestion de éstos representa la forma mas comun de
infeccion de las ovejas en condiciones naturales (Verhelst et al., 2014). Segun se ha
indicado en la que quizas sea la revision mas extensa sobre toxoplasmosis ovina, los
ooquistes esporulados son la forma parasitaria infectante que desencadena las
consecuencias mas graves en estudios experimentales (Dubey, 2010). En este
estudio, la dosis empleada fue muy baja, teniendo en cuenta los trabajos previos, y

sin embargo se observaron casos de abortos tempranos y transmision vertical al feto
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de forma similar a otros que habian empleado dosis mayores (Dubey, 2010). El hecho
de que el aislado empleado en este trabajo haya sufrido sucesivos pases de
laboratorio podria ser la causa de gue se viese incrementada su virulencia, ya que se
podria estar seleccionando parasitos que creciesen rapido en cultivo celular, y con ello
gue una dosis tan baja sea capaz de inducir un porcentaje relativamente alto de
abortos en ovejas, tal y como se ha propuesto recientemente (Sanchez-Sanchez et
al., 2019).

La consecuencia clinica mas importante de la infeccion fue la aparicion de abortos en
todos los grupos experimentales, esto es, infectados en los tres tercios de gestacion,
entre los dias 6 y 26 pi. Clasicamente los abortos asociados a la toxoplasmosis ovina
se han descrito aproximadamente en la cuarta semana pi (Dubey, 2010). Sin embargo,
en este estudio ocurrieron abortos en una fase mucho mas temprana, entre la primera
y segunda semana pi. A estos se les conoce como abortos tempranos en la fase aguda
de la enfermedad, y fueron descritos por primera vez a finales de los aflos 80 en
algunas infecciones experimentales (Trees et al., 1989; Owen et al., 1998). Desde
entonces han sido muy pocos los trabajos que han documentado la aparicién de este
tipo de abortos, y siempre en trabajos experimentales (Mévélec et al., 2010; Castafio
et al., 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2019). En un estudio desarrollado recientemente
por nuestro grupo de investigacion (Castafio et al., 2014) también se documentaron
abortos en la fase aguda de la enfermedad empleando el aislado M4, el mismo que
se ha empleado para esta Tesis Doctoral, utilizando dosis infectivas de 2000 y 500
ooquistes esporulados administrados por via oral. En estos dos casos, el porcentaje
de abortos fue del 91,6 % y 58,6 % respectivamente (Castafio et al., 2014). Sin
embargo, en este primer estudio de la Tesis, en el que la dosis empleada fue de 50
ooquistes esporulados, el porcentaje fue del 29,6 %. A la vista de estos resultados, y
comparandolos con los de resultados previos en los que se empled el mismo aislado
de T. gondii, parece que la dosis infectiva ejerce una importante influencia sobre la
aparicion de los abortos tempranos, ya que cuanto mayor sea esta mayor es el
porcentaje de ovejas que abortan dentro de las dos primeras semanas pi. Estos
resultados fueron similares a aquellos observados en la infeccion de ovejas gestantes
a mitad de gestacion con el aislado PRU de T. gondii, también de tipo II, ya que la

administracion por via oral de 400 ooquistes esporulados del parasito ocasiond un
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porcentaje de abortos tempranos en la fase aguda de la enfermedad del 71,4 %,
mientras que cuando la dosis infectiva fue de tan s6lo 100 ooquistes esporulados el
porcentaje se redujo al 16,7 % (Mévélec et al., 2010). Por otro lado, al producirse
abortos tempranos en las ovejas gestantes de todos los grupos experimentales de
este estudio, es posible concluir que no existe influencia del momento de gestacion
en que se produce la infeccion de los animales sobre la aparicion de abortos
tempranos en la fase aguda de la enfermedad. En este sentido, los resultados de este
trabajo suponen la primera evidencia de abortos ocurridos en la fase aguda de la
toxoplasmosis ovina tras la infeccion de ovejas gestantes en el primer tercio de
gestacién, pues hasta ahora so6lo se habian descrito tras reproducciones
experimentales de la enfermedad en animales infectados en el segundo y tercer tercio
de gestacion (Trees et al., 1989; Owen et al., 1998; Mévélec et al., 2010; Castafio et
al., 2014; Sanchez-Sanchez et al., 2019).

Por otro lado, el porcentaje de ovejas infectadas en las que se produjo el aborto clasico
asociado a esta enfermedad, a las 4 semanas pi 0 posteriormente, fue escaso, ya que
Unicamente se observo en el 22,2 %. Sin embargo, cabe destacar que el objeto del
experimento era poder estudiar los cambios que ocurren tras la llegada del parasito
mediante un sacrificio programado y seriado de los animales infectados, y por ello se
fij6 como ultimo dia del sacrificio el 26 pi. Teniendo en cuenta que se ha propuesto
gue para que ocurran abortos tras la infeccion con T. gondii en animales infectados a
mitad de la gestacion deben transcurrir al menos 40 dias (Buxton et al., 1993a;
Engeland et al., 1996), es esperable que, en caso de haber dejado continuar la
gestacion, hubiese habido méas abortos. De hecho, el grupo que presentd un mayor
porcentaje de muerte y expulsion fetal fue aquel infectado en el udltimo tercio,
concretamente en el dia 120 dg. En este grupo, la produccién de aborto, con expulsion
del feto, pudo verse acelerada ya que la finalizacién de la gestacion, a los 150 dias
aproximadamente, estaba muy cercana, por lo que los cuatro abortos observados en
este grupo podrian considerarse como mortinatos (Taylor y Njaa, 2012). En conjunto,
estos resultados ponen de manifiesto que, a diferencia de lo propuesto en el caso de
los abortos tempranos ocurridos durante las dos primeras semanas pi, el momento de
gestacion en que se produce la infeccion si influye en la aparicion de los abortos

descritos clasicamente en esta enfermedad.
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Como se ha indicado, el disefio experimental del estudio, que determinaba el sacrificio
seriado de las ovejas infectadas entre la segunda y cuarta semana pi, no permitié la
aparicion de un elevado porcentaje de abortos y, de igual forma, no se produjeron
tampoco lesiones macroscépicas, probablemente debido a la falta de tiempo para su
desarrollo. Sin embargo, las lesiones microscopicas encontradas en las placentas y
fetos procedentes de ovejas infectadas eran compatibles con las citadas previamente
en la toxoplasmosis. Respecto a los abortos tempranos, se observaron trombosis e
infartos en un nimero variable de placentomas en todas las placentas procedentes de
ovejas en los que se dio esta presentacion clinica (8 de 27 animales infectados), y
areas de leucomalacia en algunos de los fetos procedentes de ellas (5 de 53 fetos en
total). Estos hallazgos son similares a los descritos por nuestro grupo de investigacion
en un trabajo anterior (Castafio et al., 2014), en el que se propuso que las lesiones
vasculares de la placenta serian las desencadenantes del dafio hipoxico fetal con el
consiguiente deterioro de los érganos nerviosos del feto, afectando especialmente a
la sustancia blanca periventricular, y su expulsion en forma de aborto en las primeras
fases de la enfermedad. Por otro lado, la presencia de una placentitis necrética
multifocal, junto a encefalitis y hepatitis también de caracter necrético y multifocal,
fueron los principales hallazgos histoldgicos de las ovejas sacrificadas en la tercera 'y
cuarta semana pi, de manera similar a lo sugerido en estudios previos (Buxton y
Finlayson, 1986; Buxton, 1998). La inoculacion en los tres tercios de gestacion causo
la aparicion de lesiones placentarias y fetales en el dia 26 pi, de acuerdo a lo ya
observado en un estudio previo en el que se infectaron animales a mitad de gestacion
(Gutierrez et al.,, 2010). Sin embargo, cabe destacar que, en el grupo infectado
durante el dltimo tercio de la gestacion, ademas de en el dia 26 pi, también se
observaron lesiones en un animal sacrificado en el dia 19 pi, al igual que en una
reproducciéon experimental de la enfermedad tras la infeccion de ovejas gestantes a
mitad de gestacion (Buxton y Finlayson, 1986). Por otro lado, la influencia de la
gestacion sobre el curso clinico de la enfermedad pudo apreciarse también en las
caracteristicas histolégicas de las lesiones, ya que aquellos animales infectados
durante el segundo tercio presentaron lesiones, tanto en la placenta como en visceras
fetales, mas extensas que aquellos infectados al principio o al final de la gestacion.

Estos resultados ponen de manifiesto que el momento de la gestacion en el que se
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infectan las ovejas influye sobre el curso clinico y las lesiones desarrolladas en la

toxoplasmosis ovina.

La aplicacion de técnicas de biologia molecular ha permitido detectar, y cuantificar, la
presencia del parésito en la placenta y visceras fetales. En primer lugar, y de acuerdo
a observaciones previas (Owen et al., 1998; Castafio et al., 2014), se ha podido
comprobar como los abortos tempranos en la toxoplasmosis ovina no estan asociados
a la presencia del parasito en la placenta o feto, ya que no se detectd ADN parasitario
en ninguno de ellos. Sin embargo, la alta sensibilidad de estas técnicas si que permitio
identificar que T. gondii puede llegar a la placenta en tan sélo 12 dias tras la infeccion,
lo que confirmaria estudios previos que sugerian que el parasito alcanza este tejido
alrededor del dia 10 pi (Buxton y Finlayson, 1986). De igual modo, se pueden apreciar
diferencias en funcion del tercio de gestacion en el que se infectaron las ovejas. El
parasito se detect6 antes, en los dias 12, 13 o0 19 pi en la placenta y visceras fetales
de las ovejas infectadas en el segundo y ultimo tercio de la gestacion, mientras que,
en aquellas infectadas en el primer tercio, Unicamente se encontré en el dia 26 pi. En
conjunto, estos resultados sugieren que la respuesta inmunitaria de la madre es capaz
de retrasar la invasion de la placenta durante el primer tercio. En este sentido se ha
demostrado en un estudio in vitro desarrollado sobre muestras de placentas humanas
infectadas de manera experimental con T. gondii que los niveles de expresion del
factor inhibidor de la migracion de los macrofagos son mucho mas elevados que en el
altimo tercio de la gestacion (de Oliveira Gomes et al., 2011), por lo que la colonizacion
de este 6rgano en el primer tercio de gestacion es mas complicada que en etapas

posteriores.

Al analizar la carga parasitaria en las muestras estudiadas, se observo que aumentaba
en todos los grupos experimentales en la cuarta semana pi con respecto a la tercera,
siendo este incremento muy brusco en las muestras estudiadas de los grupos 1
(infectados en primer tercio) y 2 (infectados en segundo tercio). Dicho aumento fue
también descrito en un estudio previo en el que se reprodujo experimentalmente la
toxoplasmosis en ovejas infectadas a mitad de la gestacion (Gutierrez et al., 2010).
Sin embargo, este aumento no fue tan acusado en el grupo 3 en el que, de hecho, se
detectaron los niveles de ADN parasitario mas bajos de todo el experimento a pesar

de que la llegada del parasito a la placenta en el dia 19 pi se detectd en un mayor
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namero de muestras de este grupo en comparacion con el resto. Esto podria
explicarse por la maduracion del sistema inmunitario fetal que, si bien no seria lo
suficientemente maduro como para evitar la infeccion fetal, si conseguiria controlar en
cierta medida la replicacion del parasito una vez se ha producido la infeccion del feto
(Buxton y Finlayson, 1986), evitando que se multiplique tan facilmente como en los
tercios anteriores y, por tanto, causando lesiones mas leves. El hecho de que sélo se
detectaran anticuerpos especificos frente al parasito en fluidos fetales de los grupos 2

y 3 apoyaria esta hipotesis.

Los resultados de este estudio muestran aspectos claves en la patogenia de la
toxoplasmosis ovina. Por un lado, en la presentacion clinica caracterizada por los
abortos tempranos, se confirma que la presencia del parasito no es necesaria para su
desencadenamiento y que las lesiones asociadas, como son trombosis e infartos en
los placentomas y leucomalacia fetal, no estarian causadas directamente por la
presencia del parasito, como ya se habia sugerido en un estudio previo (Castafio et
al., 2014). Por otro lado, respecto a la presentacion clinica clasicamente asociada a
esta enfermedad, en la que los abortos ocurren tras al menos transcurridas tres o
cuatro semanas desde la infeccion, se observa que el parasito llega a la placenta antes
de la aparicién de las lesiones, existiendo por tanto una relacién causal directa entre
la llegada de T. gondii a la placenta, o al feto, y la produccién de lesiones. La
reproduccion experimental de la toxoplasmosis en ratas ha mostrado que el parasito
primero invade los trofoblastos fetales, que ejercen una separacion entre la sangre
materna y el feto, donde ocasiona importantes dafios por necrosis (Abbasi et al.,
2003), posteriormente la parte fetal de la placenta y finalmente el feto ocasionandole
lesiones (Ferro et al., 2002). Estos resultados apoyarian la hipotesis de esa relacion
causal. Sobre este fendmeno también parece influir el momento de gestacion en el
gue se infecta la oveja, ya que, aunque la llegada del parasito a la placenta tras la
infeccion se produce antes en el segundo tercio, el dia 12 y 13 pi, que en el Gltimo
tercio de gestacion, es en este ultimo donde aparecen primero las lesiones, en el dia
19 pi, mientras que en el segundo tercio no lo hacen hasta el dia 26 pi. Si bien es
necesario tener en cuenta que tanto el numero de animales disponible, como las
muestras elegidas para su estudio histolégico pueden haber influido en estos

resultados, también es cierto que este estudio ha mostrado diferencias entre ambos
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tercios y que, segun éstas, se podria sugerir que durante el segundo tercio existe un
retraso en la aparicion de lesiones en la placenta, tanto de necrosis del tejido como
de infiltracién de células inflamatorias. Una vez mas, se muestra que el momento de
gestacion en el que se infectan los animales influye no sélo sobre el curso clinico, sino
también sobre la llegada del parasito a la placenta y al feto y el desarrollo de lesiones.
Esta influencia se ha demostrado también en una infeccion experimental con
toxoplasma en ratones gestantes infectados en los tres tercios de gestacion (a los 5,
10y 15 dias de gestacion) con quistes tisulares del parasito administrados por via oral
(Wang et al., 2011a), donde se describe como la cantidad de quistes tisulares
presentes en el cerebro de los fetos de las madres infectadas era mucho mayor
cuando la infeccidn ocurria en las primeras etapas de la gestacion y, de manera légica,
la tasa de supervivencia fetal era menor en comparacién con la infeccién a final de la
gestacion (Wang et al., 2011a). Sin embargo, no analizaron la influencia del momento
de gestacion en que se producia la infeccion sobre la llegada del parasito a la placenta
0 sobre la gravedad de las lesiones encontradas (Wang et al., 2011a). En cuanto a las
lesiones, la infeccién de ovejas gestantes mostrd que el tercio en el que se infectan si
puede influir sobre su extensidn, pero no sobre sus caracteristicas histologicas. La
similitud entre los cambios histoldgicos asociados a las lesiones, independientemente
de si la madre se infecté a mitad o final de gestacion, fue también observada en

trabajos anteriores (Buxton y Finlayson, 1986).

Tomados en conjunto los resultados de este primer estudio, tanto el curso clinico como
la distribucién del parasito y la presencia y tipo de lesiones, indicarian que, si bien la
gestacion influye sobre la llegada del parésito a la placenta y en el desarrollo de
lesiones frente a ésta, una vez que se inician, no habria diferencias y estarian
caracterizadas siempre por una inflamacién de caracter necrotico multifocal
acompafada de infiltrados de linfocitos y macréfagos. Parece pues claro que existen
factores tanto maternos como fetales que, en funcion del momento de la gestacion en
el que se produzca la infeccion, pueden influir sobre la patogenia de esta enfermedad,

sobre todo en su fase inicial, cuando el parasito invade la placenta y los tejidos fetales.

Teniendo en cuenta que los resultados del primer estudio apuntan hacia una influencia
clara de la gestacion sobre la patogenia de la enfermedad, pero que sin embargo no

existen pruebas claras de que, al contrario que en otras especies, en la oveja se
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produzca una modulacion de la respuesta inmunitaria (Wattegedera et al., 2008;
Entrican et al., 2015), el segundo estudio de esta Tesis Doctoral esta encaminado a
responder al segundo objetivo mediante el andlisis de las respuestas inmunitarias
periférica y local, a nivel de la placenta, que se desarrollan tras la infeccion. Si bien la
importancia de la respuesta inmunitaria periférica frente a la toxoplasmosis es ya
conocida (Dubey, 2009b), sin duda la respuesta local, en la placenta, debe jugar un
papel fundamental en la patogenia de esta enfermedad, ya que este 6rgano es vital
para evitar el rechazo inmunolégico del feto durante la gestacion, lo que se ha
demostrado tanto en humanos (PrabhuDas et al., 2015; Erkers et al., 2017) como en
ratones (Krishnan et al., 2013) y rumiantes (Benedictus et al., 2015; Fair, 2015),
asegurando por tanto la viabilidad fetal. En el caso de la toxoplasmosis, estudios
llevados a cabo en modelos experimentales murinos han puesto de manifiesto que si
se produce una modulacion de la respuesta inmunitaria a nivel local que la hace
diferente de la periférica (Liu et al., 2014). Con el fin de investigar si este hecho sucede
también en ovejas, el presente estudio analizo los niveles de citoquinas, tanto de tipo
Th1l como de tipo Th2, producidas a nivel periférico y en la placenta, asi como los de

anticuerpos maternos circulantes especificos frente al parasito.

