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RESUMEN

Titulo: Identificacion, evaluacién y caracterizaciéon de posibles factores de virulencia de
Neospora caninum.

Neospora caninum es un parasito apicomplejo intracelular obligado, agente etiolégico de
la neosporosis bovina. Esta enfermedad es una de las principales causas de aborto bovino,
ocasionando importantes pérdidas econémicas en el sector en todo el mundo. Las consecuen-
cias de la primoinfeccién o de la reactivacién de la infeccién en la hembra gestante pueden
ser el aborto, el nacimiento de un ternero sano o el nacimiento de un ternero clinicamente
sano pero congénitamente infectado. La patogenia de la enfermedad es compleja y depende
de maultiples factores, siendo la virulencia del aislado implicado un factor determinante en
la presentacion y gravedad de la misma. Hasta el momento, se ha demostrado una gran
variabilidad en el comportamiento in vitro y en la virulencia in vivo (en modelos murinos y
bovinos) de un amplio nimero de aislados, estableciéndose una correlacién entre determina-
dos fenotipos in vitro (mayor invasién y proliferacién) con comportamientos mas virulentos
en modelos murinos (mayores tasas de mortalidad). Estos estudios han permitido clasificar
los aislados en alta, moderada y baja virulencia. Adicionalmente, diversas comparaciones
protedmicas y transcriptémicas entre aislados de distinta virulencia han revelado diferencias
en la abundancia/expresiéon de un conjunto de proteinas/genes. Sin embargo, los estudios
realizados hasta la fecha han abarcado un namero limitado de aislados y los mecanismos
que rigen la diversidad intra-especifica y virulencia de N. caninum son, en su mayor parte,
desconocidos. En este contexto, el objetivo general de esta tesis doctoral fue la identifica-
cion y caracterizacion de posibles factores de virulencia de N. ecaninum. Para su
consecucion se plantearon los siguientes objetivos especificos:

El primer objetivo fue la comparacion del proteoma del taquizoito de un amplio
numero de aislados mediante cromatografia liquida-espectrometria de masas en tandem sin
marcado de la muestra. En el panel se incluyeron aislados de alta virulencia -Nc-Bahia, Nc-
Spain4H y Nc-Spain7- y aislados de baja virulencia -Nc¢-Ger6, Ne-Spain2H y Ne-Spain1H-.
Para su comparacion se realizaron dos tipos de analisis: por pares de aislados y entre
grupos de alta y baja virulencia. Los aislados de alta virulencia mostraron una mayor
abundancia de proteinas implicadas en el metabolismo energético y en el procesamiento
del ADN/ARN, lo que podria determinar sus mayores tasas de crecimiento, y en algunas
proteinas especificas de parasitos apicomplejos que podrian estar implicadas en la invasién
y desarrollo intracelular de N. caninum o en la modulacién de la respuesta inmunitaria del
hospedador. Entre ellas cabe destacar un miembro de la familia de las roptrias ROP20, la
pseudoquinasa 1 de bradizoito (BPK1) y las proteinas de los granulos densos GRA32, GRA6
y GRA7. Ademas, la tnica proteina con mayor abundancia en todos los aislados de alta
virulencia y en todas las comparaciones fue la ADN polimerasa.

El segundo objetivo fue la caracterizacion del papel de las proteinas NcGRA7 y



RESUMEN/ABSTRACT

NcROP40 en la virulencia de N. caninum. Los criterios para la seleccién de estas pro-
teinas fueron su mayor abundancia en los aislados de alta virulencia y su importante papel
durante distintas fases del ciclo litico. Para ello, se generaron mutantes defectivos en dichas
proteinas y las cepas complementadas mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 (subobjetivo
2.1), utilizando el aislado Nc-Spain7 como cepa parental.

Para la caracterizacién de las cepas defectivas se utiliz6 un modelo murino gestante
y no gestante (subobjetivo 2.2). La infeccién se realizé a mitad de gestacién, con 10°
taquizoitos/ratén, evaluandose los siguientes parametros: la mortalidad/morbilidad de las
madres y crias, el tiempo medio de supervivencia de las crias, las cargas parasitarias
cerebrales en las madres y la respuesta inmunitaria tras la infeccion. La delecién de NcGRA7
(NcAGRA7) y NcROP40 (NcAROP40) se asocié con una reduccion de la virulencia. Las
madres infectadas con las cepas defectivas mostraron signos clinicos mas leves, menor carga
parasitaria y menores tasas de mortalidad en comparaciéon con las infectadas con la cepa
parental. El tiempo medio de supervivencia de las crias nacidas de las madres infectadas con
las cepas defectivas fue significativamente mayor, siendo el grupo infectado con NcAGRA7 el
que registré el mayor tiempo medio de supervivencia. También se observaron niveles de
IgG1 significativamente mayores en las hembras infectadas con la cepa parental, mientras
que las infectadas con NcAGRA7 tuvieron los niveles méas bajos.