La presencia de anticuerpos séricos especificos frente a T. gondii, principales
mediadores de la respuesta inmunitaria periférica humoral, se detect6 en la primera
semana pi, y esta parecié ser mas intensa en el grupo infectado en el segundo tercio
de gestacion, si bien las diferencias significativas con el resto de grupos infectados se
vieron Unicamente en dias sueltos. La dinAmica de la deteccién de anticuerpos,
encontrdndose diferencias claras y constantes ente los grupos infectados y el grupo
control a partir del dia 12 pi, es similar a la descrita en otros estudios experimentales
previos sobre la toxoplasmosis ovina (Innes y Wastling, 1995; Maley et al., 1997) y
demostrarian que la respuesta inmunitaria humoral forma parte de la reaccion del
hospedador frente a la infeccion una vez ha finalizado su fase aguda. Es en este
momento, durante la fase mas aguda de la enfermedad, cuando se observa una
elevacion clara y transitoria de la presencia de la citoquina IFN-y circulante en suero
en aquellas ovejas infectadas con respecto a los controles, lo que confirma que, tal y
como se ha sugerido previamente (Buxton e Innes, 1995; Buxton, 1998), en la fase

inicial de la enfermedad la respuesta inmunitaria frente a la infeccién por T. gondii en
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el ganado ovino es principalmente de tipo celular. Esta respuesta no seria una
caracteristica inicamente desarrollada durante la gestacion, ya que la importancia de
IFN-y ha sido también puesta de manifiesto en estudios in vitro (Oura et al., 1993) e
in vivo desarrollados a partir de ovejas no gestantes (Innes et al., 1995b; Verhelst et
al., 2015). En concreto, esta citoquina es producida por una enorme variedad de
poblaciones celulares implicadas en las primeras fases de la respuesta inmunitaria
frente a T. gondii, como las células dendriticas y NK, neutrofilos y células T (Sturge y
Yarovinsky, 2014). Su principal accion es activar a las células fagociticas, en especial
a los macrofagos, y reclutarlos hasta el sitio de infeccion para que ejerzan esta accion
de destruccion o bien del parasito o bien de las células que ha infectado, controlando
de esta manera la parasitemia (Dupont et al., 2012; Silva-Barrios y Stager, 2017). En
el caso de la toxoplasmosis, y de acuerdo a los resultados del tercer estudio de esta
Tesis Doctoral, la poblacion de células NK en la placenta no seria relevante en la
produccion de IFN-y ya que no se observaron variaciones entre los grupos infectados

y el control.

Tras este aumento en la deteccién de IFN-y circulante, se detectaron unos niveles
significativamente mayores de TNF-a e IL10 en los grupos de ovejas infectadas con
respecto al grupo de ovejas control, pero sin que existieran diferencias evidentes entre
los grupos infectados. A este respecto, se ha descrito que trofoblastos humanos
infectados de manera experimental con T. gondii pueden producir TNF-a, el cual
desempeniaria un papel similar al llevado a cabo por el IFN-y (Barbosa et al., 2015).
En concreto, esta citoquina incrementa la produccién de la enzima INOS en los
macréfagos (Sher et al., 2017), lo que contribuye a la produccion de NO (Sasai et al.,
2018), el cual se ha demostrado que ataca directamente al ADN del parasito,
produciendo su destruccién (Cabral et al., 2018). Por otro lado, hay que tener en
cuenta que la fuente de las citoquinas séricas probablemente no sea exclusivamente
la placenta, si no que los nédulos linfaticos periféricos también pueden jugar un papel
relevante en la respuesta del hospedador frente al parasito, tal y como se ha
demostrado en ratones (Hunter et al., 1994) o humanos (Prigione et al., 2006; Sher et
al., 2017). Asi, se ha demostrado en ratones que tras la infeccion por T. gondii se
producen grandes cantidades de citoquinas pro-inflamatorias como IFN-y y TNF-a en

las primeras fases de la infeccion en los nodulos linfaticos, tras lo cual se detectan
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niveles elevados de IL10 que podrian contribuir a la colonizacion del parasito de los
tejidos del hospedador y el consiguiente desarrollo de encefalitis asociada a la
toxoplasmosis (Hunter et al., 1994), ya que esta citoquina tiene un efecto inhibitorio
de la inflamacion (Denkers y Gazzinelli, 1998). De forma similar, y coincidiendo con el
momento en el que las diferencias en los niveles de IFN-y circulante dejaron de ser
significativos entre las ovejas infectadas y las controles, se produjo también la
elevacion en el dia 12 pi de la citoquina IL10 en las ovejas del presente estudio, lo
cual podria estar relacionado con que esta es una citoquina de tipo Treg que inhibe la
produccion de IFN-y (Denkers, 1999). A este respecto, tras la infeccion experimental
de ratones gestantes con taquizoitos de T. gondii administrados por via intraperitoneal
y la posterior administracion utilizando esa misma via de IL10 recombinante, en
algunos de ellos se observé que los niveles de expresion de IFN-y en el sobrenadante
disminuian, mientras que los de IL4 e IL10, I6gicamente, aumentaban y contribuian al
desarrollo exitoso de la gestacion (Zhang et al., 2012). Respecto a la IL4, no se
detectaron diferencias significativas en los niveles séricos de esta citoquina en
ninguno de los grupos infectados con respecto a las ovejas control. Se trata de una
citoquina de tipo anti-inflamatorio que, al igual que la IL10, inhibe la actividad de IFN-
y en las primeras fases de la infeccién con T. gondii, lo que contribuye a una menor
supervivencia fetal (Roberts et al., 1996), mientras que en las fases mas avanzadas
de la gestacion su produccion seria beneficiosa para el parasito pues le permitiria
colonizar los tejidos del hospedador (Smith, 1997; Marin et al., 2017). Nuestros
resultados indicarian que esta citoquina no ejerce un papel relevante en la respuesta
inmunitaria desarrollada a nivel periférico frente a T. gondii en el ganado ovino, de
manera similar a lo descrito en la toxoplasmosis murina (Dogruman-Al et al., 2011) y
en mujeres embarazadas infectadas con el parasito (Fatoohi et al., 2002). Dadas las
diferencias anatémicas y fisiolégicas entre estas tres especies, asi como las
variaciones en la susceptibilidad a la infeccion por este agente (Innes, 1997), los
resultados derivados de estos estudios demostrarian en conjunto que la IL4 no
desempenfia un papel relevante en la respuesta inmunitaria periférica materna tras la
infeccién con T. gondii. Ademas, tampoco parece tener importancia en la respuesta
inmunitaria periférica desarrollada en ovejas gestantes infectadas de manera
experimental con N. caninum, independientemente del momento de gestacion en el

gue esto ocurra (Arranz-Solis et al., 2016), pero si en vacas infectadas al principio y
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final de la gestacidén con este mismo parasito (Rosbottom et al., 2007; Regidor-Cerrillo
et al., 2014).

En conjunto, los resultados del segundo trabajo de esta Tesis Doctoral sugieren que,
tras la infecciébn con T. gondii, la respuesta inmunitaria periférica de las ovejas
gestantes estaria caracterizada por una producciéon de citoquinas tanto de tipo Thl
como de tipo Th2, pero que no existiria una polarizacion clara hacia uno u otro tipo de
respuesta a medida que avanza la gestacidén, de manera similar a lo observado en
mujeres embarazadas tras la infeccion experimental de PBMCs con taquizoitos de T.
gondii, puesto que tras la infeccién produjeron grandes cantidades de TNF-a (de tipo
Thl), IL5 (de tipo Th2) y también IL10 (de tipo Treg) €n comparacion con lo observado
en mujeres no embarazadas (Silva et al., 2014).

En cuanto a la respuesta inmunitaria local, a nivel de la placenta, se ha valorado
mediante el andlisis de la transcripcion de citoquinas tanto de tipo Thl o pro-
inflamatorias (IL12, IFN-y y TNF-a) como de tipo Th2 o anti-inflamatorias (IL4) y de
tipo Treg (IL10). En el momento del sacrificio, y de forma similar a lo encontrado al
estudiar la respuesta inmunitaria periférica, se vio que existia un incremento en la
transcripcion de citoquinas tanto Thl como Th2 y Trg. El mayor aumento de
transcripcion se observo para IFN-y e IL10. En el primer caso, se vio una diferencia
clara entre los animales infectados y los controles, pero no se observaron diferencias
al comparar los grupos infectados entre ellos. Este hallazgo confirma el papel
fundamental que juega esta citoquina Thl, no sélo a nivel periférico, sino también a
nivel local. En este sentido, se ha demostrado en estudios in vitro en humanos que la
citoquina IFN-y, secretada por las células NK de la decidua de la placenta favorece la
apoptosis de los trofoblastos infectados con el parasito mediante mecanismos
celulares complejos mediados por caspasas (Gazzinelli et al., 1996b; Zhang et al.,
2015), y que esto interferiria con la invasion de los trofoblastos de la decidua materna,
tipico de roedores y humanos, desencadenando irremediablemente en fallo
reproductivo (Zhang et al., 2015). En el caso de rumiantes, esta invasion no tiene lugar
por tratarse de una placenta de tipo sinepiteliocorial, por lo que la importancia del IFN-
y como agente deletéreo de la gestacion debe ser diferente y su conocimiento
requeriria futuros estudios. Por otro lado, cabe destacar el incremento claro que se

observa en la transcripcion de IL10 en el grupo infectado durante el dltimo tercio de
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gestacion. En el primer estudio de esta Tesis Doctoral se detecté ADN parasitario en
el dia 19 pi en un mayor nimero de muestras en el grupo 3 en comparacion con el
resto. Dado que se ha demostrado in vitro que esta citoquina aumenta la
susceptibilidad de los trofoblastos a la infeccion con T. gondii (Barbosa et al., 2008), y
gue en ratones parece ser relevante en la posterior formacion de quistes tisulares
(Jeong et al., 2016), este hecho podria explicar que en estos animales los elevados
niveles de IL10 hayan favorecido la rapida colonizacion de la placenta y feto por parte
del parasito. Cabe destacar, sin embargo, que no se observé ninguna elevacion de su
produccion tras la infeccion en el primer o segundo tercio, lo que contrasta con los
resultados al analizar la respuesta inmunitaria periférica, donde en estos grupos se
encontraron niveles séricos de IL10 similares a aquellos observados en el grupo 3.
Esta diferencia entre las respuestas inmunitarias periférica y local se observa también
al analizar los resultados de la IL4, pues existe un incremento local de produccion
sobre todo tras la infeccion en el segundo tercio de gestacion y, aunque de forma
menos evidente, en el primer tercio. Este hallazgo contrasta con la ausencia de
deteccion de esta citoquina a nivel periférico, lo que sugiere que la respuesta
detectada en sangre no es exactamente igual a aquella que se observa en la placenta.
Estudios en la neosporosis ovina, una enfermedad muy similar tanto por la estrecha
relacion de los agentes causantes (Reid et al., 2012; Sanchez-Sanchez et al., 2018)
como por la similitud del curso clinico en modelos experimentales de ovino gestante
(Buxton et al., 1997), han demostrado que esta citoquina podria desempefiar un papel
relevante a nivel local (Arranz-Solis et al., 2016). Teniendo esto en cuenta, los
resultados de este trabajo demuestran que la respuesta inmunitaria local a nivel de la
placenta puede diferir de la desarrollada a nivel periférico, tal y como se ha propuesto
en ratones (Chaouat, 2003). Esto podria deberse a que las poblaciones celulares en
ambas localizaciones no estan presentes en igual numero: por ejemplo, se ha
demostrado en humanos y ratones que mientras en la sangre periférica las células T
predominantes son las de tipo CD4, en la placenta las CD8 son las células T

hegemonicas (Erkers et al., 2017).

En conjunto, los resultados de este segundo trabajo demuestran la importancia de la
placenta como localizacién inmunoldgica estratégica para poder desarrollar una

respuesta inmunitaria especifica frente a la infeccion con T. gondi. Para

193



Capitulo VI. Discusién general.

complementar este trabajo y profundizar en el estudio de la respuesta inmunitaria local
durante la toxoplasmosis ovina se desarroll6 el tercer y ultimo trabajo de esta Tesis
Doctoral, con el que se trataba de responder al tercer objetivo. Para ello, se
caracteriz6, mediante marcaje inmunohistoquimico, el infiltrado inflamatorio presente
en los placentomas de ovejas infectadas por T. gondii que habian desarrollado
distintas formas clinicas de la enfermedad, y se valoré su relacién con la presencia del

parasito en los tejidos, detectado también empleando métodos inmunohisotquimicos.

Como ya se ha indicado en el primer estudio, concretamente en las manifestaciones
clinicas tras la inoculacion de los ooquistes parasitarios, hubo un elevado niumero de
abortos tempranos, en la fase aguda de la enfermedad (ocho ovejas en total), que
ocurrieron de forma inesperada. Debido al avanzado estado de autolisis de las
muestras procedentes de estos casos, Unicamente se pudieron estudiar mediante
meétodos inmunohistoquimicos 3 de ellos. Lo mismo ocurrié en el grupo infectado
durante el dltimo tercio de la gestacion, en el que se produjeron 4 abortos, mortinatos,
antes del sacrificio programado de las madres. La autolisis es uno de los grandes
problemas que surgen al estudiar muestras procedentes de abortos (Taylor y Njaa,
2012) y dificulta enormemente la evaluacion histopatologica de la placenta y muestras
fetales (Pereira-Bueno et al., 2004; Williams et al., 2005; de Moraes et al., 2011;
Castanio et al., 2014). Por ello, en este estudio se han analizado las muestras
procedentes de 27 animales: 9 controles y 18 infectados, que se decidié agrupar
Gnicamente en controles e infectados, y dentro de estos, diferenciar entre: aquellos
gue sufrieron aborto temprano (n=3) y aquellos que fueron sacrificados (n=15), debido

al insuficiente niUmero de muestras.

La deteccion de antigeno parasitario de T. gondii en tejidos ovinos mediante marcaje
inmunohistoquimico ha sido descrito como un método eficaz para el diagnostico de la
toxoplasmosis en esta especie (Uggla et al., 1987). Se ha empleado tanto en estudios
experimentales (Castaiio et al., 2014; Chiebao et al., 2019) como en casos de
infeccion natural (Weissmann, 2003). Esta técnica permite estudiar la distribucion del
parasito en el tejido y, de este modo, conocer su relacion con las lesiones (Gontijo da
Silva et al., 2015). Se analizaron 3 placentomas por cada animal y sélo se detect6
antigeno parasitario en 5 animales de los 27 estudiados todos ellos sacrificados en la

cuarta semana pi, momento en el que, como ya se ha indicado en el primer estudio
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de esta Tesis Doctoral, se detectaron lesiones histolégicas tanto en las muestras de
placenta como fetales. Al estudiar la distribuciéon y morfologia de parésito, se
encontraron diferencias entre la parte materna, la cardncula, y la fetal, los cotiledones,
de los placentomas analizados. En concreto, en la carincula materna el antigeno
parasitario siempre se encontré asociado con areas de infiltracion de linfocitos y
macrofagos y/o areas de necrosis. Estudios previos en neosporosis bovina citan esta
zona de la placenta como un lugar inmunolégicamente muy activo frente a la
replicacion parasitaria (Maley et al., 2006; Marin et al., 2017; Jiménez-Pelayo et al.,
2019). La presencia de una intensa respuesta inflamatoria en esta localizacion podria
explicar otra de las diferencias percibidas, que el antigeno parasitario observado en la
carincula se encontraba en forma de restos de parésito, una apariencia denominada
como antigeno particulado (Macaldowie et al., 2004; Regidor-Cerrillo et al., 2014;
Arranz-Solis et al., 2016), en lugar de estructuras parasitarias bien formadas y
delimitadas. Este hallazgo sugeriria que la respuesta inmunitaria en la carincula es
eficaz, hasta cierto punto, en destruir al parasito. Sin embargo, en la parte fetal de la
placenta, en el cotiledén, el parasito presentaba una morfologia mucho mas
conservada, compatible con vacuolas parasitéforas, y principalmente dentro de los
trofoblastos, aunque en el mesénquima cotiledonario también se identificaron
estructuras parasitarias integras. Existen evidencias sélidas sobre la actividad
fagocitica de los trofoblastos en humanos (Choy y Manyonda, 1998; Bevilacqua et al.,
2010), ratones (Drake y Rodger, 1987; Amarante-Paffaro et al., 2004; Albieri et al.,
2005) y rumiantes (Wooding y Burton, 2008; Pereira et al., 2013; Peter et al., 2017), y
estudios in vitro han demostrado la gran susceptibilidad de los trofoblastos humanos
a la infeccion por T. gondii (Barbosa et al., 2008; Milian et al., 2019). Ademas, este
tipo de presentacion parasitaria nunca se encontraba asociada a areas de necrosis,
gue no se observaron en la parte fetal de la placenta. Estos hallazgos en conjunto
sugieren que el parésito, una vez ha podido invadir la placenta fetal, seria capaz de
replicarse de manera muy efectiva en ella, especialmente en los trofoblastos, sin verse
afectado por la respuesta inmunitaria desarrollada en la parte materna. A pesar de
gue si se han observado células inflamatorias infiltrando el mesénquima cotiledonario,
la ausencia de necrosis o destruccidn del parasito sugeriria que esta respuesta, en la

placenta fetal, no seria eficaz para su eliminacion.
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Por otro lado, y teniendo en cuenta los resultados del anterior estudio, que mostraron
diferencias entre la respuesta inmunitaria periférica y local, también se analizaron
mediante técnicas inmunohistoquimicas, la presencia, y distribucion de las células NK,
linfocitos T y B y macrofagos en los infiltrados inflamatorios encontrados en las
lesiones. Uno de los primeros, y sorprendentes, hallazgos fue la casi total ausencia
de células NK y linfocitos B, tanto en las placentas de los animales infectados como
de los controles. Las células NK son una poblacién celular que ejerce un efecto
inmunomodulador en la placenta de ratones y humanos (Dosiou y Giudice, 2005). Su
namero en el Utero decrece a medida que avanza la gestaciéon humana, especialmente
a partir del tercer trimestre (Faas y de Vos, 2017), por lo que se ha sugerido que tienen
un papel fundamental en la implantacion del embrién y su desarrollo inicial, ya que
producen, ademas de citoquinas inmunomoduladoras como la IL10, factores
angiogénicos (Barrientos et al., 2013) como el factor de crecimiento de la placenta
(Lash et al., 2006), asi como proteasas que favorecen la invasion de la decidua de la
placenta por los trofoblastos (Naruse et al., 2009). Sin embargo, los hallazgos del
presente estudio sugeririan que esta poblacién celular no jugaria un papel importante
en las ovejas. A este respecto, un estudio reciente tampoco encontr6 células NK en el
Utero de ovejas, en ausencia de infeccién alguna, durante el dltimo tercio de la
gestacion, lo que dio pie a discutir las diferencias, no ya solo histolégicas, sino también
fisiologicas, entre las placentas de ratones y ovejas, poniendo en duda por tanto la
extrapolacion directa de resultados de una especie a otra (Wattegedera et al., 2019).
Respecto al papel que juegan los linfocitos B en la respuesta placentaria, un reciente
estudio desarrollado en ratones ha demostrado que ejercen un papel clave en el
desarrollo de la gestacion protegiendo al feto de posibles infecciones de patdgenos,
ya que a medida que avanza la gestacion se detectan elevados niveles de linfocitos B
maduros que migran desde los nddulos linfaticos hasta el atero (Muzzio et al., 2014).
Sin embargo, esta poblacion no parece relevante en la respuesta local, placentaria,
en las ovejas frente a patdgenos intracelulares. Estudios previos llevados a cabo en
modelos de ovino gestante inoculados con C. abortus (Buxton et al., 2002) o N.
caninum (Arranz-Solis et al., 2016) demostraron una escasa presencia de linfocitos B,
aunque estos dos estudios utilizaron un anticuerpo especifico frente a la poblacién de
linfocitos B distinto al utilizado en nuestro trabajo (anti-CD21 y anti-CD79acy

respectivamente), lo que les ha llevado a sugerir que tendria una escasa importancia
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en la respuesta inmunitaria local frente a estos agentes. Del mismo modo, esta
poblacion celular parece que carece también de importancia en términos
inmunoldgicos en la respuesta inmunitaria local en la placenta tras la infeccién
experimental con N. caninum de vacas en los tres tercios de gestacion (Canton et al.,
2014). No obstante, en la especie murina se ha demostrado que la poblacion de
células B es esencial en la respuesta inmunitaria desarrollada frente a la infeccion
experimental con C. abortus pues en ratones modificados genéticamente que no
expresaban este tipo de células se observo, tras la infeccion con este patégeno, una
carga parasitaria en el higado 1000 veces mayor que en los ratones normales y unas
lesiones histoldgicas consistentes en areas de necrosis mucho mas graves (Buendia
et al., 2009). Los resultados del presente trabajo sugeririan sin embargo que, al igual
que en las otras dos enfermedades anteriormente expuestas, en el caso de la

toxoplasmosis ovina, el papel de los linfocitos B en la placenta no seria relevante.

A diferencia de las células NK y los linfocitos B, los resultados de este tercer trabajo
demuestran la importancia de los linfocitos T y de los macréfagos en la respuesta
inmunitaria desarrollada en la placenta, ya que el infiltrado inflamatorio observado en
las lesiones encontradas esta, en su mayoria, formado por estas poblaciones
celulares. De hecho, en este estudio se ha apreciado una relacion clara entre la
presentacion clinica de la toxoplasmosis ovina, ya sea en forma de abortos tempranos
0 bien la clasicamente conocida en esta enfermedad, asociada a la invasion de la
placenta por parte del parasito. Concretamente, el incremento de linfocitos T se
observé exclusivamente en los placentomas de aquellos animales en los que se
identifico la presencia del parasito, los sacrificados en la cuarta semana pi. Aquellos
animales infectados, pero en los que no se encontr0 al parasito no presentaban
diferencias con los animales control. Es posible sugerir que estas células, cuyo papel
es el de producir elevadas concentraciones de citoquinas, entre ellas IFN-y, tras ser
estimulados con diversos antigenos (Entrican et al., 1992), como por ejemplo T. gondii
(Innes et al., 1995b), sean la fuente principal de los altos niveles de IFN-y encontrados
durante el segundo estudio tanto a nivel periférico como, sobre todo, al estudiar la
placenta. Por otro lado, la positividad se encontr6 fundamentalmente en las
vellosidades fetales, sugiriendo la importancia de esta poblacion celular en la

respuesta inmunitaria desarrollada por el feto. De manera muy interesante, se ha
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demostrado en humanos que la parte materna y fetal de la decidua no exhiben las
mismas caracteristicas inmunoldgicas tras procesos infecciosos: por ejemplo, en la
parte fetal se concentran la mayoria de las CD (Li et al., 2018). Dado que la accion de
la respuesta inmunitaria adaptativa se produce fundamentalmente por el nexo que se
produce entre las CD, esenciales en la respuesta inmunitaria innata, y las células T
estas diferencias entre los compartimentos materno y fetal de la placenta pueden
desempeiar un papel clave en la respuesta inmunitaria en ambas localizaciones. En
este mismo sentido, se ha demostrado tras una reproduccién experimental de la
malaria en ratones que las respuestas inmunitarias de los compartimentos materno y
fetal de la placenta difieren, de modo que es la parte fetal la responsable de, por medio
de interacciones de TLR4, captar a los eritrocitos infectados con Plasmodium e iniciar
la respuesta inmunitaria innata (Rodrigues-Duarte et al., 2018). Ademas, demostraron
gue en ratones gestantes modificados genéticamente para que no expresaran este
receptor (TLR4 7) los efectos de la infeccion en el feto fueron menos graves que en
los ratones gestantes normales que si lo expresaban, mientras que la expresion de
TLRA4 en la parte fetal de la placenta disminuy6 la incidencia de pérdida fetal inducida

por Plasmodium en el utero (Rodrigues-Duarte et al., 2018).

Por otro lado, cabe destacar la importancia que parecen tener los macrofagos en la
respuesta inmunitaria local durante la toxoplasmosis ovina. En este estudio se
utilizaron diferentes marcadores de macrofagos: Iba-1, un marcador general (Minami
et al.,, 2018) y CD163, cuya positividad en tejidos se relaciona con procesos
inflamatorios (Etzerodt y Moestrup, 2013). Se observo un claro aumento del nimero
de células que expresaban estos marcadores, sobre todo el segundo, en dos
situaciones: tanto en aquellas ovejas que sufrieron abortos tempranos poco después
de la infeccion como en aquellas ovejas sacrificadas en la cuarta semana pi y en las
gue se observaron lesiones histolégicas y la presencia del parasito. La expresion de
CD163 se considera que esta asociada a una activacion de los macrofagos por la
denominada como via alternativa, o M2, cuya funcion principal seria la de participar
en la reparacion de los tejidos, angiogénesis, y eliminacion de restos necréticos
(Martinez et al., 2008). La poblacion de macréfagos M2 es la mayoritaria entre las
células inmunitarias presentes en la placenta humana (Cupurdija et al., 2004), y su

presencia esta asociada al mantenimiento de la gestacion (Tsao et al., 2018). Sin
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embargo, el incremento del nimero de macréfagos CD163* observado en el presente
estudio asociado tanto a aborto temprano como a las lesiones inducidas por la
presencia del parasito es contrario a este papel en el mantenimiento de la gestacion.
Esta contradiccién podria explicarse por la heterogeneidad de las células CD163* que,
por ejemplo, pueden diferenciarse en la expresion de otros marcadores, como el HLA-
DR en humanos, pudiendo encontrarse poblaciones CD163*HLA-DR’, de caracter M2,
y CD163*HLD-DR*, de caracter mixto M1/M2 o incluso de diferentes subpoblaciones
de M2 (Shimada et al., 2018). Ademas, la clasificacion de la funcion que estan
desempeiiando los macrofagos como M1 o M2 es quizas una simplificacion excesiva.
La accion real que ejercen los macrofagos, y su fenotipo, por tanto, dependeria de
multiples factores y sefales en funcidon del microambiente que les rodee, la
localizacion o el proceso al que estén asociados (Mgller, 2011). Es por ello que seria
necesario profundizar en la caracterizacion fenotipica de las subpoblaciones de
macrofagos asociadas a la toxoplasmosis ovina y asi poder comprender mejor la

patogenia de esta enfermedad.

Resultd llamativo que no so6lo se observd un aumento en las poblaciones de
macrofagos, sino que la distribucion de estas células era marcadamente diferente en
funcién de la presentacion clinica. En las ovejas infectadas que sufrieron abortos en
la fase temprana poco después de la infeccion, en las que se observaron infartos en
los placentomas, el aumento de macrofagos estaba claramente restringido al septo
caruncular materno. En este sentido, en ratones se ha demostrado recientemente que
la poblacion de macrofagos residente en la placenta aumenta considerablemente
cuando suceden abortos espontaneos, provocando la apoptosis de los trofoblastos
fetales, lo que sugiere un papel clave en su patogenia (Guenther et al., 2012). También
se ha sugerido su participaciéon en otras complicaciones durante la gestacién en
humanos (Kim et al., 2007). Teniendo en cuenta estos hallazgos previos, es probable
que los macrdéfagos residentes en la placenta ovina estén implicados en la patogenia
de los abortos tempranos ocurridos poco después de la infeccion, y de algin modo
relacionados con lesiones vasculares de la placenta y leucomalacia fetal posterior,
consideradas las consecuencias histopatolégicas caracteristicas de este tipo de
abortos (Castafio et al., 2014).
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Por su parte, en la placenta de las ovejas sacrificadas en la cuarta semana pi en las
gue se habia detectado la presencia del parasito se observé un importante infiltrado
de macro6fagos en las vellosidades coridnicas, parte fetal de la placenta, de manera
similar a lo descrito en el caso de los linfocitos T. La tinciébn negativa frente a la
calprotectina en estas células sugiere que estos macréfagos corresponderian a una
subpoblacién de macréfagos residente en la placenta (Soulas et al., 2011). Este tipo
de macréfagos fetales localizados en las vellosidades de la placenta, también
llamados células Hofbauer (Takahashi et al., 1991), pueden tener diferentes origenes:
en las primeras etapas de la gestacion pueden provenir de células madre
mesenquimales mientas que a final de la gestacion se ha descrito su origen en células
madre hematopoyéticas fetales (Yao et al., 2019). Ademas, tienen una alta capacidad
proliferativa y mitogénica (Castellucci et al., 1987), lo que unido a la ausencia de
calprotectina, sugeriria que la division por mitosis in situ contribuiria al incremento en
su numero observado en el presente estudio. Recientemente se ha demostrado que,
aunque las células Hofbauer se clasifican como macréfagos M2 (Young et al., 2015),
en casos de inflamacion cronica de la placenta los macrofagos fetales pueden producir
citoquinas pro-inflamatorias que pueden dafiar este tejido (Reyes y Golos, 2018).
Teniendo en cuenta que la positividad de estas células se detecté en el dia 26 pi,
momento en el que se detectaron las lesiones placentarias en este experimento,
parece claro que las células Hofbauer desempefian un papel clave en la patogenia de

la toxoplasmosis ovina.

Tomados en conjunto, los resultados de esta Tesis Doctoral ayudan a profundizar en
el conocimiento de los mecanismos patogénicos subyacentes durante el transcurso
de la toxoplasmosis ovina. En concreto, demuestran que el momento de gestacion en
gue se produzca la infeccion de los animales influye directamente sobre la llegada del
parasito a la placenta y sobre la aparicion y gravedad de las lesiones asociadas a su
replicacion en este tejido, asi como en el feto. Estas consecuencias de la infeccién por
toxoplasma estarian ademas influenciadas por la respuesta inmunitaria desarrollada
por el hospedador no solo a nivel sistémico sino también a nivel local. Particularmente,
la respuesta inmunitaria desarrollada en placenta desempefia un papel clave en el
control de la infeccion y difiere de la desarrollada a nivel periférico por la madre

gestante. En este 6rgano, ademas, los compartimentos materno y fetal exhiben
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propiedades inmunitarias diferentes, lo que se relaciona de manera directa con la
distribucion del parasito en estas localizaciones y las lesiones asociadas a su

replicacion.
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Conclusiones.

Tras el analisis y discusion de los resultados obtenidos en los tres estudios que

componen esta Tesis Doctoral, centrada en el estudio de la patogenia de la

toxoplasmosis ovina, es posible concluir que:

1-

La infeccion de ovejas gestantes con 50 ooquistes del aislado M4 de T. gondii
administrados por via oral consigue reproducir de manera experimental la
toxoplasmosis ovina y causar abortos tempranos en un porcentaje significativo

de las ovejas infectadas y la invasion de la placenta en el resto.

La patogenia de los abortos inducidos en la especie ovina tras la infeccién con
el parasito T. gondii es diferente en funcién de si ocurren durante la segunda
semana pi o transcurridas cuatro semanas, pues en el primer caso los abortos
no son consecuencia directa de la multiplicacion del parasito en la placenta,
mientras que en el segundo caso se ha demostrado que la presencia de

lesiones si esta asociada a ésta.

El momento de gestacion en el que se infectan las ovejas influye sobre la
invasion de la placenta por el parasito y el desarrollo de lesiones. Si la infeccion
ocurre a final de la gestacion, tanto el parasito como las lesiones asociadas
pueden detectarse a partir del dia 19 pi, mientras que si sucede en otra fase
gestante la deteccion es posible a partir del dia 26 pi.

El desarrollo de una placentitis necrotica multifocal, junto a la infiltracion de
células inflamatorias, se produce en relacién a la colonizacién de la placenta

por parte del parasito.

En los abortos tardios de la toxoplasmosis, la gravedad de las lesiones y la
carga parasitaria de la placenta y los tejidos fetales estan directamente
relacionados, y estan influidas por el momento de gestacion siendo en ambos
casos mayor si la infeccion de las ovejas sucede a mitad de la gestacién. Sin
embargo, en los abortos tempranos ocurridos durante la segunda semana pi
no existen diferencias, respecto a estos parametros, entre los diferentes tercios

de gestacion.
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La respuesta inmunitaria tanto a nivel periférico como en la placenta tras la
infeccion con T. gondii en ovinos esta caracterizada por la produccion de
citoquinas de tipo Thl o pro-inflamatorias (IFN-y y TNF-a), de tipo Th2 o anti-
inflamatorias (IL4) y de tipo Treg (IL10).

Los dos tipos de respuestas inmunitarias difieren a lo largo de la infeccion, pues
mientras que a nivel periférico el momento de gestacién en que se produzca la
infeccidn no influye en los niveles séricos de las citoquinas estudiadas, a nivel
local, en la placenta, si se observa esta influencia al analizar los niveles de

transcripcion de IL4 e IL10.

A medida que avanza la gestacion, la infeccién con T. gondii en el ganado ovino
se asocia a una modulacion de la respuesta inmunitaria local a nivel de la
placenta, principalmente caracterizada por una mayor expresion de la citoquina
IL10.

Existe una diferencia clara entre la parte materna de la placenta (carincula), y
la fetal (cotiledon), en cuanto a la viabilidad del parasito. Mientras que en la
parte materna se detectan restos de antigeno parasitario asociados a areas de
necrosis, en la parte fetal el parasito aparece en formas compatibles con

vacuolas parasitéforas y que sugieren su viabilidad.

10-Tanto las poblaciones de células inflamatorias presentes en las lesiones, como

su distribucién, difieren en funcion de la presentacién clinica de la enfermedad.
Mientras que en los abortos tempranos predomina la infiltracién de macréfagos
en la carincula, tras la colonizacion de la placenta por el parasito predominan

los linfocitos T y macréfagos en las vellosidades fetales.

11- El aumento de macréfagos en la placenta se produce principalmente a partir

de poblaciones residentes en este 6rgano, ya que no se observa expresion de
calprotectina, marcador asociado a la llegada reciente de monocitos desde el

torrente sanguineo.
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Resumen.

La toxoplasmosis ovina es una enfermedad infecto-contagiosa causada por el
protozoo parasitario Toxoplasma gondii (T. gondii), con una elevada incidencia en la
ganaderia ovina en todo el mundo, donde provoca importantes pérdidas econémicas
al estar asociada a fallo reproductivo, generalmente aborto. Aunque se sabe que el
momento de gestacién en que ocurra la primoinfeccion de las ovejas gestantes
determina las consecuencias clinicas de la enfermedad, no se conocen con exactitud
los mecanismos patogénicos que explicarian esas diferencias. Uno de ellos podria ser
la respuesta inmunitaria desarrollada tanto por la madre gestante como por el feto, a
nivel periférico y de la placenta, pues éste es un factor clave en el control de la
infeccion y multiplicacion del parasito. De esta manera, el objetivo general de esta
Tesis Doctoral es analizar como influye el momento de gestacién en que ocurre la
infeccién con T. gondii sobre la respuesta inmunitaria materna y fetal, a nivel sistémico
y local, y la posible relacion con la aparicion de abortos o transmision vertical. Para su
abordaje se han desarrollado tres estudios en los que ademas se pretende dar

respuesta a objetivos de caracter mas especifico.