Posteriormente, se analizé el efecto de la delecién de los dos factores de virulencia
a lo largo del ciclo litico del parasito en células diana bovinas: trofoblasto (linea celular
F3) y macréfago procedente de monocito (boM@) (subobjetivo 2.3), como primer paso
para profundizar en el papel de estas proteinas en su hospedador natural. La capacidad
de proliferacion de los mutantes defectivos fue similar a la de la cepa parental en las
células F3, tanto en la cinética de crecimiento como en un ensayo de competicion. Estos
resultados, junto con los datos de mortalidad neonatal del subobjetivo 2.2 (cercana al 100 %
en todos los grupos infectados), sugieren que los parasitos defectivos serian capaces de
multiplicarse en el trofoblasto bovino y transmitirse al feto. Sin embargo, en boM@ se
observé una disminucién significativa de la proliferacion de las cepas deficientes a las 48,
60 y 72 horas postinfeccién (pi). La estimulacién de boM@ con IFN-y antes de la infeccién
mostré una inhibicién similar del crecimiento de los taquizoitos en todas las cepas de forma
dosis-dependiente. Por tltimo, los boM@ infectados con cepas deficientes mostraron mayores
niveles de expresion del receptor TLR3, lo que sugiere que estas proteinas podrian estar
implicadas en la manipulacién de los mecanismos de la defensa inmunitaria innata frente a
N. caninum.

La presente Tesis Doctoral permitié identificar posibles nuevos factores de virulencia en
N. caninum. La utilizacién de un modelo murino gestante bien establecido permitié confirmar
la proteina NcGRA7 como factor de virulencia y describir por primera vez NcROP40 como
un nuevo factor de virulencia. Ademas, ha sido pionera en la caracterizacién de factores de
virulencia de N. caninum utilizando lineas celulares bovinas y confirmando la utilidad del

boM@ para la evaluacién de los mecanismos de virulencia.



ABSTRACT

Title: Identification, evaluation and characterisation of potential Neospora caninum vi-
rulence factors.

Neospora caninum is an obligate intracellular apicomplexan parasite, the aetiological
agent of bovine neosporosis. This disease is one of the main causes of bovine abortion,
causing important economic losses in the cattle industry worldwide. The consequences of
primary infection or reactivation of infection in the pregnant cow may be abortion, birth of a
healthy calf or birth of a clinically healthy but congenitally infected calf. The pathogenesis of
the disease is complex and depends on multiple factors, being the virulence of the isolate
involved a determinant factor in the presentation and severity of the disease. To date, N.
caninum isolates have shown great variability in their in vitro behaviour and in vivo viru-
lence (in murine and bovine models), and certain in vitro phenotypes (increased invasion
and proliferation) have been correlated with more virulent behaviour in murine models
(higher mortality rates). Consequently, isolates have been classified into high, moderate
or low virulence. In addition, several proteomic and transcriptomic comparisons between
isolates of different virulence have revealed differences in the abundance/expression of a set
of proteins/genes. However, available studies have covered a limited number of isolates and
the mechanisms governing intraspecific diversity and virulence of N. caninum are largely
unknown. Therefore, the general objective of this doctoral thesis was the identification
and characterisation of putative N. caninum virulence factors. For this purpose, the
following specific objectives were proposed:

The first objective was the comparison of the tachyzoite proteome of a large number of
isolates by label-free liquid chromatography-tandem mass spectrometry. High virulence isola-
tes -Nc-Bahia, Nc-SpaindH and Nc-Spain7- and low virulence isolates -Nc-Ger6, Ne-Spain2H
and Nec-Spain1H- were included. Two types of analysis were performed: comparison by pairs
of isolates and between high and low virulence groups. High virulence isolates showed a
higher abundance of proteins involved in energy metabolism and DNA/RNA processing,
which could determine their higher growth rates, and in some apicomplexan parasite-specific
proteins that could be involved in the invasion and intracellular development of N. cani-
num or in the modulation of the host immune response. These include a member of the
rhoptry family ROP20, the bradyzoite pseudokinase 1 (BPK1) and the dense granule proteins
GRA32, GRA6 and GRAY7. In addition, the only protein with higher abundance in all high
virulence isolates throughout all comparisons was the DNA polymerase.

The second objective was the characterisation of the role of NcGRA7 and NcROP40
proteins in N. caninum virulence. The criteria for selecting these proteins were their higher
abundance in highly virulent isolates and their important role during different phases of
the lytic cycle. For this purpose, defective mutants in these proteins and the complemented

strains were generated using CRISPR/Cas9 technology (sub-objective 2.1), using the
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Nc-Spain7 isolate as the parental strain.

A pregnant and non-pregnant murine model was used to characterise the defective
strains (sub-objective 2.2). Infection was performed at mid-gestation, with 10° tachyzoi-
tes/mouse, and the following parameters were assessed: mortality/morbidity of dams and
pups, median survival time of pups, brain parasite burdens in dams and immune response
after infection. Deletion of NcGRA7 (NcAGRA7) and NcROP40 (NcAROP40) was associated
with reduced virulence. Dams infected with the defective strains showed milder clinical
signs, lower parasite burdens in brains and lower mortality rates compared to those infected
with the parental strain. The median survival time of pups born to dams infected with the
defective strains was significantly longer, being the group infected with NcAGRA7 the one
with the highest median survival time. Significantly higher IgG1 levels were also observed in
dams infected with the parental strain, while those infected with NcAGRA7 had the lowest
levels.

Subsequently, the effect of the deletion of the two virulence factors along the lytic cycle
of the parasite was analysed in bovine target cells: trophoblast (cell line F3) and monocyte-
derived macrophage (boM@) (sub-objective 2.3), as a first step to further investigate the
role of these proteins in their natural host. The proliferation capacity of the defective strains
was similar to that of the parental strain in F3 cells, both in growth kinetics and in a
competition assay. These results, together with the neonatal mortality data for sub-objective
2.2 (close to 100% in all infected groups), suggest that the defective parasites would be able
to multiply in the bovine trophoblast and be transmitted to the foetus. However, a significant
decrease in the proliferation capacity of the defective strains was observed at 48, 60 and
72 hours post-infection (pi) in boM@. Stimulation of boM@ with IFN-y prior to infection
showed similar inhibition of tachyzoite growth in all strains in a dose-dependent manner.
Finally, boM@ infected with defective strains showed increased expression levels of TLR3
receptor, suggesting that these proteins may be involved in modulating innate immune
defence mechanisms against N. caninum.

This Doctoral Thesis identified new putative virulence factors in N. caninum. The use
of a well-established pregnant murine model confirmed the NcGRA7 protein as a virulence
factor and described for the first time NcROP40 as a new virulence factor. Furthermore, it
has pioneered the characterisation of N. caninum virulence factors using bovine cell lines

and confirms the usefulness of boM@ for the evaluation of virulence mechanisms.



Introduccion






CAPITULO

INTRODUCCION

1. Neospora caninum y la neosporosis bovina

Neospora caninum es un parasito apicomplejo intracelular obligado y filogenéticamente
relacionado con Toxoplasma gondii (Dubey et al., 2017). El género Neospora y la especie
N. caninum fueron propuestas por Dubey y colaboradores en 1988, al identificar un parasito
similar a T. gondii en un perro con signos clinicos neuromusculares (Dubey et al., 1988a,b).
El mismo agente fue identificado afios antes en Noruega, en perros jévenes que presentaban
un sindrome caracterizado por encefalomielitis y miositis (Bjerkas et al., 1984). En 1989,
el parasito fue identificado en el encéfalo y rifién de fetos abortados de un rebafio de vacas
Holstein en Nuevo México, describiéndose por primera vez a N. caninum como agente
etiolégico de aborto en el ganado bovino (Thilsted & Dubey, 1989). Posteriormente, se
demostré que la infeccién por este parasito era la primera causa de aborto en el ganado
lechero de California (Anderson et al., 1991; Barr et al., 1991a). El descubrimiento del
perro como hospedador definitivo (HD) en el ciclo biolégico (CB) de N. caninum se realiz6
en 1998 (McAllister et al., 1998), poniéndose en evidencia la posibilidad de transmisién
horizontal de la infeccién. Finalmente, en 1999 se completé el conocimiento del CB del
parasito, describiéndose al perro y al ganado bovino como los principales hospedadores

definitivo e intermediario (HI), respectivamente (Lindsay et al., 1999; Marez et al., 1999).

En la actualidad, 1a neosporosis bovina esta considerada como una enfermedad parasita-
ria de distribucién cosmopolita, llegando a ocasionar entre el 12-40% de los abortos bovinos
(Dubey et al., 2007; Dubey & Schares, 2011). Ademas, en los tltimos afios se ha demostrado
la creciente importancia de la neosporosis como causa de aborto en pequenos rumiantes
(Benavides et al., 2022; Mendoza-Morales et al., 2022). La prevalencia en el ganado bovino
es muy variable en funcién de la zona geografica; la edad y la aptitud de los animales; el

sistema de produccion; o el tipo de prueba utilizada para evaluarla (Lindsay & Dubey, 2020).
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Los datos de seroprevalencia oscilan entre el 0,5 y 97,2%, tanto en ganado de leche como
de carne (revisado por Dubey et al., 2017). Cabe destacar el estudio realizado por Bartels
et al. (2006), en el que se utilizaron técnicas serolégicas previamente estandarizadas y se
compararon las prevalencias de ganado de carne y leche de Alemania, Paises Bajos, Espania
y Suecia. La magnitud de las pérdidas econémicas asociadas a la neosporosis bovina supera
los 1298 millones de délares al afio a nivel mundial y el impacto econémico es mayor en
las granjas de leche que de carne (Reichel et al., 2013). Estas pérdidas econémicas son
debidas tanto a los efectos directos de la enfermedad, los abortos, como a efectos indirectos,
los gastos derivados del diagnéstico y la asistencia veterinaria, el mayor intervalo entre
partos o la reposicién de animales (Dubey et al., 2007). Hasta la fecha, no hay farmacos ni
vacunas disponibles para tratar la enfermedad (Sanchez-Sanchez et al., 2018b), por lo que
su desarrollo se presenta como una tarea urgente, para lo cual es imprescindible avanzar en
el conocimiento molecular del parasito, identificar y caracterizar factores responsables de la

virulencia y descubrir nuevas dianas terapéuticas.