Para ello, 36 ovejas gestantes, primiparas, de raza Churra y de la misma edad se
distribuyeron al azar en 3 grupos experimentales, cada uno de ellos formado por 9
ovejas infectadas y 3 no infectadas. La reproduccion experimental de la enfermedad
se produjo empleando una misma dosis infectiva en todos los grupos, 50 ooquistes
esporulados del aislado M4 de T. gondii (tipo Il) administrados por via oral. De esta
manera, la infeccion se llevé a cabo a los 40 (G1), 90 (G2) y 120 (G3) dias de
gestacion. Tras la inoculacion, se planificé el sacrificio secuencial de 3 animales

infectados y 1 control en los dias 12, 19 y 26 post-infeccion (pi).

El primero de los tres estudios de esta Tesis Doctoral se desarroll6 con el objetivo
concreto de esclarecer qué influencia ejerce el momento de gestacion en que se
infecte a las ovejas gestantes sobre la clinica de la toxoplasmosis ovina, las lesiones
fetales y placentarias y también sobre la colonizacién y multiplicacion del parasito en
estos tejidos. Para ello, tras la infeccion se realizd el seguimiento clinico de los

animales, siendo posteriormente sacrificados, o bien en el momento en el que se
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produjeron abortos espontaneos o0 bien cuando estaba previsto su sacrificio
secuencial. Tras la necropsia, se recogieron muestras fetales (suero o liquido toracico)
para la deteccion de anticuerpos especificos frente a T. gondii. Ademas, se recogieron
diferentes muestras tanto en el feto (encéfalo, higado, corazén y pulmén) como en la
placenta (5 placentomas seleccionados al azar) para su fijacién en formol y posterior
analisis histolégico o bien su almacenamiento a -80°C para después detectar y
cuantificar, mediante qPCR, ADN de T. gondii analizando estadisticamente las
diferencias entre grupos.

La consecuencia clinica mas destacable fue la aparicion de abortos entre los dias 6 y
26 pi gue se clasificaron en dos categorias: abortos tempranos (entre los 6 y 16 dias
pi) o abortos tardios (entre los dias 17 y 26 pi). Los tempranos ocurrieron en los
animales infectados de los tres grupos, por lo que en su aparicion no influye el
momento de gestacion en que se produzca la infeccion de la madre gestante. Ademas,
puesto que la deteccién de ADN parasitario en los fetos o placentas de los tres grupos
fue muy esporadica y puntual en ese intervalo temporal y sucedié en un nimero muy
escaso de muestras, se confirmé que estos abortos tempranos no estarian causados
por la multiplicacion del parasito en la placenta. Igualmente, la presencia del parasito
tampoco es necesaria para la aparicion de las lesiones caracteristicas de este tipo de
abortos, consistentes en trombosis e infartos en la placenta y areas de leucomalacia
fetal, observadas solamente en algunos de los encéfalos fetales estudiados. En
resumen, el momento de gestacion en que se infecta a las ovejas gestantes no ejerce
ninguna influencia sobre la aparicion de los abortos tempranos, ni sobre el tipo de
lesiones fetales o placentarias asociadas o su gravedad, ni sobre la presencia del

parasito en ellos.

Sin embargo, al considerar los abortos tardios, el tercio de gestacion en el que se
infectan las ovejas si influye sobre la invasion de la placenta por el parasito, la
aparicion de lesiones y la consecucién de estos abortos. La muerte fetal, con o sin
aborto, entre los dias 17 y 26 pi fue mas frecuente en el grupo de animales infectados
a final de la gestacién (66,6%) que en los otros dos grupos (16,7% en ambos casos).
El momento de gestacion en que se produjo la infeccion de las ovejas gestantes
también influyd sobre la colonizacion del parasito de la placenta y posterior

multiplicacion en este tejido y en el feto, asi como en la aparicion y gravedad de las
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lesiones asociadas. Tanto la llegada del parasito a la placenta tras la infeccibn como
la aparicion de lesiones se detectaron antes, en el dia 19 pi, en el G3 en comparacion
con los otros dos grupos experimentales, donde sélo se detectaron en el dia 26 pi.
Ademas, el aumento de carga parasitaria entre la tercera y cuarta semana pi fue muy
brusco en los G1 y G2, mientras que en el G3 ese aumento fue muy leve. Dado que a
lo largo de todo el experimento solamente se detectaron anticuerpos especificos frente
al parasito en fluidos fetales del G2 y, principalmente, en el G3, es posible que la
mayor maduracion del sistema inmunitario fetal sea la causa de la aparicion de estos
anticuerpos y, a su vez, del menor incremento en la carga parasitaria observado en el
G3, de forma que hubiera sido capaz de limitar en cierto modo la replicacién del
parasito y dificultar su diseminacion hacia otros tejidos. Esta hipotesis también podria
explicar que las lesiones de menor gravedad, tanto en la placenta como en el feto,
correspondan a las muestras analizadas del G3. Por el contrario, las lesiones mas
graves y extensas se encontraron en las muestras procedentes de las ovejas
infectadas a mitad de la gestacion, detectandose en estos mismos animales las
mayores cargas parasitarias de todo el experimento.

Sin embargo, las caracteristicas histologicas de las lesiones son muy similares,
independientemente del tercio en el que se produzca la infeccion. Siempre se
correspondieron con inflamaciones necroticas multifocales con infiltrados de
macrofagos y linfocitos. Por otro lado, dado que siempre se detectdo ADN de T. gondii
en todas las muestras donde se encontrg lesiones, parece claro que, en los abortos o
transmision fetal ocurridos mas all4 de la segunda semana pi, para el desarrollo de
las lesiones es condicidén necesaria la colonizacién previa del parasito de estos tejidos.
En conjunto, los resultados del primer estudio demuestran que el momento de
gestacion en que ocurra la infeccion de la oveja gestante determina claramente las
consecuencias clinicas de la enfermedad, ademas de influir en la llegada del parasito

a la placenta y feto y posterior desarrollo de lesiones.

En el segundo trabajo de esta Tesis Doctoral el objetivo concreto que se planteo fue
analizar la respuesta inmunitaria, tanto periférica como a nivel de la placenta, de los
mismos animales que los del anterior trabajo. Para ello, se cuantificaron los niveles
circulantes de anticuerpos especificos frente a T. gondii en muestras de suero

maternas y fetales, asi como los de citoquinas de tipo Thl (IFN-y y TNF-a), Th2 (IL4)
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y Treg (IL10) en suero materno. También se analizaron los niveles de transcripcion de
ARNnm de estas cuatro citoquinas, asi como de IL12, a nivel de la placenta, mediante
gPCR. Durante la fase inicial de la enfermedad, en concreto en los dias 5y 8 pi, se
detectaron niveles séricos significativamente mayores de IFN-y en todos los grupos
experimentales con respecto al grupo control, aunque no existieron diferencias
significativas entre los grupos infectados. Estos hallazgos confirman que en las fases
iniciales de la enfermedad predomina una respuesta inmunitaria de tipo celular. Tras
este aumento en la produccién de IFN-y, sus niveles circulantes decrecieron
rapidamente coincidiendo con un incremento en la produccion de anticuerpos
especificos frente a T. gondii, asi como de TNF-a e IL10. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos infectados mas que en dias concretos
y de forma puntual. Sin embargo, los tres grupos infectados presentaron clara, y
significativamente, una mayor cantidad de estas citoquinas que el grupo control. Por
otro lado, no se detectaron niveles circulantes apreciables de IL4. Estos resultados en
conjunto demuestran que el momento de gestacion en que se produce la infeccion de
las ovejas gestantes con T. gondii no influye sobre la respuesta inmunitaria periférica
desarrollada por los animales, la cual se caracteriza por la produccion de citoquinas
tanto de tipo Thl como de tipo Treg, Sin que exista una polarizacion clara hacia uno u

otro tipo de respuesta a medida que avanza la gestacion.

Al igual que a nivel periférico, la repuesta inmunitaria local estaba caracterizada por la
produccion de citoquinas de tipo Thl, Th2 y Treg. ES de destacar que, de manera
similar a lo observado a nivel periférico, los mayores niveles de expresién de ARNm
en la placenta correspondieron a IFN-y. Sin embargo, aunque, salvo en el caso de
IL12, se encontraron diferencias significativas entre los animales infectados y los
controles, las diferencias entre grupos infectados soélo fueron significativas en el caso
de IL4 e IL10. En concreto, los niveles de IL4 fueron mayores en los G1 y G2, mientras
que los de IL10 fueron mucho mas elevados en el G3. Estos resultados demuestran,
por un lado que la respuesta inmunitaria periférica y local difieren a lo largo de la
infeccién y que el momento de gestacion en que se produce la infeccion no influye
sobre los niveles séricos de las citoquinas estudiadas, pero si sobre los niveles de
expresion de IL4 e IL10 en la placenta, y por otro lado que a medida que avanza la

gestacion la respuesta inmunitaria desarrollada en la placenta frente a la infeccion por
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T. gondii sufre una modulacion caracterizada principalmente por una mayor expresion
de IL10.

El tercer objetivo concreto de esta Tesis Doctoral fue analizar si el momento de
gestacion en que se produjo la infeccién de los animales con T. gondii influye sobre
las poblaciones celulares concretas que constituyen los infiltrados inflamatorios
observados en la placenta y la distribucidén del parasito en este érgano. Para ello, se
utilizaron métodos inmunohistoquimicos mediante el empleo de anticuerpos
especificos frente a diferentes antigenos: del parasito y de diferentes poblaciones

celulares (células NK, B, T y macréfagos).

No obstante, debido a la apariciébn de abortos tempranos en la fase aguda de la
toxoplasmosis y de la expulsion de mortinatos en G3, las muestras de placenta de
estos animales estaban muy autoliticas, lo que impedia su correcta valoracion
histoldgica. Debido a esta limitacién en el nUmero de muestras, no se tuvo en cuenta
el momento de gestacion en que se infecté a los animales y las comparaciones se
realizaron entre tres grupos de ovejas: aquellas no infectadas, las que abortaron y las
que fueron sacrificadas. Solamente se detect6 antigeno parasitario mediante analisis
inmunohistoquimico en las placentas de los animales sacrificados en la cuarta semana
pi, pues en este momento, como se explicé anteriormente, es cuando se detecté no
s6lo ADN de T. gondii sino también lesiones en la placenta y visceras fetales de todos
los animales infectados. No obstante, la distribucion de antigeno parasitario fue
diferente en la parte materna y fetal: mientras que en aquella se encontraban restos
de parasito, denominado antigeno particulado, asociados con areas de infiltracion de
linfocitos y macrofagos y/o areas de necrosis, en la parte fetal la morfologia del
parasito estaba mas conservada, con una estructura semejante a las vacuolas
parasitéforas, frecuentemente observado en el interior de trofoblastos y nunca se
encontraba asociado a areas de necrosis. Estos resultados plantean la posibilidad de
que los trofoblastos fetales sean mas susceptibles a la infeccién con T. gondii y que
la respuesta inmunitaria fetal no sea tan efectiva a la hora de controlar la replicacion
del parasito, lo que favoreceria su multiplicacién, al contrario de lo que ocurriria en la

parte materna de la placenta.

Respecto a la distribucion de los distintos subtipos celulares, un resultado muy
destacado fue que el numero de células NK* y B* fue muy reducido, no solamente en
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los animales infectados sino también en los controles. Esto parece demostrar que
estas células no son importantes en la respuesta inmunitaria desarrollada en la
placenta durante la toxoplasmosis ovina. Por el contrario, es de especial relevancia el
hecho de que la positividad asociada a las células T y macrofagos, asi como su
distribucion, estuviera condicionada por la presentacién clinica de la enfermedad. En
concreto, en las ovejas que sufrieron abortos tempranos se detecté una
predominancia de macréfagos en el infiltrado inflamatorio siempre restringido a la
cartncula materna. Por el contrario, en la placenta de las ovejas sacrificadas en la
cuarta semana pi (en las que se habia detectado la presencia del parasito por PCR e
inmunohistoquimica), los infiltrados inflamatorios asociados con la multiplicacion del
parasito consistian tanto en linfocitos T como en macréfagos, restringidos siempre a
las vellosidades fetales de la placenta. Ademas, en este ultimo caso se demostré que,
dada la ausencia de positividad asociada a la calprotectina, los macréfagos implicados
en la respuesta inmunitaria local serian aquellos residentes de manera constitutiva en

este tejido.

En resumen, los resultados de esta Tesis Doctoral demuestran que la llegada de T.
gondii a la placenta ovina y posterior multiplicacion en este tejido y en el feto, asi como
la gravedad de las lesiones asociadas, estan influidas por el momento de gestacion
en que ocurra la infeccion. Se demuestra también la importancia de la respuesta
inmunitaria local, a nivel de la placenta, que presenta diferencias con respecto a la
materna periférica, y cuyo infiltrado inflamatorio difiere en funcién de la presentacion

clinica de la enfermedad.

Summary.

Ovine toxoplasmosis is an infectious disease caused by the protozoan parasite
Toxoplasma gondii (T. gondii), which results in heavy economic losses in the sheep
industry worldwide as it is related to reproductive failure, principally abortions. There is
evidence that the term of gestation when pregnant sheep are infected for the first time

clearly influences the clinical outcome of this disease, but the mechanisms underlying
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these differences are unclear. One of these mechanisms would be related to both
maternal and foetal peripheral and placental immune responses, as they are key
factors to prevent the infection and parasite replication. Consequently, the general aim
of this PhD Thesis is to analyse the influence of the term of gestation when pregnant
sheep are infected with T. gondii on the systemic and local maternal and foetal immune
responses and its possible relationship with the appearance of abortions or vertical
transmission. For this, three studies were conducted, focused in three specific
objectives.

For this purpose, 36 pure Churra breed primiparous sheep of the same age were
randomly distributed into 3 experimental groups, each of which formed by 9 infected
animals and 3 sheep as negative control of inoculation. All the infected animals were
orally dosed with 50 sporulated oocysts of the M4 isolate of T. gondii (type II) at 40
(G1), 90 (G2) and 120 (G3) days of gestation. Once inoculated, the original schedule
was planned for the serial culling of three challenged and one unchallenged animal at
days 12, 19 and 26 pi.

The specific aim of the first study was to evaluate how clinical disease, lesions, in
both foetal and maternal tissues. and parasite distribution and burden in them are
influenced by the gestational age in which infection occurs. With this objective, ewes
were observed daily after inoculations until they were sedated and immediately
euthanized either when spontaneous abortion occurred or on the scheduled days for
the serial cullings. After necropsy, foetal samples (sera or thoracic fluid) were collected
to detect specific antibodies against T. gondii foetal (brain, liver, heart and lungs) and
placental (five placentomes randomly selected) samples that were fixed in 10%
formalin for histological examinations or stored at -80°C until subsequent DNA
extraction for parasite detection and quantification by gPCR. In all cases, differences

between groups were statistically analysed.

The most striking clinical finding was the occurrence of abortions between days 6 and
26 pi. Specifically, they were classified into two categories according to the time of
occurrence: abortions during the acute phase of the disease (between days 6 and 16
pi) and late abortions, occurred between days 17 and 26 pi. As acute abortions
happened in the three groups, their occurrence was not influenced by the gestational
age when pregnant sheep were infected. T. gondii DNA was only found in sporadic
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days and in few foetal and placental samples at this period of time, so it was confirmed
that the multiplication of the parasite in the placenta is not necessary to trigger acute
abortions or the appearance of lesions, i.e. thrombosis and infarcts found in all the
placentomes recovered and leucomalacia in some foetal brains. In summary, the term
of gestation when pregnant sheep are infected with T. gondii does not influence the
occurrence of early abortions during the acute phase of ovine toxoplasmosis, neither
the type or severity of foetal and placental lesions related to this clinical presentation,
neither the parasite burden in these tissues.

However, when considering late abortions, the gestation period when infection takes
place has a direct effect on placental colonization by the parasite, the appearance of
lesions and the rate of abortions. Foetal death, with or without foetal expulsion,
between days 17 and 26 pi was more frequent in the group of animals infected at the
end of pregnancy (66.6%) than in the other two groups (16.7% in both cases). The
gestational age in which infection occurred also influenced the colonization of the
placenta by T. gondii and its later multiplication in this tissue and in the foetus, as well
as the appearance and severity of the associated lesions. Specifically, both the arrival
of the parasite to the placenta after infection and the appearance of lesions were
detected before, on day 19 pi, in G3 compared to the other two experimental groups,
in which they were only detected on day 26 pi. In addition, there was a marked increase
in parasite burden between the third and fourth week pi in G1 and G2, whereas in G3
that increase was very slight. Given that throughout the entire experiment specific
antibodies against the parasite were only detected in foetal fluids of G2 and, mainly, in
G3, it is possible that the maturation of the foetal immune response that takes place
towards the end of gestation was the responsible for the production of the antibodies
and, at the same time, the slighter increase of the parasite burden observed in G3, as
this immune response might have been able to limit the replication of T. gondii. This
hypothesis also seems to explain that the milder lesions, both in placental and foetal
tissues, correspond to samples recovered from G3. By contrast, the more severe and
extensive lesions were found in ewes infected at mid-gestation, when it was also found

the highest parasite burden of the entire experiment.