Desde el descubrimiento del parasito, se han realizado numerosas investigaciones para
tratar de conocer méas a fondo su biologia, la epidemiologia y la patogenia de la enfermedad,
y los métodos de diagnéstico y control. En los siguientes apartados se describirda con mayor

detenimiento los distintos aspectos del parasito y de la enfermedad.

1.1. Clasificacion taxonémica, morfologia y biologia
1.1.1. Taxonomia

Neospora caninum es un parasito perteneciente al reino Cromista e infraphylum Apicom-
plexa, entre los que se encuentran géneros tan conocidos como Plasmodium, Toxoplasma,
Cryptosporidium, Sarcocystis o Eimeria, responsables de enfermedades muy importantes
desde el punto de vista veterinario y médico (Swapna & Parkinson, 2017). Asimismo, este
parasito se incluye en la clase Coccidiomorphea, orden Eimeriida y familia Sarcocystidae
(Ruggiero et al., 2015; Rees et al., 2020; Delgado et al., 2022), caracterizada esta tltima
por comprender parasitos formadores de quistes, con ciclos biolégicos heteroxenos, fases
de reproduccién sexual y asexual y esporulacién de ooquistes en el ambiente (Tenter et al.,
2002). En el género Neospora, ademas de N. caninum, se encuentra la especie N. hughesi,
aislada del tejido nervioso de un caballo adulto con signos clinicos nerviosos y con diferen-
cias morfoldgicas, antigénicas y genéticas respecto a N. caninum (Marsh et al., 1996, 1998;
Walsh et al., 2001). Es importante sefalar que el género Neospora esta filogenéticamente
relacionado con el género Toxoplasma, mas ampliamente estudiado, con el que comparte
muchas caracteristicas y que ha servido como modelo para extrapolar parte del conocimiento

disponible.

La clasificacién taxonémica de N. caninum se detallada en la Figura 1.1.

8



1. Neospora caninum Y LA NEOSPOROSIS BOVINA

. Cromista
\ Reino Organismos eucariotas unicelulares
\ Superphylum Alveolata

\ Phylum Myozoa

\ Infraphylum Apicomplexa

Endoparasitos con complejo apical

\ Clase Coccidiomorphea

\ Orden

Familia

Sarcocystidae

Parasitos formadores de quistes con CB heteroxenos

Neospora

Neospora caninum

ii

Figura 1.1: Clasificacion taxonémica de Neospora caninum.

1.1.2. Morfologia

En relacién con los estadios del parasito, se han descrito tres fases infectantes en el
CB: el esporozoito, el taquizoito y el bradizoito, utilizando el término zoito para referirse a
cualquiera de ellos (Figura 1.2).

Los esporozoitos se encuentran en el interior de los ooquistes esporulados, que son la
fase de resistencia ambiental. Los ooquistes presentan una forma esférica de unos 10-11 ym
de didmetro y, una vez esporulados, en su interior presentan dos esporoquistes elipsoidales
con cuatro esporozoitos cada uno (tipo isosporoide) (Lindsay et al., 1999). Los ooquistes son
excretados con las heces al medio por el HD y, en condiciones adecuadas de temperatura y
humedad, tardan aproximadamente un dia en esporular (McAllister et al., 1998).

Los taquizoitos son los estadios de multiplicacién rapida, responsables de la fase
aguda de la infecciéon y de la diseminacién intraorganica, produciendo el dafio tisular en
el hospedador (Dubey et al., 2006; Dubey et al., 2017). Se multiplican asexualmente por
endodiogenia en el interior de las células, dentro de la vacuola parasitéfora (VP). Una vez la
VP alcanza un tamaiio critico, se produce la lisis celular y se liberan los taquizoitos al medio
extracelular, invadiendo las células adyacentes y continuando el ciclo litico (ver seccién
2.1.3.1. Ciclo litico) (Hemphill et al., 2006). Los taquizoitos tienen forma de semiluna, con
un tamario aproximado de 2 x 6-7,5 um, y son el estadio méas estudiado y mas ampliamente
usado en estudios de investigacién debido a su facilidad de mantenimiento y crecimiento
in vitro. Tras la multiplicacién rapida y bajo la presién inmunitaria del hospedador, se
diferencian a bradizoitos (Buxton et al., 2002; Dubey et al., 2017).
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Los bradizoitos son los estadios de replicacién lenta, responsables de la fase crénica
de la enfermedad. Los bradizoitos son morfolégicamente muy similares a los taquizoitos,
también presentan forma semilunar y tienen un tamano de 1,5-6,5 ym. Se multiplican
asexualmente por endodiogenia, aunque a un ritmo menor que el taquizoito. Los bradizoitos
se encuentran en el interior de los quistes tisulares que se localizan principalmente en
tejidos inmunoprivilegiados del HI, preferentemente en el sistema nervioso central (SNC)
y, en ocasiones, en el musculo esquelético (Barr et al., 1991a,b; Peters et al., 2001; Dubey
et al., 2017), y pueden llegar a tener un tamano de 70-100 um. El bradizoito es un estadio
quiescente y puede persistir en el animal durante toda su vida o transformarse a taquizoito
en condiciones que induzcan una inmunomodulacién e inmunosupresién en el animal (como
durante la gestacién o en determinadas enfermedades) (Hemphill et al., 2006; Dubey &

Schares, 2011; Goodswen et al., 2013) y dar lugar de nuevo a la fase aguda de la infeccién.