However, regardless the moment of gestation when infection occurs, the lesions found

showed the same histological changes, characterized by the presence of multifocal
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necrotic foci in the placenta and several organs of the foetus with mild infiltration of
both macrophages and lymphocytes. As T. gondii DNA was always detected in all
samples where lesions were found, it seems clear that, in abortions or congenital
transmission from the second week pi, it is necessary that the parasite colonizes the
placenta for these lesions to appear. Together, the results of the first study
demonstrate that the time of gestation when sheep are infected clearly determines the
clinical outcome of ovine toxoplasmosis. Besides, it also influences the arrival of the

parasite to the placenta and foetus and subsequent development of lesions.

The specific aim of the second study was to analyse the peripheral and placental
immune responses of the same animals as those of the previous work. For this
purpose, specific anti-T. gondii antibodies were investigated in maternal and foetal
serum samples, as well as the levels of several cytokines: IFN-y and TNF-a (Th1 type),
IL4 (Th2 type), and IL10 (Treg type). In addition, the immune response at the placenta
was characterized by analysing the RNA transcription of these four cytokines, as well
as IL12, at the placentomes by gPCR. It is noticeable that the strongest response
measured in maternal sera was that of IFN-y. Specifically, the three infected groups
showed a significant increase of serological IFN-y at days 5 and 8 pi when compared
to control animals, although there were no statistically significant differences between
the infected groups. These findings confirm that at early stages of the infection
predominates a cellular-type immune response. After this increase, the IFN-y
peripheral levels rapidly decreased, coinciding with a sudden increase in the
production of both specific antibodies against T. gondii and TNF-a and IL10 cytokines.
Apart from specific days, there were no statistical differences between infected groups.
However, peripheral levels of these two cytokines were significantly higher in all the
infected groups in comparison with the control group. By contrast, IL4 was not detected
at peripheral level. Taken together, these results show that the moment of gestation
when infection with T. gondii occurs does not influence the peripheral immune
response developed by sheep, which is characterized by the production of cytokines
of both Thl type and Treg type, and that there is no clear polarization towards one or

another type as gestation progresses.

As at the peripheral level, the local immune response was characterized by the
production of Thl, Th2 and Treg type cytokines. It is noteworthy that, similarly to the
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peripheral level, the highest levels of nRNA expression in the placenta were those of
IFN-y cytokine. Moreover, except for IL12, the only significant differences found
between groups were those of IL4 and IL10. Specifically, IL4 levels were higher in G1
and G2 than in G3, while IL10 levels were much higher in G3 than in the other groups.
These results show that peripheral and local immune response differ throughout the
disease, as the time of gestation in which infection with T. gondii takes place does not
influence the peripheral immune response but it does at local level. In addition, this
work demonstrates that as pregnancy progresses the placental immune response

against T. gondii infection is modulated towards a greater expression of IL10.

The specific aim of the third and last study of this PhD Thesis was to evaluate if the
term of gestation in which the infection occurs influences the distribution of T. gondii at
the placenta of the same animals that the two previous studies, as well as the specific
cell populations involved in the inflammatory infiltrates observed at this tissue. For this
purpose, specific antibodies against different antigens (the parasite and different cell
populations like NK, B, and T cells as well as macrophages) were used for

immunohistochemical labelling.

However, due to the occurrence of early abortions in the acute phase of the disease
and the expulsion of stillbirths in G3, the placental samples of these animals showed
an advanced degree of autolysis, which hampered its evaluation. This clear limitation
in the number of samples provoked that the time of pregnancy in which the animals
were infected was not taken into account and the comparisons were only made
between three groups of sheep: those not infected, those that aborted and those that
were culled on scheduled days. The parasite was only found at the placenta of those
sheep culled on the fourth week pi. As explained above, at this time not only T. gondii
DNA but also placental and foetal lesions were observed. However, the distribution of
T. gondii antigen was quite different between the foetal and maternal compartments of
the placenta, as at the maternal caruncle it was found as particulate antigen or parasite
debris always related to areas of infiltration of lymphocytes and macrophages and/or
necrosis, whereas on the foetal cotyledon the parasite integrity was better preserved,
as positive structures resembling parasitoforous vacuoles, but it was never associated
with necrosis. In view of these results it seems that foetal trophoblasts are more

susceptible to infection with T. gondii than the maternal caruncle, and that the foetal
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immune response is not as effective when controlling parasite replication, which would

favour its multiplication.

With regard to the distribution of specific cell populations, a remarkable result was the
almost lack of NK* and B* cells, not only in infected but also in uninfected sheep. This
seems to show that these cells are not important in the placental immune response
after challenge with T. gondii of sheep at any time of pregnancy. By contrast, the
outcome of the infection clearly influenced the distribution of both T cells and
macrophages at this tissue. Specifically, there was an increase of macrophages
expressing Ibal and CD163 at the maternal caruncle of the placentomes recovered
from those sheep that suffered early abortions at the acute phase of the disease. On
the other hand, the distribution of the inflammatory cells at the placenta was different
in those sheep culled at the fourth week pi, in which the parasite was detected by both
PCR and immunohistochemistry. In these samples, it was found a remarkable increase
of both T Ilymphocytes and macrophages within the chorionic villi, the foetal
compartment of the placenta. Moreover, the lack of macrophages expressing
calprotectin demonstrates that macrophages involved in the placental immune

response during ovine toxoplasmosis are a resident population of this tissue.

Taken together, the results of this PhD Thesis clearly demonstrate that the arrival of T.
gondii to the ovine placenta and subsequent multiplication in this tissue and in the
foetus, as well as the severity of the associated lesions, are influenced by the
gestational age when infection occurs. They also show the relevance of the local
immune response at the placenta, that differs from the peripheral maternal immune
response, and whose inflammatory infiltrate is different depending on the clinical
presentation of the disease.
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Abstract

of the isolate may play a role in their development.

After oral administration of ewes during mid gestation with 2000 freshly prepared sporulated oocysts of T. gondii
isolate M4, abortions occurred between days 7 and 11 in 91.6% of pregnant and infected ewes. Afterwards, a
further infection was carried out at late gestation in another group of sheep with 500 sporulated oocysts. Abortions
happened again between days 9 and 11 post infection (pi) in 58.3% of the infected ewes. Classically, abortions in
natural and experimental ovine toxoplasmosis usually occur one month after infection. Few experimental studies
have reported the so-called acute phase abortions as early as 7 to 14 days after oral inoculation of oocysts, and
pyrexia was proposed to be responsible for abortion, although the underline mechanism was not elucidated. In the
present study, all placentas analysed from ewes suffering acute phase abortions showed infarcts and thrombosis in
the caruncullar villi of the placentomes and ischemic lesions (periventricular leukomalacia) in the brain of some
foetuses. The parasite was identified by PCR in samples from some placentomes of only one sheep, and no antigen
was detected by immunohistochemical labelling. These findings suggest that the vascular lesions found in the
placenta, and the consequent hypoxic damage to the foetus, could be associated to the occurrence of acute phase
abortions. Although the pathogenesis of these lesions remains to be determined, the infectious dose or virulence

Introduction

Opvine toxoplasmosis is a zoonotic disease of sheep caused
by the infection of the protozoan Toxoplasma gondii that
results in heavy economic losses for the sheep industry as
it is a major cause for reproductive failure. High sero-
prevalence of infection has been worldwide reported, and
it is recognised as one of the main ovine infectious aborti-
facient in those countries with a significant sheep industry
[1]. Congenital transmission to the foetus occurs mainly
when sheep are infected for the first time during preg-
nancy and the outcome of the infection depends on the
gestational age at the time of transplacental transmission.
Infections during the early and mid pregnancy are usually
associated with the occurrence of abortion, while infection
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in late pregnancy would produce a congenitally infected
but viable lamb [2].

Despite the great importance of this disease, for both
animals and public health, the cause of abortion in toxo-
plasmosisis not yet fully understood [3]. Early foetal
death is thought to be caused by the direct damage of
the parasite replication in the foetus, while foetal death
later in gestation may result from anoxia caused by ex-
tensive necrosis in the placentomes [4]. Lesions in the
placenta could appear as soon as 10 days after infection,
and are characterized by multiple small foci of necrosis
in the caruncular septa. Lesions in the foetus could be
found from day 15 post infection (pi), although are more
frequent from day 20, affecting the brain, heart, lung and
liver. They are characterized by multiple foci of necrosis
with an eosinophilic central area that can be surrounded
by glial cells in the brain or mononuclear inflammatory
cells elsewhere when infection occurs at mid or late
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gestation [5]. Parasite can be identified in relation to
microscopic lesions by immunohistochemical labelling
of histological slides or PCR amplification of T. gondii [6].

Once the infection occurs, there is generally a delay of
4 weeks until the occurrence of the abortion [3]. However,
in a number of experimental studies, oral inoculation of
sheep with sporulated oocysts of T. gondii resulted in an
earlier abortion between days 7 and 14 pi. For such pres-
entation of ovine toxoplasmosis, the term “acute phase
abortion” was coined [7,8]. In these cases, the parasite was
not found in placental or foetal samples and the ewes did
not show serological antibodies against the parasite at the
time of abortion, although these were detected few days
after [8]. No histological examination of the placenta or
foetus was carried out in these cases so the absence of de-
tectable parasite in them led the authors to propose that
the pyrexia developed after the infection was the cause of
abortion, although the exact mechanisms involved were
not elucidated [7,8]. Furthermore, the authors raised the
hypothesis that the occurrence of acute phase abortions
related to toxoplasmosis may be seriously under diag-
nosed in the field due to the lack of antibody response and
parasite detection [7]. It was estimated that 1 out of every
7 abortion associated with toxoplasmosis could be acute
phase abortions [8].

In the current study we report the occurrence of acute
phase abortions during an experimental infection of sheep
with sporulated oocysts of T. gondii at mid and late gesta-
tion. In addition, in these foetuses and their dams, clinical,
histopathological, PCR and immunological studies were
carried out in order to investigate the pathogenesis of this
clinical presentation of ovine toxoplasmosis.

Materials and methods

Inoculum preparation

Sporulated oocysts were obtained through oral infection
of cats according to the methods proposed elsewhere
[9]. Briefly, ten 8 week-old female Balb/c mice (Charles
River Laboratories, France) were inoculated intra perito-
neally with 10* tachyzoites of the M4 isolate of T. gondii
(Moredun Research Institute, Edinburgh, Scotland, UK)
suspended in 200 pL PBS. All infected mice were treated
with sulphadimidine sodium (0.3 mg/mL in drinking
water) for 14 days, beginning 10 days post-infection (dpi),
to minimize morbidity and prevent death. At 4 months
post-inoculation mice were humanely euthanized by CO,
asphyxiation and brains were removed from each mouse.
Two twelve-week-old specific-pathogen-free kittens (Iso-
quimen S.L., Barcelona, Spain) were fed a pool of 3 brains
each from the infected mice.

Faeces were collected from kittens daily and examined
by zinc sulfate double centrifugation to detect shedding
of T. gondii oocysts as well as to monitor a possible co-
infection with other parasites. Unsporulated oocysts were
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harvested from faeces using a saturated sodium chloride
solution to concentrate them by flotation [10]. Oocysts
were counted on a hemocytometer. Qocysts were sporu-
lated by resuspending on H,SO,4 2% for 4 days at room
temperature. Sporulated oocysts were kept at 4 °C until
used. All procedures were conducted in a biohazard hood.

Animals and experimental design

Seventy pure Churra breed sheep aged approximately
12 months (born at the same flock within the same
lambing season from synchronized ewes), seronegative
for T. gondii, Neospora caninum, Border disease virus,
Coxiella burnetii and Chlamydophila abortus were oestrus
synchronized and mated with pure breed Churra tups for
2 days, after which the rams were removed from the ewes.
Pregnancy and foetal viability were confirmed by ultra-
sound scanning on day 40 after mating and forty-eight
pregnant sheep were selected for the experiment. The ani-
mals were randomly allocated into two groups: A and B.
Each group was composed of twenty-four animals: sixteen
sheep to be infected and eight uninfected-control animals.
Animals were observed by a veterinarian twice daily
throughout the experiment.

Each group was independently allocated for two differ-
ent experimental infections. For the first infection, sixteen
animals from group A were each inoculated with 2 x 10>
sporulated oocysts diluted in 50 mL of PBS, orally admin-
istered in a single dose, on day 90 of gestation. Oocysts
were used one month after sporulation. For the second
infection, carried out thirty days later, sixteen sheep
from group B each inoculated at day 120 of pregnancy
with a single oral dose of 5 x 10* sporulated oocysts from
the same batch as used before. In each group, eight sheep
received 50 mL of PBS without oocysts as negative control
of infection. Rectal temperatures were recorded from
group B animals two days before inoculation and then
daily until 14 dpi.

Initial design of the experiment involved the serial
culling of four infected and two uninfected-control ani-
mals at 5, 12, 21 and 26 dpi by intravenous barbiturate
overdose.

All animal procedures complied with the Guidelines of
the European Union Council (2010/63/EU) for the use
of laboratory animals and were in accordance with local
national guidelines (RD 1201/2005) which regulates the
welfare of animals used for experimentation. They were
also approved by the Complutense University of Madrid
and CSIC bioethics committee.

Histological processing and immunohistochemical
labelling of tissues

Post-mortem examinations of all the culled ewes and
foetuses recovered were carried out immediately after
euthanasia (or abortion in a number of cases. See Results
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section) and tissue samples were taken and placed into
10% formaldehyde in buffered saline. From each pla-
centa, ten randomly selected placentomes were chosen
and sliced coronally. Maternal samples included brain
and iliofemoral (uterine) and mesenteric caudal lymph
nodes. Foetal tissue samples included brain, spinal cord,
apex of the heart, lung, liver, kidney, thymus and semi-
tendinosus muscle. After fixation for less than five days,
maternal and foetal brains were cut coronally, embedded
in paraffin wax and processed, with the rest of the sam-
ples, by standard procedures for haematoxylin and eosin
staining. Selected sections from the placentomes were
stained with Martius, Scarlet and Blue (MSB) for the de-
tection of fibrin.

After microscopic examination, selected tissue sections
from the placental and foetal brain samples of all animals
were immunolabelled for T. gondii antigens using a
polyclonal specific serum according to previously described
methods [11].

Tissue DNA extraction and detection of T. gondii DNA

by PCR

Tissue pieces from the placentomes that were taken for
histological examination were also collected for parasite
DNA detection by PCR. Samples of the liver from fetuses
were also collected during necropsy and maintained
at —20 °C for PCR analysis. Each PCR analysis was carried
out in 5 pieces of different placentomes from each ewe
and three different DNA extractions from each foetal tis-
sue sample.

Genomic DNA was extracted from 20-50 mg of tissue
using the commercial kit Maxwell® 16 Mouse Tail DNA
Purification Kit, developed for automated Maxwell® 16
System (Promega, Wisconsin, USA) following the manu-
facturer’s recommendations. The concentration of DNA
for all samples was determined by UV spectrophotom-
etry and adjusted to 50-100 ng/pL. T. gondii DNA de-
tection was carried out by a ITS1 PCR adapted to a
single tube following procedures previously described
[12]. Each PCR reaction was performed in a final volume
of 25 pL using 5 pL of genomic DNA as template under
PCR conditions as described [12]. Negative controls, in-
cluding reactions without a template and DNA samples
from non-infected foetuses were included in each round
of DNA extraction and PCR. In each batch of amplifica-
tions, positive PCR controls with a quantity of T. gondii
genomic DNA equivalent to 10 and 1 tachyzoites were
also included. Positive controls were prepared by serial
dilutions in a sheep genomic 7. gondii PCR-negative
DNA solution of 20 ng/uL. PCR products were visual-
ized under UV light in 1.5% agarose/ethidium bromide
gel. A reaction was determined as positive when a band
of 227 bp was detected.
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Analysis of the peripheral humoral immune response
Sheep blood samples were collected from both groups at
days -7, 0, 5, 11, 16, 21 and 25 pi by jugular venipuncture
into 10 mL vacutainer tubes (Terumo Europe) without co-
agulant and allowed to clot. Serum was removed by cen-
trifugation and samples were stored at —20 °C until they
were used in an in-house indirect ELISA to measure anti
T. gondii antibodies. Soluble antigens prepared from
tachyzoites of ME49 isolate were used to coat 96 well mi-
crotiter plates. For this, 100 pL/well of antigen at 10 pg/mL
diluted in carbonate buffer (63 mM, pH 9.6) was incubated
overnight at 4 °C. Subsequently, non specific binding was
blocked by adding 100 uL of bovine serum albumin di-
luted 0.05% in phosphate buffer saline (0.1 M, pH 7.6)
containing 0.05% Tween 80 (PBST). After 2 h incubation
at room temperature the plates were washed four times
with PBST. Sera samples were diluted 1:100 in PBST and
100 pL of this dilution was added to each well and incu-
bated for 60 min at room temperature. All samples were
analysed in duplicate. After four washes in PBST, 100 pL
of horseradish peroxidase conjugate protein G (Biorad,
Hercules, USA) diluted 1:1500 in PBST was added as sec-
ondary Ab and incubated for 1 h at room temperature.
Plates were washed as above before the addition of 100 pL
per well of substrate ABTS (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
diluted 5.48 mg in 50 mL of citrate buffer 0.05 M, pH 4.0
with 0.0016% hydrogen peroxide. The reaction was stopped
after 30 min at room temperature by the addition of 40 pL
per well of a solution of hydrofluoric acid 0.1 M, and the
OD read at 405 nm. In each plate, samples from the same
positive and negative control sera were tested. The results
were given as percent of positivity of the OD ration value
(PP =[OD sample - OD negative control)/(OD positive
control - OD negative control) x 100).

Peripheral Blood Mononuclear Cells (PBMCs) stimulation

assay and Interferon-gamma (IFN-y) production analysis

Blood samples were collected from both groups at days -7,
0, 5, 11, 16, 21 and 25 pi by jugular venipuncture into
10 mL vacutainer tubes (Terumo Europe) with lithium
heparin as anticoagulant. PBMCs were isolated by Ficoll
gradient centrifugation following procedures previously
described [13]. Once isolated, PBMCs were resuspended
in RPMI 1640 medium (Gibco, Paisley, UK) supplemented
with 10% fetal bovine serum (FBS; Lonza, Belgium) and
100X antibiotic/antimycotic solution (Santa Cruz Biotech-
nology Inc, CA, USA) to a concentration of 1 x 10° cells/mL.
The assays were performed in 24-well flat-bottom plates
(Nunc, Roskilde, Denmark), with 5 x 10° cells/well cul-
tured with soluble antigen of 7. gondii at a final concen-
tration 2 pg/mL, concanavalin A (ConA, Santa Cruz
Biotechnology Inc., CA, USA) at a final concentration
of 5 pg/mL, or in medium alone. All cultures were per-
formed in duplicate for each stimulus. Plates were
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cultured in a 5% CO,/37 °C/100% humidity atmosphere
for 96 h. Thus, cell-free culture supernatants were stored
at -70 °C for cytokine analyses.

Supernatant was assayed in duplicate for [FN-y detec-
tion using a commercial bovine enzyme immunoassay
kit (Bovigam; Prionics AG, Switzerland). Mean optical
density (OD) for each experimental animal was calcu-
lated as the mean OD obtained from each supernatant
from the T. gondii antigen stimulated cells divided by
the mean OD of the same cells incubated with medium
alone (negative control). Afterwards, mean OD was cal-
culated for each experimental group. Supernatant from
ConA stimulated cells were processed in a similar way
as positive control for stimulation but not included in
the analysis.

Statistical analysis

Data of rectal temperature, IFN-y and serological anti-
bodies production were subjected to one-way analysis of
variance using the general linear model procedure of
SAS (SAS Inst. Inc., Cary, NC). The model included the
fixed effect of the experimental treatment, where the
animal was considered as the experimental unit. Loga-
rithmic transformation of IFN-y and serological antibody
data was used to submit them to normal distribution.
Analysis was performed for each sampling day and dif-
ferences between means were determined with the
Tukey test. Significance was declared at P < 0.05 unless
otherwise indicated.

Results

Clinical observations

The most striking finding in the two groups was the
occurrence of early abortions between days 7 and 11 pi.

In the first trial of experimental infections, according
to the experimental design, six sheep (four infected and
two controls) were culled from each group on day 5 pi,
as scheduled (Table 1). These animals showed no evident
clinical signs of disease, and all the foetuses from them
were viable.

Then, between days 7 and 11 pi, eleven sheep from
group A (91.6% of the remaining infected sheep) aborted;
one on day 7 and eleven between days 10 and 11. Then,
the only remaining infected and not aborting sheep, plus

Table 1 Distribution of experimental animals according
to the inoculated dose and dpi when culled or abortion
occurred.

Group Challenge No sheep per day”

5dpi 7-11dpi¥ 12dpi 21dpi Lambing
A 2x10% 4/2 11/0 1/2 0/0 0/4
B 5% 10° 4/2 7/0 2/2 3/2 0/2

A: infected/control sheep; t: sporulated oocysts orally dosed; #: spontaneous
abortions, the other timepoints correspond to serials culling of pregnant ewes.
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two control animals, were culled on day 12 pi. The four
control animals left delivered at full term and their lambs
were culled 12 h after birth.

After the occurrence of this high percentage of abor-
tions in group A, the dose of infection for group B was
dropped from 2 x 10% to 5 x 10” in a subsequent experi-
mental infection. Similarly as in Group A, (four infected
and two controls) were culled from each group on day 5
pi, as scheduled (Table 1). The infected sheep culled
showed an elevation of rectal temperature at days 4 and
5 pi (Figure 1). Apart from this, no other evident clinical
signs of disease were observed and all the foetuses from
these animals were viable at the time of euthanasia.
Then, in this group, seven sheep aborted (58.3% of the
remaining infected sheep on the group) between days 9
and 11 pi; three on day 9, other three on day 10 and one
on day 11. Afterwards, and according to the experimental
design, two infected sheep, without any sign of disease,
other than the transitory elevation of rectal temperature,
were culled on day 12, along with two control animals.
On day 21 pi, five sheep (three infected and two control),
were culled, none of them having shown signs of disease
other than transitory fever of the infected sheep (Figure 1).
All the foetuses carried by the infected and control ewes
culled on days 12 or 21 pi were viable at the time of eu-
thanasia. Finally, two non infected ewes were left to de-
liver at the end of their pregnancy. Their lambs were
culled 12 h after birth.

When analysing the temperature of animals from
group B, statistically significant differences in the mean
rectal temperature were found between infected and
control sheep at days 2, 5 and 6 pi (P <0.001). The mean
temperature of the infected group was higher from days
4 to 7 pi, with a peak of 41.3 °C on day 6 pi. When ana-
lysing groups of aborting and non aborting animals
within the infected sheep, no significant differences were
found between them (Figure 1).

Gross and microscopic lesions
Infected ewes showing early spontaneous abortion
From all the sheep that suffered abortion, only eight
(four from group A and four from group B) were exam-
ined. The remaining placentas were too autolytic to be
properly evaluated. These eight placentas and all the
aborted foetuses had the same gross and microscopic
findings, regardless of the experimental group (Table 2).
The placentas showed a dark red surface. The amniotic
liquid was turbid and the foetuses, none of them viable,
showed variable degree of autolysis and oedema.
Histologically, few multifocal to coalescent areas of
coagulative necrosis surrounded by a marked vascular
congestion, consistent with infarcts, were observed in
the placentomes. These areas were triangular in shape
with the base at the endometrial stalk of the placentome
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Figure 1 Mean rectal temperature following T. gondii oocysts challenge. Infected ewes, either showing abortion of not, showed elevation of
rectal temperature between days 4 and 7 pi, with a peak of fever, over 40.5°, at day 6. Mean temperatures of control animals remained under
39.5° for the whole experiment.

(Figure 2a) and involved a discrete group of maternal
villi. They generally occupied the mid region of the pla-
centome or could extend to the arcade or chorionic
plate.

In the areas of infarct, the stroma of the caruncular
villi appeared highly eosinophilic and amorphous, with
scant chromatin debris from necrotic cells. These villi
were denuded of epithelial cells, which were desqua-
mated and appeared as eosinophilic, necrotic debris be-
tween the remnants of caruncular and cotyledonary villi
(Figure 2b). Within the septa, the vessels were congested
and dilated. Inside some of the vessels of this area,
thrombi composed of masses of a hyaline amorphous
material stained positive for fibrin by MSB technique
and containing interspersed blood cells, were identified
(Figures 2c and d). The foetal villi that were located in
the vicinity of the necrotic caruncular villi showed hyali-
nization of the mesenchyme (more evident in those from
group A, infected at 90 days of gestation, when the mes-
enchyme is more prominent) and necrosis of the thro-
phoblasts (Figure 2b). The latter suffered a variety of

degenerative changes, ranging from cytoplasmic eosino-
philia shrinkage, nuclear pyknosis and karyorrhexis, to
complete detachment from the foetal villi, forming isles
of necrotic debris together with the remnants of epithe-
lial maternal cells.

The studied foetuses also showed a variable degree of
autolysis that hampered the sampling procedure, espe-
cially in those foetuses already expelled when found. In
most of these cases, no more than one slide with
unrecognizable areas of the brain was available for histo-
logical examination. Two of the twenty five examined
foetuses were mummified. Histological examination
showed microscopic lesions in only eight out of the
twenty five foetuses (Table 2). They were located in the
brain and characterized by scarce foci of coagulative ne-
crosis and discrete axonal swelling in the periventricular
area (Figure 2e), and generalized congestion of the white
matter vessels. Besides the foci of leukomalacia, one of
these foetuses showed numerous, minute haemorrhages
in the white matter. No other brain lesions were found
in the rest of the foetuses.

Table 2 Percentage of studied cases showing histological lesions and/or T. gondii DNA identification according to the

inoculated dose and dpi when culled or abortion occurred.

Group Challenge % of positives out of the studied cases”
5 dpi 7-11 dpit 12 dpi 21 dpi Lambing
HE PCR HE PCR HE PCR HE PCR HE PCR
A 2% 10°t 0/0 0/0 100/9 0/0 0/0 100/0 ns ns 0/0 0/0
B 5% 107 0/0 0/0 100/63 33/0 0/0 100/0 §100/75 100/100 0/0 0/0
Total 0/0 0/0 100/32 25/0 0/0 100/0 §100/75 100/100 0/0 0/0

A: numerator: percentage of placentas showing lesions/T. gondii DNA identification, denominator: percentages of foetuses showing lesions/T. gondii DNA
identification; 1: sporulated oocysts orally dosed; #: spontaneous abortions, the other timepoints correspond to serials culling of pregnant ewes; §: These were

lesions of “classical” toxoplasmosis.
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Figure 2 (See legend on next page.)
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HE. Bar=100 pum.

Figure 2 Histological lesions of placenta and foetuses from infected ewes. a: Coronal section of a placentome from an acute case
abortion. Several triangular areas of coagulative necrosis, involving both caruncular and cotyledonary villi (dotted line). HE. Bar =2 mm.
b: Thrombosis in the placenta of an acute abortion case. The thrombus is partially occluding the lumen of the vessel in the caruncular
septa. HE. Bar=100 um. c: The presence of fibrin forming the thrombus is shown by the red staining in a serial section from the same
placentome shown in b. MSB. Bar =100 um. d: Placentome from an acute abortion case. Detail from the margin of an infarct. The picture
is divided in two areas by a caruncular villi showing congestion of the septal vessels (asterisk). At the left side there is abundant cellular
debris between the denuded caruncular and foetal villi (white arrowhead). Caruncular villi in this area are necrotic, while cotyledonary
villi show mesenchymal hyalinization. Note the relatively spare cotyledonary villus at the right side of the picture, with clear
mesenchyme and intact trophoblasta layer (black arrowhead), and also the caruncular villus at the right superior corner with no evident
lesions. HE. Bar =200 pm. e: Area of leukomalacia (dotted line) in the white matter of a foetal brain from an acute phase abortion. Note
numerous axonal spheroids (arrowhead) within the focus of malacia. HE. Bar= 100 um. f: Necrotic in the placentome of an infected ewe
culled at 21 dpi. The lesion affects both caruncular and cotyledonary villi. Bar =25 pum. g: Focus of coagulative necrosis in the foetal
white matter from an infected ewe culled at day 21 pi. Note the abundant infiltration of glial cells surrounding the necrotic focus.

No parasite was detected in any of the sections from
the placenta or the foetal brain when the immunohisto-
chemical technique was applied.

Non-aborted infected ewes culled according to schedule

No gross or microscopic lesions were found in the pla-
centas or foetuses of any of the animals culled on day 5
pi (eight sheep in total, four from each group), or on day
12 (one from group A and two from group B, Table 2).

The placentas and three out of four foetuses from the
three sheep culled on day 21 pi from group B showed
lesions compatible with those described classically as as-
sociated with ovine toxoplasmosis (Table 2). In the pla-
centa, they were characterized by a mild multifocal
necrotic placentitis denoted by several well-delimited
areas of coagulative necrosis in the septum of caruncular
villi with absence of evident inflammatory cell infiltra-
tion (Figure 2f). No vascular changes were detected in
any case.

While no parasites were recognised under HE staining,
numerous parasitophorous vacuoles were evident inside
this foci when section were immunolabeled against 7.
gondii antigen.

Affected foetuses showed a multifocal non-purulent
hepatitis characterized by several randomly distributed
foci of lymphocytes and macrophages; occasionally, they
were surrounding a small area of central necrosis. This
inflammatory infiltrate was also present in the periportal
spaces of the liver. Two out of these foetuses also
showed a perivascular infiltration of mononuclear cells
in the lung. Few glial foci with a central area of necrosis
were detected in the brain of one foetus (Figure 2g). Im-
munohistochemical labelling of these samples showed
the presence of few parasitophorus vacuoles within the
necrotic area of the brain and liver in the three foetuses.

Control ewes
No gross or microscopic lesions were found in any of
the placentas or foetuses from the control ewes studied.

Identification of T. gondii DNA in tissue samples

Tissue samples from the placentomes of four aborted
ewes (one from group A and three from group B) were
analysed by PCR for parasite detection. Besides, placen-
tome samples from further five non aborting ewes (three
infected and two control) were also processed for PCR
analysis: one from group A, culled at day 12 pi; two from
group B euthanized at 12 and 21 dpi respectively and
one uninfected control animal from each group.

As shown in Table 2, toxoplasma specific DNA was
detected in the placentomes from one ewe (Group B,
aborted on day 9 pi) out of four aborted dams analysed
(25%), and in two out of the three infected non aborted
ewes examined (66.6% of the examined), one studied at
day 12 pi (group A) and the other culled at day 21 pi
(group B). No parasite DNA was identified in the pla-
centas from the control sheep studied.

Liver samples from aborted foetuses (eleven from
Group A and nine from Group B), foetuses from in-
fected and non aborted ewes (one from group A, culled
at 12 dpi, and three from Group B, two culled at day 12
pi and one at day 21 pi) and foetuses from non infected
dams (two, one from each group, culled at day 12 pi)
were processed for molecular detection of T. gondii.

The liver samples from the twenty aborted foetuses
were all negative (Table 2). Regarding the foetuses from
infected non aborted ewes, only the foetal liver from one
sheep culled at day 21 pi (Group B) was positive for T.
gondii DNA while no parasite was found in the remaining
five foetuses studied. The two foetuses from control ewes
were also negative (Table 2).

Serological antibodies against T. gondii

Figure 3 shows the Ab production in the different experi-
mental animals. With the purpose of analysing the rela-
tionship between the presence of serological Ab against 7.
gondii and the occurrence of acute phase abortions, ex-
perimental ewes have been grouped regardless of the time
of gestation when they were infected, into the following
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Figure 3 Kinetics of the antibody production in infected and control ewes. Infected animals showed an increase on serological antibodies
from day 16 pi. Differences between ewes suffering or not acute phase abortions were not significant.
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three groups: sheep suffering abortion, infected and non
aborting ewes (culled at day 5 pi -Groups A and B- and
days 12 and 21 pi -only Group B) that had not suffered
abortion, and finally a control group made up of all the
non infected sheep. It is noteworthy that ten, out of eight-
een aborted sheep, were not culled and remained alive for
the duration of the experiments, so they were sampled for
y-IEN production and serological antibodies assays. In any
case, no significant differences were observed in the kin-
etic of serological antibodies when comparing the infected
sheep from group A and B.

All infected ewes, regardless of the occurrence or not
of abortion, showed a sudden increase in the O.D. value
at 16 dpi that was progressively increasing until the end
of sampling. At days 16, 21 and 26 pi, the O.D. of the in-
fected sheep (aborting and non aborting) was significantly
higher (p <0.01 on days 16 and 21 pi, and p <0.001 on
day 26 pi) than the control sheep. Although the aborting

ewes showed a lower mean O.D. value than the infected
non aborting sheep on days 16 and 21 pi, this difference
was not statistically significant.

IFN-y production analysis

Similarly as with the analysis of the serological response,
y-IEN production by PBMCs was analysed grouping data
according to the occurrence of abortion or not on sheep
and a control group. All infected sheep showed a weak in-
crease in the production of IFN-y (< 2.5 fold-change over
basal levels). However, there was a significant (p <0.001)
increase in IFN-y production at day 5 pi of the aborting
sheep when compared to the control group, while the
mean OD index of the infected non aborting sheep was in
between both groups. A non significant increase in IFN-y
production was observed in the infected but non aborting
ewes when compared to the control group at day 11 pi
(Figure 4).
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Figure 4 Kinetics of the specific IFN-y release by PBMC stimulation assay against T. gondii antigen. Although differences between ewes

suffering or not acute phase abortions were not significant, the peak of IFN-y release appeared sooner in the former than in the latter. Values of
the O.D. index in the control group remained low over the whole experiment.
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Discussion

In this study we analyse the main clinical, pathological,
parasitological and immunological findings associated
with the occurrence of numerous acute phase abortions
in experimentally infected sheep after oral inoculation
with 2000 or 500 sporulated oocysts of T. gondii M4 iso-
late. The occurrence of acute phase abortions in ovine
toxoplasmosis has been previously reported in a few ex-
perimental studies [7,8]. Similarly to those descriptions,
the ewes suffering acute phase abortion in the current
study had no detectable serological antibodies against T.
gondii at the time of abortion nor foetal or placental le-
sions associated with the presence of T. gondii. None of
the placentas or foetuses from aborting ewes showed T.
gondii antigen either. Furthermore, parasite DNA detec-
tion was limited to some placentomes from one out of
eight aborting sheep and it was undetected in foetal sam-
ples. All these features are different from what is regularly
found in “classical” toxoplasmosis abortions. This has ser-
ious implication for the diagnosis of the disease in field
cases of reproductive failure, as samples usually taken
when the abortion occurs, generally foetus, foetal mem-
branes and maternal serum, would be negative to parasite
DNA or specific antibodies detection.