Figura 1.2: Imagenes microscopicas de los estadios parasitarios de Neospora caninum.
Imagenes de microscopia 6ptica de un ooquiste de la familia Toxoplasmatinae sin esporular
y otro esporulado (A). Imdgenes de microscopia electrénica de un taquizoito (B) y un quiste
con bradizoitos (C) obtenidos in vitro. Fuente: Pastor-Fernandez, Tesis Doctoral, 2016.

En la ultraestructura de los zoitos vamos a encontrar, ademaés de los organulos clasicos
de una célula eucariota (ntcleo, aparato de Golgi, mitocondrias, reticulo endoplasmatico),
componentes propios de los parasitos apicomplejos que describiremos a continuacién (Figura
1.3). Los zoitos estan recubiertos por una pelicula semirrigida compuesta por la membrana
plasmatica externa y el complejo de membrana interna (IMC), el cual esta formado por vesi-
culas aplanadas, adyacentes a la membrana plasmatica, que interactian con el glideosoma y
con los microtibulos subpediculares (Ouologuem & Roos, 2014). El glideosoma constituye el
sistema motor de actina/miosina, responsable de la motilidad del parasito y necesario para
aproximarse a la célula e invadirla (Boucher & Bosch, 2015). Por su parte, los microtibulos
subpediculares recorren longitudinalmente el citoplasma de los zoitos, fijAndose a los anillos
polares anteriores, o apicales, y a los anillos polares posteriores y actuando de citosqueleto
(Goodswen et al., 2013). En los anillos polares apicales se encuentra el conoide, cono truncado
y movil constituido por filamentos de tubulina dispuestos helicoidalmente (Speer & Dubey,
1989; Speer et al., 1999). El conjunto del conoide, los anillos polares y los microtibulos

subpediculares, junto con los micronemas y roptrias (organulos citoplasmaticos del parasito),
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van a formar el complejo apical, implicado en las funciones de unién e invasiéon (Hu et al.,
2006). Ademas de los ya mencionados micronemas y roptrias, el citoplasma va a albergar
distintos organulos como el apicoplasto, los granulos densos y los granulos de amilopectina,

cuyo numero y distribucién tienen valor taxonémico (Figura 1.3).

Complejo apical

Extremo
apical

Microtubulos
subpediculares

Micronemas.

Roptrias

Granulos densos

Nucleo

Complejo de
membrana interna

Mitocondria

Ribosomas
Granulos de amilopectina

Plasmalema

Figura 1.3: Ultraestructura del taquizoito. A) Representacién grafica de la ultraestructura
del taquizoito con mencion a los distintos organulos, fuente: Reid et al., 2012. B) Detalle de
las estructuras que forman el complejo apical. C) Imagen de microscopia electrénica (TEM)
de un taquizoito, con mencién a distintos organulos.

Asimismo, también se van a encontrar diferencias entre los estadios de taquizoito y
bradizoito, por ejemplo, los granulos de amilopectina, distribuidos por el citoplasma y con
funcién de almacenamiento, van a ser mas abundantes en los bradizoitos (Dubey et al.,
2002). Los granulos densos, micronemas y roptrias son organulos secretores que liberan las
proteinas GRA, MIC y ROP/ RON, respectivamente, algunas de las cuales han sido descritas
como factores de virulencia y cuya funcién esta implicada en distintos procesos del ciclo
litico y en la interaccién con la célula hospedadora (Hemphill et al., 2013). Los micronemas y
roptrias se localizan en el extremo apical. Los micronemas son pequenas organelas de forma
ovoide, mientras que las roptrias tienen forma alargada constituida por un cuello que va
ensanchandose hasta dar lugar al cuerpo. Los granulos densos son microesferas abundantes
localizadas homogéneamente en el citoplasma. Por dltimo, el apicosplasto es un organulo
vestigial con estructura similar a los plastidos de algas, pero sin capacidad fotosintética.

Contiene material genético propio codificante para rutas esenciales del metabolismo del
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parasito, por lo que podria ser una importante diana terapéutica (Dubey et al., 2017) (Figura
1.3).
Las caracteristicas de los esporozoitos no estdn completamente descritas, se sabe que

tienen nucleo central y poseen granulos de amilopectina (Dubey et al., 2017).

1.1.3. Ciclo biolégico

El CB de N. caninum es un ciclo heteroxeno facultativo en el que interviene un HD,
donde se desarrolla la fase de multiplicacién sexual, y un HI, donde tiene lugar la fase de
multiplicacién asexual. El perro y otros canidos actuaran como HD, aunque en ellos también
se puede desarrollar la fase de multiplicacién asexual y actuar como HI (Bandini et al., 2011).
El principal HI es el ganado bovino, aunque se ha detectado la presencia de N. caninum en
un amplio espectro de animales, tanto domésticos (ovejas, cabras, biifalos, perros) como
silvestres (bisontes europeos, ciervos de cola blanca, lobos) (Dubey et al., 2017). De hecho,
ademas de la existencia de un ciclo doméstico, en el que participan principalmente el perro y
los bévidos, se ha descrito un ciclo silvestre, en el que participarian especies como el lobo,
el coyote y los cérvidos, pudiendo el parasito circular entre ambos (Donahoe et al., 2015;
Gondim et al., 2004b; Gondim, 2006). La neosporosis no es una zoonosis ya que, a pesar
de que se han reportado bajos niveles de anticuerpos en humanos, no hay evidencias de la
presencia del parasito en sus tejidos (Dubey et al., 2007; McCann et al., 2008; Calero-Bernal
et al., 2019).

El CB comienza con la eliminacién de ooquistes por parte del HD, los cuales una vez
en el ambiente y bajo condiciones favorables de temperatura y humedad esporularan, con-
virtiéndose en la forma infectante para el HI (McAllister et al., 1998; Dubey et al., 2007).
Tras la ingestion de los ooquistes por el HI, los esporozoitos son liberados en el tracto gas-
trointestinal y se transforman a taquizoitos, los cuales alcanzan el torrente sanguineo y se
diseminan por el organismo e invaden distintos tejidos y 6rganos, siendo los responsables
de la fase aguda de la infeccién (Dubey et al., 2006). Finalmente, el hospedador desarrolla
una respuesta inmunitaria capaz de controlar y eliminar la mayor parte de los taquizoitos.
Algunos taquizoitos seran capaces de evadir dicha respuesta mediante su conversién a
bradizoitos, localizdndose en el interior de quistes tisulares en tejidos inmunoprivilegiados,
principalmente en el SNC y, algo menos frecuente, en la musculatura estriada, cronificindose
de esta forma la infeccién (Peters et al., 2001; Buxton et al., 2002). Durante la gestacion,
se puede producir la reactivacion de los bradizoitos y su diferenciacion en taquizoitos, los
cuales pueden cruzar la placenta e infectar el feto, produciéndose la muerte fetal y el aborto,
el nacimiento de terneros sanos, o el nacimiento de terneros crénicamente infectados con
quistes en el cerebro y en la musculatura (Dubey et al., 2006). Por ultimo, la ingestién por
parte del HD de tejidos infectados con quistes conteniendo bradizoitos es el tinico modo
de transmision del HI al HD, cerrandose de esta forma el ciclo (Dubey & Schares, 2011)

(Figura 1.4). En el HD tendra lugar el ciclo entero-epitelial para culminar con el desarrollo
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de ooquistes, tras la esquizogonia y gametogonia, tal y como sucede en 7. gondii (Elmore
et al., 2010; Kul et al., 2015).
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Figura 1.4: Ciclo biolégico de Neospora caninum y principales modos de transmisién.

1.2. Modos de transmision

En el ganado bovino se han descrito dos modos de transmisién de la infeccién, por
ingestion de ooquistes esporulados presentes en el alimento o agua contaminada (transmisién
horizontal), o por transmisién de taquizoitos de la madre al feto durante la gestacién
(transmisién vertical transplacentaria). La transmision vertical es la via de transmisién
mas eficiente y frecuente, pudiendo ocurrir en varias gestaciones consecutivas o de manera
intermitente en el mismo animal y jugando un papel fundamental en la propagacién de
la infeccion en el rebano, ya que el ganado bovino permanece infectado de por vida (Barr
et al., 1993; Guy et al., 2001; Dubey et al., 2017). Sin embargo, la eficiencia de la transmision
vertical disminuye con las sucesivas gestaciones, lo que sugiere que los animales pueden
desarrollar cierto grado de inmunidad (Dijkstra et al., 2003). Actualmente, se considera
que la combinacién de la transmision vertical y horizontal es de gran relevancia para el
mantenimiento de la infeccién (French et al., 1999; Dubey et al., 2007). Segtn el origen de
la transmisién transplacentaria podemos diferenciar entre transmision transplacentaria
exégena y endégena (Trees & Williams, 2005). La transmision transplacentaria exégena es
debida a una primoinfeccién de la hembra gestante por la ingestion de ooquistes esporulados
durante la gestacion, transmitiendo la infeccién a su descendencia una vez el parasito alcanza

el torrente circulatorio y atraviesa la placenta (Dubey, 2003). Este tipo de transmisién se

13



CAPITULO 1. INTRODUCCION

asocia con un patrén epidémico de abortos en el rebafio (Dubey et al., 2007; Williams
et al., 2009). La transmisién transplacentaria endégena ocurre en animales congénitamente
infectados y es debida a la reactivacién de una infeccién créonica durante la gestacion. Esta
asociada a un patrén endémico de abortos, siendo el principal modo de transmisién y jugando
un papel relevante en el mantenimiento de la infecciéon en el rebafio (Bjérkman et al., 1996;
Schares et al., 1998; Anderson et al., 2000; Dubey et al., 2006; Dijkstra et al., 2008; Williams
et al., 2009) (Figura 1.4).