The pathogenesis of the abortion in ovine toxoplas-
mosis is not yet well understood [1] but it seems to re-
quire the presence of the parasite in the placenta. It is
thought that abortion in early pregnancy is a conse-
quence of the damage caused by the replication of the
parasite in foetal tissues [5] or due to immunological
imbalance in the maternal-foetal interface [2], while
foetal death in late gestation would be the consequence
of lack of placental function due to extensive necrotic
lesions in the placentomes caused by the parasite [14].
However, in previous descriptions of acute phase abor-
tions, parasite DNA was not found in the placentas or
foetal samples [7,8]. The improved sensitivity of the
ITS-nested PCR technique used in the current analysis,
compared to previous studies, may have allowed the
identification of T. gondii DNA in one out of four pla-
centas analysed from aborting ewes. The scarcity of
positive identification by PCR, plus the absence of para-
site antigen in the placentomes, may suggest that the
replication of the parasite in placenta or foetus was not
the direct cause of these abortions. In previous studies,
it was suggested that the pyrexia developed after the in-
fection could have been the trigger for those abortions,
although no specific mechanism for their occurrence
was elucidated [7,8]. It has been shown that hyperther-
mia from febrile infections can result in abortions or,
when the temperature elevation is not too high, in birth
defects mainly affecting the central nervous system [15].
In the present study, those infected sheep not suffering
abortion showed a similar curve of body temperature
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than ewes having acute phase abortions, reaching more
than 41 °C degrees at the peak of the fever episode, with
no significant differences in the temperature between
both infected groups. In none of the cases were malfor-
mations of the CNS noticed during post mortem ana-
lysis. Furthermore, in numerous studies where pregnant
sheep were also orally infected with sporulated oocysts
and showed similar episodes of fever, developing body
temperatures higher than 41°, the occurrence of acute
phase abortions was not described in any of them
[5,16-18]. According to these results, it can be concluded
that hyperthermia alone is unlikely to be the cause of
acute phase abortions in toxoplasmosis.

The infectious inoculum, either the dose, the viability
of the inoculated oocysts or the virulence of the used
isolate, could have played a role in the triggering of abor-
tions. The dose administered at day 90 of gestation (2000
sporulated oocysts), has been previously used in several
studies without the occurrence of acute phase abortions
[16,18-20]; however, acute phase abortions were recorded
in other studies using the same dose [7,8]. A recent study
employed a higher dose of oocysts (3000) of the same iso-
late (M4) without finding any acute phase abortion [21],
also suggesting that the isolate used in this experimental
inoculation was not especially virulent. In the current
study, the dose used at day 120 of gestation in group B,
which was dropped to 500 oocysts, caused a significant re-
duction in the number of acute abortions in comparison
with the 2000 oocysts administered to group A (91.6% vs.
58.3%). Both results are striking not only due to the lack
of occurrence of acute phase abortions using 2000 oocysts
in previous works [16,18-21], but also because a dose as
low as 500 oocysts induced such high rate of them at the
last term of pregnancy, suggesting that the dose inocu-
lated is playing a role in the occurrence of acute phase
abortions. In our study, sporulated oocysts were used
shortly after their shedding from cats, within a month. It
seems then feasible to speculate that the viability of these
oocysts was extremely high and this could be the cause of
an overwhelming exposure of the pregnant ewes to a high
number of parasites at one point. It has been suggested
that significant variability in the viability of oocysts could
be the cause of different findings in experimental studies
using similar doses, so the verification of the infectivity by
bioassay was recommended as a way to standardized pro-
tocols [1]. A dose of 100 oocysts from the batch used in
the current experiment caused 100% mortality 4 weeks
after infection of mice, Porton strain (Frank Katzer, data
not shown).

On the other hand, the participation of the virulence
of the isolate in the occurrence of the abortions should
also be considered. It has been described that the con-
tinuous passage of toxoplasma in mice could enhance its
virulence [22]. Because the oocysts used in the current
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experiment were from an isolate (M4) that cannot be
considered a strain, there is a possibility that there has
been a selection towards high virulence within the iso-
late during the successive passages, especially because of
the sulphadimidine treatment. This sulfonamide would
mitigate the effect of the more aggressive variants within
the isolate and helped to maintain them without being
lethal to the mice. The increase of virulence of the iso-
late is sudden, occurring from one passage to another
[22], which may explain why previous infections with
the same isolate were not associated with acute abor-
tions [21] while causing them in the current study after
a limited number of passages.

The gestational age, and not only the reduction of the
infectious dose, could have also influenced in the vari-
ation of abortion rate between both groups. The period
of gestation when infection occurs is a key factor which
determines the consequences of ovine toxoplasmosis.
While abortion is the most common consequence after
infection in midgestation, viable congenitally infected
lambs could be born when it occurs later [2]. Also, the
breed of the sheep may be another factor involved in the
high number of acute phase abortions found in this
study. It has been suggested that certain breeds, such as
Charollais, are more susceptible to suffer abortions caused
by T. gondii infection than Suffolk sheep [23]. It might be
the case that Churra breed is more susceptible to develop
acute phase abortions than other breeds when infected by
T. gondii. However, toxoplasmosis is a common disease
among sheep in our region and practitioners or farmers
with Churra flocks have not observed any abnormal sus-
ceptibility of this species to suffer from abortions, either
from T. gondii or any other abortifacient agent. The impli-
cation of these two variables, gestational age and breed, in
the pathogenesis of acute phase abortions deserves further
investigation.

None of the studied placentas or fetuses from ewes
suffering acute phase abortion showed typical lesions of
toxoplasmosis, in opposition to those ewes culled at 21 dpi.
Instead, all placentomes from acute phase abortions
showed infarcts and thrombosis in the caruncular septum.
Besides, a number of fetuses from these episodes showed
periventricular leukomalacia, a lesion already associated
with foetuses suffering hypoxia at midgestation [24]. These
pathological findings strongly suggest a different pathogenic
mechanism in the development of abortion between acute
phase and classical toxoplasmosis.

Thrombosis and associated ischemic necrosis (infarcts)
in the caruncle are common lesions related to abortion
in ruminants. They are mainly due to mycotic and few
bacterial infections of the placenta that cause severe vascu-
litis characterized by abundant infiltration of inflammatory
cells [25]. Such infiltration was absent in all the studied
cases of acute phase abortions, so the pathogenesis of the
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thrombosis is thought to be triggered by mechanisms
other than the inflammation of the vascular wall. T. gondii
tachyzoites can replicate in a broad range of cell types
such as endothelial cell [3], and thrombosis due to the dir-
ect damage of endothelial cells provoked by tachyzoite
replication in these cells has been described in immunosu-
pressed patients suffering human acquired immunode-
fiency syndrome [26,27] or elderly dogs with underlying
diseases causing immunosupression [28]. However, in those
cases, T. gondii tachyzoites were numerous in the lesions
and readily demonstrable by immunohistochemichal la-
beling [27,28]. In the current study, the absence of parasite
antigen in all the placentomes from the abortion cases,
plus the very low frequency of detection of parasite DNA
by the highly sensitive ITS- nested PCR, suggest that the
cause for thrombosis, and thus abortion, was other than
the direct damage of the endothelium by the parasite.

It has been demonstrated that murine trophoblasts se-
crete fibrinogen-like protein 2 (fgl2), a prothrombotic fac-
tor that favors fibrin deposition and thrombosis, in
response to proinflamatory cytokines, such as IFN-y or
TNEF-« [29]. T. gondii infection is known to trigger the se-
cretion of IFN-y in sheep [30] and mice [31]. Furthermore,
it has been recently shown that the mere inoculation of se-
cretion antigens from toxoplasma causes elevation of IFN-
y serum levels and abortion in mice, with no need of para-
site replication [32]. Bearing in mind that these results are
from different experimental models, it is tempting to
hypothesize that fgl2 might be playing a role in favoring
the occurrence of placental thrombosis found in these
acute phase abortions, being its secretion related to an in-
crease of IEN- y levels that could be consequence of the in-
fectious dose. In the present study, all infected sheep
showed secretion of IFN-y in the lymphocyte stimulation
assays soon after infection, but in the group of sheep suffer-
ing acute phase abortions, this peak of secretion appeared
one week before those not suffering abortion. The relation
between IFN-y secretion both at peripheral or local levels,
the occurrence of these abortions, and its possible relation
to FGL2 expression, deserves further investigation.

In conclusion, this study describes, and analyzes, the oc-
currence of acute phase abortions during an experimental
infection of ovine toxoplasmosis. The microscopic lesions
found in the placenta and foetuses from aborted ewes sug-
gest the involvement of pathogenic mechanisms different
from those proposed for classical toxoplasmosis, where
the abortion would be consequence of the damage caused
by parasite replication in the placenta or foetus [2,5,14].
The occurrence of thrombosis and infarcts in the placenta,
without the necessary presence of the parasite in relation
to the lesions, suggests that the acute phase abortions
in toxoplasmosis could be the consequence of the vas-
cular damage caused by mechanisms other than para-
site replication.
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Abstract

Although it is known that gestation could influence the clinical course of ovine toxoplasmosis, the precise effect of
the term of gestation when sheep are infected are yet mostly unknown. The aim of this study was to evaluate the
peripheral and placental immune responses developed in pregnant sheep after experimental infection with Toxo-
plasma gondii at different times of gestation. Thirty-six pregnant sheep were allocated in different groups, orally inocu-
lated with sporulated oocysts of T. gondii at early, mid and late gestation and culled within 30 days post-infection. The
peripheral humoral and cytokine responses were evaluated, as well as the transcription of cytokines at the placenta.
Serological analysis revealed that, regardless the term of gestation when infected, specific IgG against T. gondii were
detected from day 8 post-infection and there was an early peripheral release of IFN-y at the first week post-infection
followed by a short peak of IL10 and TNF-a at the second week post-infection. There were no significant differences
in this response between infected groups. At the placenta, a similar increase in transcription of IFN-y, and TNF-a was
found at the three terms of gestation, while IL-4 increased mainly at the first and second terms and IL-10 transcription
was higher at the last term. While these findings show that both Th1 and Th2 cytokines play a key role in the patho-
genesis of ovine toxoplasmosis and that placental and peripheral immune responses do not closely correlate, there
seems to be no clear modulation of these responses along the gestation.

Introduction

Ovine toxoplasmosis is an important infectious disease,
caused by the protozoan Toxoplasma gondii, that results
in heavy economic losses in the sheep industry world-
wide as it is related to reproductive failure, principally
abortions and weak newborn lambs [1]. Despite the
great importance of this disease little is known about the
mechanisms underlying the abortions, as it is not clear
whether the cause of abortion is a direct consequence of
the parasite multiplication in the foetus or the placenta,
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or, it is caused by a deregulation of hormones or immune
responses in this tissue [2].

There is clear evidence that the consequences of ovine
toxoplasmosis heavily depend on the term of gesta-
tion when infection occurs [2]. Although there is clear
evidence that the placenta is under immunomodula-
tion during pregnancy and that placental and peripheral
immune responses differ at this time [3], this premise has
not yet been proven to occur in pregnant sheep [4]. The
paradigm that maternal immune response at the placenta
level shifts from a Th1 phenotype, characterized by IFN-y
and TNF-a production, towards a Th2 phenotype, mainly
represented by IL4 and IL10 production, from mid ges-
tation is mostly based on murine experimental models
[5]. However, these evidence cannot be extrapolated to

© The Author(s) 2019. This article is distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International License
(http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/), which permits unrestricted use, distribution, and reproduction in any medium,
provided you give appropriate credit to the original author(s) and the source, provide a link to the Creative Commons license,
and indicate if changes were made. The Creative Commons Public Domain Dedication waiver (http://creativecommons.org/

publicdomain/zero/1.0/) applies to the data made available in this article, unless otherwise stated.


http://orcid.org/0000-0001-9706-100X
http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1186/s13567-019-0681-8&domain=pdf

Castano et al. Vet Res (2019) 50:66

sheep as there are several differences between mice and
sheep in the histological structure of placenta, immune
response and duration of pregnancy [6]. In fact, the few
studies carried out to investigate this paradigm in sheep
have not found differences at the peripheral immune
response between pregnant and non-pregnant ewes [7,
8].

The studies that focus on the immune response fol-
lowing infection of pregnant ewes with the protozoan
T. gondii are scarce [9-11]. It seems clear that an early
production of the pro-inflammatory cytokine IFN-y is
an important mechanism to control the infection by
inducing a Thl immune response [12, 13]. In addition
to cellular mechanisms, 7. gondii infection in ewes is
known to stimulate humoral immune response as well
[14], although it is not until the second week after infec-
tion when antibodies are detected in maternal periph-
eral blood [15] and they play a minor role in controlling
the parasite [16]. On the other hand, it is well known
the importance that the placenta has as an inductor of
immunity to prevent foetus infections and to allow the
normal course of pregnancy in ruminants [17]. How-
ever, despite the relevance of ovine toxoplasmosis, there
are very few studies investigating the placental immune
response developed during this disease. The influence of
the time of gestation when infections occurs on the clini-
cal course, development of lesions and parasite multipli-
cation on ovine toxoplasmosis has been recently studied
in an experimental model of pregnant sheep [2]. Bearing
in mind the lack of evidence on immunomodulation at
the peripheral level [8], we hypothesized that the placen-
tal immune response and its possible modulation during
gestation play a key role in the pathogenesis of ovine tox-
oplasmosis. The present study is aimed to compare the
placental and peripheral immune responses developed
in pregnant sheep after oral infection with sporulated
oocysts at the three terms of gestation. The samples for
this study come from a previous study where the influ-
ence of gestation on the clinical course was shown [2].

Materials and methods

Animals and experimental design

A full description of the experimental design was
described previously [2]. Thirty-six pure Churra breed
primiparous sheep aged 24-30 months, seronegative
for T. gondii, Neospora caninum, border disease virus,
Coxiella burnetii and Chlamydia abortus were oestrus
synchronized and mated with pure breed Churra tups
for 2 days, after which the rams were removed from the
ewes. Pregnancy and foetal viability were confirmed by
ultrasound scanning (US) on day 40 after mating and
again before infection. The pregnant sheep were ran-
domly distributed into three experimental groups, each
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of them formed by 9 infected sheep and 3 negative, non-
infected, control sheep.

Depending on the term of gestation when infected,
sheep were allocated into Group 1 (=12, G1), inocu-
lated at day 40 of gestation; Group 2 (n=12, G2), inoc-
ulated at day 90 of gestation, and Group 3 (n=12, G3),
inoculated at day 120 of gestation (Table 1). Nine sheep
from each three groups were orally inoculated with 50
sporulated oocysts of the M4 isolate of T. gondii (More-
dun Research Institute, Edinburgh, Scotland, UK), a Type
II isolate (Dr Frank Katzer, personal communication)
diluted in 50 mL of PBS, whereas the 3 control sheep of
each group received 50 mL of PBS as negative control of
inoculation. The experiment was designed in order to cull
four sheep, three infected sheep and one control of each
group, at 12, 19 and 26 days post-infection (dpi) or when
foetal death was observed at the US scan or the sheep
delivered a stillbirth. However, due to the occurrence of
early (i.e. between 9 and 16 dpi) and late (between 17 and
26 dpi) spontaneous abortions, the number of infected
ewes culled on days 12, 19 and 26 pi for G2 and G3 had
to be modified with regard to the initial experimental
design (Table 1).

This experiment was carried out according to the
Guidelines of the European Union Council (2010/63/EU)
for the use of laboratory animals and was in accordance
with local national guidelines (RD 53/2013) which regu-
lates the welfare of animals used for experimentation.
They were also approved by the CSIC bioethics commit-
tee (OH416-2016).

Pregnancy monitoring and sample collection

Once inoculated, foetal viability was determined by mon-

itoring the heartbeat trough US scan 3 days a week.
Blood samples were collected at —1, 1, 5, 8, 12, 15,

19, 22 and 26 dpi by jugular veni-puncture and at the

Table 1 Experimental design and clinical outcome of
experimental animals according to the day of gestation
when infected: day 40 (G1), day 90 (G2) and das 120 (G3)
and the day post-infection (dpi) when ewes were culled or
abortion occurred

Number of sheep

Foetal death/stillbirths®  (Serial culling)

6-16dpi 17-26dpi  12dpi 19dpi 26 dpi
Gl (h=12)  2/Q° 1/0° 1/10 3/1° 2/1°
G2(n=12)  4/0 1/0 11 2/1 11
G3(h=12)  2/0 4/0 2/1 71 0/1

@ Spontaneous abortions or stillbirths occurring in that group, the other
timepoints (12, 19 and 26 dpi) correspond to serials culling of pregnant ewes.

b Infected/control sheep.
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day of culling from the dams before euthanasia and
from umbilical cord veins or heart during necropsy
from the foetuses. These samples were collected into
Vacutainer tubes (Becton-Dickinson and Company,
Plymouth, UK) without anticoagulant and allowed to
clot. Serum was obtained by centrifugation and sam-
ples were stored at —80 °C until analysis.

At 12, 19 and 26 dpi, or after spontaneous abortions
(see chapter above) sheep were sedated with xylazine
(Rompun', Bayer, Mannhein, Germany) and then
immediately euthanized by an intravenous overdose of
embutramide and mebezonium iodide (T61, Intervet,
Salamanca, Spain). Immediately after euthanasia,
both placental and foetal tissues were selected and
recovered. Ten randomly selected placentomes recov-
ered from each placenta were transversally cut and
immersed in RNAlater (Sigma-Aldrich, Saint Louis,
MO, USA) for cytokine mRNA expression analysis.