Otros modos de transmision (lactogénico y venéreo) no se han demostrado como probables
en la naturaleza (Ferre et al., 2008; Osoro et al., 2009; Dubey & Schares, 2011).

1.3. Patogenia, signos clinicos y lesiones
1.3.1. Patogenia

Cualquiera que sea el origen de la infeccién en la madre (reactivacién de una infeccién
persistente o ingestién de ooquistes esporulados), los taquizoitos se diseminan por el orga-
nismo invadiendo distitos tejidos y alcanzando la placenta, donde se multiplican y pueden
atravesar la interfaz materno-fetal para llegar al feto, produciendo lesiones que pueden
causar la muerte fetal (Innes et al., 2000, 2002). Los mecanismos por los cuales se produce el
aborto todavia no se conocen totalmente, pero parece que estan relacionados con las lesiones
producidas por el parasito al invadir y multiplicarse en la placenta y en los tejidos fetales, y
con la respuesta inmunitaria desencadenada en la placenta (Buxton et al., 2002; Dubey et al.,
2006; Innes et al., 2005; Innes, 2007; Almeria et al., 2017). En este sentido, el equilibrio
entre la respuesta proinflamatoria y antiinflamatoria es esencial para el mantenimiento
de la gestacién y el control de la infeccién (Entrican, 2002; Innes et al., 2002, 2005). Una
respuesta proinflamatoria es necesaria para la eliminacion del parasito, pero podria resultar
potencialmente dafiina e incompatible con la supervivencia fetal si se desencadena en exceso
(Maley et al., 2006; Rosbottom et al., 2007; Canton et al., 2014b). Por su parte, una respuesta
de tipo antiinflamatorio, la cual es predominante segin avanza la gestacion, facilitaria la
diseminacion y proliferacion del parasito en los tejidos maternos y fetales (Wegmann et al.,
1993; Raghupathy, 1997a,b; Innes et al., 2002, 2005).

Aunque la patogenia de la neosporosis en las hembras gestantes es compleja y no se
conoce totalmente, se ha demostrado que factores dependientes tanto de la madre y del feto
como del parasito determinan las consecuencias de la neosporosis bovina (aborto o nacimiento
de terneros congénitamente infectados) (Benavides et al., 2014; Pastor-Fernandez et al.,
2021).
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1.3.1.1. Factores dependientes de la madre y del feto

La respuesta inmunitaria materna en la placenta y el grado de desarrollo de la inmunidad
fetal en los distintos periodos de gestacion van a ser factores muy importantes en el desarrollo
de la enfermedad (Pastor-Fernandez et al., 2021). Durante el primer trimestre de gestacion,
el feto es muy sensible a la infeccion debido a que los 6rganos linfoides fetales (timo, bazo,
ganglios linfaticos periféricos) se encuentran en formacion (Quintanilla-Gozalo et al., 2000;
Innes et al., 2001; Williams et al., 2000, 2009). En estudios experimentales en bovino, la
inoculacién de taquizoitos en el dia 70 de gestacién produce la muerte del feto y el aborto,
describiéndose una amplia distribucion del parasito y lesiones graves tanto en el feto como
en la placenta, asi como una respuesta de tipo proinflamatoria en la placenta (Maley et al.,
2006; Rosbottom et al., 2008; Cantoén et al., 2014a; Regidor-Cerrillo et al., 2014).

Los 6rganos linfoides del feto empiezan a reconocer y responder a los agentes patégenos
en el segundo tercio de gestacion (Osburn et al., 1982; Buxton et al., 2002), desarrollando
una respuesta inmunitaria frente al parasito segin avanza la gestaciéon, que puede ser
suficiente o no para resolver la infeccién. En infecciones experimentales durante este periodo
(110-140 dias de gestacion), se observa tanto la muerte fetal como el nacimiento de terneros
congénitamente infectados, por lo que el conocimiento de los mecanismos implicados en
cada caso podria ser 1til para entender la patogenia. En los casos en los que se produce la
mortalidad fetal, se observan lesiones graves y una respuesta proinflamatoria exacerbada
en los placentomas, especialmente en la carincula, con una disminucion de la respuesta
antiinflamatoria (Almeria et al., 2016; Mur-Novales et al., 2016a,b; Jiménez-Pelayo et al.,
2020; Horcajo et al., 2022). Sin embargo, en general, las lesiones histolégicas encontradas
en la placenta y en los fetos tras la infeccién a mitad de la gestacién son mas leves que las
observadas después de una infeccién a principios de la gestacion (Maley et al., 2003). Por
el contrario, en las hembras infectadas durante este periodo en las que no se produce el
aborto se observa el aumento de la expresion de las citoquinas en los placentomas, tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias. Este patron de expresion de citoquinas podria
ser beneficioso para la supervivencia fetal, pero también podria favorecer la transmisién

transplacentaria (Almeria et al., 2011).