Detection of specific anti-T. gondii IgG in sera

Serum recovered from all the ewes and foetuses were
used in an in-house indirect ELISA [15] to measure
specific anti-T. gondii antibodies. Soluble antigen from
tachyzoites of ME49 isolate was used to coat 96 well
microtiter plates. Briefly, 100 uL/well of antigen solu-
tion at 10 pg/mL diluted in carbonate buffer (63 mM,
pH 9.6) was incubated overnight at 4 °C. Subsequently,
non-specific binding was blocked by adding 100 pL
of bovine serum albumin diluted 0.05% in phosphate
buffer saline (0.1 M, pH 7.6) containing 0.05% Tween
80 (PBST). After 2 h incubation at room tempera-
ture, the plates were washed four times with PBST.
Sera samples were diluted 1:100 in PBST and 100 pL
of this dilution was added to each well and incubated
for 60 min at room temperature. All samples were ana-
lyzed in duplicate. After four washes in PBST, 100 pL
of horseradish peroxidase conjugate protein G (Bio-
rad, Hercules, USA) diluted 1:1500 in PBST was added
as secondary antibody (Ab) and incubated for 1 h at
room temperature. After washing again, 100 pL per
well of substrate ABTS (Sigma-Aldrich, Madrid, Spain)
diluted 5.48 mg in 50 mL of citrate buffer 0.05 M, pH
4.0 with 0.0016% hydrogen peroxide was added to each
well. Finally, after 30 min of incubation, 40 uL per well
of a solution of hydrofluoric acid 0.1 M was at room
temperature to stop the reaction and the optical den-
sity of each well (OD) was read at 405 nm (OD405).
The results were given as an optical index (OI) of the
OD ration value (OI=[OD sample — OD negative
control]/[OD positive control — OD negative control]).
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Determination of IFN-y, TNF-q, IL4 and IL10 levels

in maternal sera

The levels of IFN-y and IL4 cytokines were measured
using the Bovine IFN-y and IL4 ELISA development kits
(Mabtech, AB, Sweden), following the kit manual instruc-
tions. On the other hand, TNF-a and IL10 assays were
performed using the specific Cusabio® competitive inhi-
bition ELISA for each cytokine, according to manufac-
turer’s recommendations. In all cases, plates were read at
450 nm and the results were interpreted using the “Curve
Expert Professional” software program (Hyams Develop-
ment, AL, USA). In order to compare the evolution of the
serological level of cytokines in each term of gestation,
data from 1, 5, 8, 12, 15, 19, 22 and 26 dpi were normal-
ized to the —1 dpi value of each group and expressed as
a ratio.

RNA extraction and quantitative real-time PCR (qPCR)
RNA was extracted from five random placentomes using
the commercial Maxwell® 16 LEV simplyRNA Purifica-
tion Kit, developed for automated Maxwell® 16 System
(Promega, Wisconsin, USA), following the manufac-
turer’s recommendations. RNA integrity was checked
by 1% agarose gel and RNA concentrations were deter-
mined using the spectrophotometer Nanophotom-
eter (Implen GmbH, MU, GER). cDNA was obtained by
reverse transcription using the master mix SuperScript®
VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Paisley, UK) fol-
lowing the procedures described previously [16]. Prim-
ers and real-time PCR reactions (Additional file 1) were
performed, as described previously by Arranz-Solis et al.
[18]. The mRNA expression was calculated normalizing
the Ct value of the target gene with the Ct value of the
housekeeping gen. Normalized Ct values from infected
animals were subtracted from average Ct values obtained
from control animals. The resulting differences (AACt)
were transformed to, and express as, linear fold increase
regarding the control animals and subjected to statistical
analysis, as described previously [18, 19].

Statistical analysis
Given the limited group sample sizes after the initial cull-
ing schedule had to be modified because of the occur-
rence of early and late spontaneous abortions, the effect
of the day post-infection when sheep was culled or
aborted were assumed to be non-significant and in each
group data were pooled in three categories according to
the time of gestation when ewes were infected (G1, G2
and G3).

Antibody responses for each experimental group were
analyzed using the one-way ANOVA test. When sta-
tistically significant differences were found, a Tukey’s
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Multiple Range test was applied to examine all possible
pairwise comparisons at each sampling time. Variations
in serological cytokine levels from sera were analyzed by
multiple t tests, using the Holm-Sidak method to estab-
lish a correction for multiple comparisons.

Finally, to assess differences between each infected
group a Mann—Whitney test was performed on cytokine
mRNA expression levels in placenta.

In all analysis, statistical significance was established in
P<0.05. GraphPad Prism 6.01 software (San Diego, CA,
USA) was employed to analyze all the data.

Results

Detailed results of the clinical course, lesional develop-
ment and parasite distribution were published in Castafio
et al. [2]. Additional file 2 shows a brief comparison of the
parasite burden and histological score values of infected
ewes from the three groups (G1, G2 and G3) studied at
26 dpi.

Specific serological anti-T. gondii 1gG antibody response
Specific serological antibodies in the three infected
groups were detected from day 5 post-infection (pi) and
increased until the end of the experiment. While the pat-
tern of serological antibodies was very similar among
the three groups, those ewes infected at mid gestation
(G2) showed significantly higher OI than those animals
infected at early gestation, specifically on days 1, 5, 8 and
12 pi, and those infected at late gestation, specifically on
days 8, 12, 19 and 22. All control animals showed basal
levels throughout the study (Figure 1).

Cytokine kinetics in maternal sera

The strongest and more evident response, also the ear-
liest, measured by ELISA and found in maternal sera
was that of IFN-y (Figure 1). While the three infected
groups showed significant increase of serological IFN-y
at day 8 pi when compared to control animals, G2 and
G3 infected sheep also showed higher levels than control
at day 5 pi. There were no statistically significant differ-
ences between infected groups. On the other hand, the
increase of TNF-a at day 12 dpi was not the same in the
three groups as this increase was mainly found in G2,
which had significantly higher level than controls and G1
at days 12 and 15 pi. Regarding IL10, there were no sta-
tistically significant differences between infected groups
at day 12 pi, when all of them showed higher level than
control animals, although G1 levels were higher than
G2 at day 22 pi. G1 showed higher level of cytokine than
controls at day 19 pi. There were no significant differ-
ences between cytokine levels at any of the three infected
groups or control animals regarding IL4 (Figure 1).
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Cytokine RNA expression at the placenta

The immune response at the placenta was characterized
by analyzing the RNA transcription of IFN-y, TNEF-q,
IL4, IL10 and IL12 at the placentomes (Figure 2). All the
cytokines except IL12 showed significant increase of fold
change in at least one term of gestation when compared
to the control, non-infected animals. Regarding those
that increased only at certain terms, fold change increase
in IL10 was not significantly different to the control ani-
mals at the first term of gestation (G1), while in IL4 the
loss of significance occurred on the third term (G3).

Analyzing those results when infected animals showed
significant differences with the control sheep, and simi-
larly as found in the serological cytokines, the high-
est fold change was found in IFN-y at the three times
of gestation. When comparing between the groups, no
significant differences were found among them, so the
transcription of IFN-y was similar regardless the time of
gestation when infection occurred. Similarly, the increase
of the transcription in TNF-a was similar among the
three groups.

When analyzing Th2 cytokine transcription levels at
the placentomes, besides differences with their control
animals, there were also differences between terms of
gestation. While IL4 was significantly higher at the first
and second term, IL10 was precisely higher at the last
term.

Discussion

We have previously reported the clear influence of the
time of gestation when sheep are infected on the patho-
genesis of experimental ovine toxoplasmosis, when sheep
infected at the third term of gestation showed the earlier
occurrence of lesions and colonization of the placenta by
the parasite (day 19 pi vs. day 26 at the second and first
term). However, the most severe lesions and higher bur-
den of the parasite were found at 26 dpi after infection at
mid gestation [2]. In order to gain insight into the patho-
genesis of this disease, the objective of this work was to
further characterize the immune response induced in
pregnant ewes, both peripherally and placentally.

When analyzing the humoral immune response, all
infected groups showed higher levels of specific antibod-
ies than control group from day 12 pi. The kinetic of the
serological antibodies was similar regardless the time of
gestation when infected, although G2, infected at mid-
gestation, had statistically significant (?<0.0001) higher
levels of antibodies than G1 on days 12 and 19 pi, but the
level of antibodies become similar for the three groups
after that and until the end of the experiment. This pat-
tern of serological antibodies, rising from the second
week post-infection is similar to that reported in previous
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experimental infections [10, 11, 20], and the similar
results between groups suggest that the term of gestation
when infection occurs does not influence significantly on
the peripheral humoral immune response.

Regarding the serological cytokines, the three groups
again show a very similar pattern, especially regarding
IFN-y, of which there is a significant (P<0.0001) increase
in serum levels after infection as early as 5 and 8 dpi.
These results show that IFN-y is a key cytokine after T.
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gondii infection during gestation, similarly as previously
shown in non-pregnant sheep [15, 21]. After this peak of
serological IFN-y, it decreases coinciding with a gradual
increase of specific anti-T. gondii serological antibodies,
TNF-a and IL10. The increase in these two cytokines
respectively, has been previously described in human
trophoblasts experimentally infected with T. gondii [22].
The comparison between groups shows that the sig-
nificant differences between groups were not consistent
along the days after infection, appearing only on specific
days, with the exception of TNF-a, which was higher on
those animals infected at mid-gestation (i.e. G2) than the
control animals but also than those infected at early ges-
tation (i.e. G1) on days 12 and 15 pi. Bearing in mind, as
we reported previously [2], that the more severe lesions,
both placental and foetal, but also the higher parasite
burden were found in ewes infected at mid gestation, it
is possible to suggest that the cytokines measured when
studying the peripheral immune response developed in
ewes infected at mid gestation (i.e. G2), serological TNEF-
a, as well as antibodies against T. gondii infection, might
be formed by cytokines secreted both in the placenta
but also in peripheral lymph nodes, and that it could be
related in some ways to the severe damage observed in
both placental and foetal tissues. There were no signifi-
cant differences (P>0.5) between control and infected
groups, nor between infected groups either, regarding
IL4 serum levels, which agrees with previous results in
experimental murine models of T gondii infection [23].
In view of these results it is possible to elucidate that,
most probably, IL4 does not play a pivotal role in pro-
moting the host peripheral immune response during
infection with T. gondii.

The influence of the infection was also investigated
at placental level, studying the cytokine transcript
expression profile at the materno-foetal interface. An
increase mRNA transcription for all the cytokines ana-
lyzed, except from IL12, was detected in the placenta of
the infected animals with regard to the control group.
This finding suggests that, similarly to the periph-
eral level, there is a mixed Thl and Th2 type placental
immune response after infection with 7. gondii in preg-
nant ewes. A similar response has been shown to occur
after infection with the close protozoan Neospora cani-
num, both in sheep [18] and cattle [24], suggesting that in
both diseases, toxoplasmosis and neosporosis, both types
of cytokines, Th1l and Th2, are involved in the response
against the parasite, and that there is not a clear polari-
zation of the immune response during gestation. When
analysing those Thl cytokines which increased after the
infection (i.e. TNF-a and IFN-y), there are no statistically
significant differences between groups. IFN-y is the one
that shows the highest fold increase in the three groups,
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suggesting again its importance not only at peripheral
level but also at the placental level. The importance of
this cytokine in the pathogenesis of ovine toxoplasmo-
sis has been previously suggested [25, 26], and the cur-
rent study shows that it plays a similar role regardless the
term of gestation when the sheep is infected.

On the other hand, the pattern found in IL10 and IL4,
are opposed. While IL10 increased after infection at the
last term of gestation, IL4 showed higher levels on the
first and second term. This behavior does not fit with the
classical idea of the immune modulation paradigm during
gestation, where Th2 cytokines, i.e. IL4, would be favored
at the second half of gestation [5]. Our results show that
there is not a clear tendency towards a Th2 preponder-
ant immune response towards the end of gestation in
pregnant ewes. On the contrary, it seems that IL4 mRNA
levels at the foetal-meternal interface were higher at first
and second term of gestation. Other studies analyzing
the transcription of this cytokine after infection by the
closely related protozoan, N. caninum, found an increase
in IL4 levels in the placenta from sheep [18] and cattle
[24] and even mice [27], confirming that this cytokine
plays a key role in the pathogenesis of neosporosis. Spe-
cifically, in pregnant sheep, the level of IL4 mRNA after
infection with N. caninum, was the same at the first and
third terms of gestation [18]. Taken together the results
from TNF-a, IFN-y and IL4, both peripherally and at the
placental level suggest that there is not a clear modula-
tion of the immune response in pregnant sheep, at least
under the circumstances of these studies. A previous
study using a nominal antigen (i.e. not an infectious anti-
gen), found no differences either in the production of dif-
ferent cytokines by peripheral blood mononuclear cells
along the gestation in sheep immunized with chicken egg
albumin as antigen (i.e. ovoalbumin) [8]. Although com-
parisons between this study and ours are difficult due to
the different nature of the challenging stimuli (a nominal
antigen, ovoalbumin, vs. a life protozoan, T. gondii).

On the other hand, there is a clear increase in the
transcription of IL10 at the placenta at the second and
third term of gestation. IL10 has been proposed as
playing a key role in the maintenance of the gestation
for its relation to regulatory T-cells [28]. Its role dur-
ing T. gondii infection during pregnancy has not been
deeply investigated, but recent studies in murine exper-
imental models have shown that IL10 might be induced
by T. gondii infection as an evasion strategy against
the host immune response as a way to stablish chronic
infection [29]. It is then tempting to hypothesize that,
in the current experiment, the higher fold change in
IL10 at the third term of gestation might have favored
the earlier colonization of the placenta by the parasite,
as observed in the previous study [2]. In this sense,
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and bearing in mind the results from IL4 and IL10, it
is possible then that some modulation of the placen-
tal immune response might occur along gestation, but
this modulation would not be orientated toward a Th2
response at the end of gestation. These results warrant
further research into the modulation of the placen-
tal immune response in sheep and its role on the host
response against infections.

However, when analyzing the behavior of these two
cytokines, IL10 and IL4 at the peripheral levels and
at the three terms of gestation, there is no correla-
tion with the variations observed at the placenta. This
would suggest that there are differences between those
responses and that the host immune response against
T. gondii infection might be different depending on the
location. The fact that the immune response against 7.
gondii infection is modulated at the foetal-maternal
interface, but not peripherally, has been previously doc-
umented in experimental T. gondii infections in mice
[30], where regulatory T cells at the placenta express
higher levels of CTLA-4 and PD-L1 than the same
populations of cells at the spleen. Altogether, the find-
ings from the current study suggest that, in sheep, there
might be a subtle basal, and limited, modulation of the
immune response in the placenta during gestation,
similarly as described in other species, but this modula-
tion may not reflect in changes at the peripheral level.
The role of hormones on T. gondii infection has been
widely discussed and several studies, based on murine
or human cell lines, suggest that they could contribute
to the modulation of T. gondii infection [31]. However,
the only studies that analyzed the involvement of hor-
mones in ovine toxoplasmosis were both carried out at
the same term of gestation (mid gestation) and found
that progesterone decreased after infection, possible
due to the damage caused by the parasite, but did not
establish any relation between the hormone and a pos-
sible modulation of the immune response [32, 33].

In conclusion, this work further characterizes the
peripheral and placental immune responses after T.
gondii experimental infection at the three terms of
gestation in sheep, adding detailed information on
ovine immune response to a previous work [2]. Our
results show that infection with this protozoan influ-
ences the peripheral and placental immune response
and that it is mediated by a mixed of Thl (IFN-y and
TNF-a), Th2 (IL4) and Treg (IL10) cytokines. They
also show differences between placental and peripheral
immune responses, regarding those cytokines evalu-
ated, and how there could be differences, especially on
IL10 and IL4 at the placenta, depending on the term
of gestation when infected. These differences are most
probably a consequence of several complex processes
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where various factors, including gestation, parasite and
host, play an interrelated role that warrants further
investigation.

Supplementary information

Supplementary information accompanies this paper at https://doi.
0rg/10.1186/513567-019-0681-8.

Additional file 1. Sequences of primers used for cytokine real-time
PCR (qPCR) and standard curve data. a NCBI accession numbers are for
ovine cDNA sequences used in primer design. Primer annealing was also
checked with the Ovis aries genomic DNA sequences of the chromosome
3 for IFN-y, the chromosome 20 for TNF-a, the chromosome 5 for IL4, the
chromosome 12 for IL10 and the chromosomes 14 and 24 for 3-actin in
NCBI database [29]. b Minimal coefficient of regression (R?) of standard
curves for each PCR target in all batches of amplification, based on
tenfold dilutions (10~ —=1077) of 10 ng/uL from plasmid stocks. Ct values
increased linearly until the level of 1077 dilution of all plasmids. ¢ Standard
curve slopes. Minimal and maximal values for slopes for each PCR target in
all batches of amplification. d Inter-assay coefficient of variation. CV values
indicate the maximum and minimum CVs of all points from standard
curves for each PCR target run in this study. Subscript numbers indicate
curve point for CV values. (*) Indicates primers annealing at intron splice
junctions. No amplification products were detected when ovine genomic
RNA free-DNA samples were tested with cytokine primers (data not
shown). All sequences of primers were previously described by Arranz-
Solis et al. [14].

Additional file 2. Comparison of average values of parasite burden
and histological lesion at day 26 post-infection at the animals
infected at the three terms of gestation: day 40 (G1), day 90 (G2) and
das 120 (G3). Table summarizing the result from the Castano et al. [2]
where the experimental design and clinical and lesional results from this
experiment are detailed.
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