En el tercer trimestre, el feto es inmunocompetente y puede controlar la multiplicacion
del parasito, limitando el desarrollo de lesiones (Innes et al., 2002; Dubey et al., 2006) y
permitiendo la supervivencia fetal (Barr et al., 1994; Williams et al., 2000; Innes et al.,
2001; Maley et al., 2003; Benavides et al., 2012). Las infecciones experimentales en este
periodo conducen al nacimiento de terneros sanos pero congénitamente infectados (Williams
et al., 2000; McCann et al., 2007). En los placentomas de los animales infectados se detecta
esporadicamente el parasito, se observan lesiones muy leves con necrosis focal y una modesta
expresion de citoquinas antiinflamatorias y proinflamatorias (Rosbottom et al., 2008; Gibney
et al., 2008; Benavides et al., 2012). En conjunto, la infeccién por N. caninum al final de la
gestacion es mas leve que al principio o a mitad de gestacién, lo que podria explicar, en parte,

las diferentes repercusiones clinicas (Pastor-Fernandez et al., 2021) (Figura 1.5).
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Figura 1.5: A) Cambios inmunitarios producidos en la placenta a lo largo de la gestacion.
B) Hallazgos patolégicos e inmunitarios en la placenta observados en bovinos desafiados
experimentalmente con aislados de alta virulencia en distintos momentos de la gestacion.

1.3.1.2. Factores dependientes del parasito

La virulencia del aislado de N. caninum implicado en la infeccién también presenta una
marcada influencia en los cambios patolégicos e inmunolégicos producidos en los placentomas
de los modelos experimentales bovinos, siendo un factor importante en la patogenia de la

neosporosis (Ver secciéon 2.1.2 Diversidad en modelos experimentales bovinos).

Recientemente, se utilizé un modelo bovino de eutanasia secuencial para estudiar los
eventos iniciales (10 y 20 dias post-infeccion, pi) de la infeccion a mitad de la gestacion y
comparar el comportamiento del aislado de alta virulencia Nec-Spain7 con el del aislado
de baja virulencia Nc-Spainl1H (Jiménez-Pelayo et al., 2019b; Garcia-Sanchez et al., 2021;
Horcajo et al., 2022). Los taquizoitos de Nc-Spain7 alcanzaron antes la placenta, se transmi-
tieron al feto y provocaron el desarrollo de lesiones y la mortalidad fetal, mientras que el
aislado Nc-Spain1H mostré un retraso en la infeccién de la placenta y no presenté desarrollo
de lesiones ni transmision al feto (Jiménez-Pelayo et al., 2019b) en el periodo estudiado.
La dindmica de la respuesta inmunitaria periférica en las madres y fetos fue similar para
ambos aislados, pero los resultados del estudio transcriptémico de la placenta mostraron
diferencias entre aislados, especialmente en el lado materno de la placenta, la carincula. En
este tejido, el aislado Ne-Spain7 desencadené una respuesta proinflamatoria a los 10 dias pi
que fue mas intensa en el dia 20 pi, mientras que el aislado Nc-Spain1H no estimulé6 dicha

respuesta a ningin tiempo pi, induciendo el aumento de expresiéon de genes relacionados con
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la contencién de la respuesta proinflamatoria, sugiriendo que la modulacién de la respuesta
del hospedador en la carincula podria ser decisiva para determinar la presentacion del abor-
to o0 no (Horcajo et al., 2022). La exacerbacion de la respuesta inmunitaria proinflamatoria
por el aislado Ne-Spain7 podria conducir a un dafio tisular grave y al aborto, mientras que
el aislado Nc-Spain1H desencadené la expresion de citoquinas antiinflamatorias y otros
mecanismos implicados en el mantenimiento de la integridad de la matriz extracelular para
garantizar la supervivencia fetal (Horcajo et al., 2022). La alteracion de la organizacién de
la matriz extracelular, los procesos de oxidacién-reduccion y las vias del complemento y la
coagulacion, entre otros procesos biolégicos, parecen ser aspectos clave en el mecanismo
patogénico del aborto por N. caninum (Jiménez-Pelayo et al., 2020; Pastor-Fernandez et al.,
2021).

1.3.2. Signos clinicos

En relacion con los signos clinicos, la manifestacién clinica més importante es el abor-
to en vacas gestantes, siendo mas frecuente entre el quinto y sexto mes de gestacion, no
acompanandose, generalmente, de retencién de la placenta (Dubey et al., 2007; Almeria &
Loépez-Gatius, 2013). Los fetos que mueren pueden ser reabsorbidos, observiandose repeticio-
nes de celo, o ser expulsados con diferentes grados de autolisis. En algunas circunstancias
también puede producirse la momificacién del feto (que es abortado o bien es retenido hasta
el final de la gestacion). Por el contrario, la infeccién en animales no gestantes generalmente
es asintomatica (Benavides et al., 2014; Dubey et al., 2017).

La presencia de signos clinicos en terneros congénitamente infectados es poco comtin y
suele ir desde una leve incoordinacién, pérdida de propiocepcion y flexion/hiperextension de
las extremidades hasta una paralisis completa, pudiéndose observar hidrocefalia, exoftalmia,
neumonia, malformaciones de la columna vertebral y estrechamiento de la médula espinal.
Los signos aparecen, principalmente, en la primera o segunda semana postparto y los
terneros con los signos mas graves suelen morir durante el primer mes (Dubey et al., 1992;
Dubey & de Lahunta, 1993; Gunning et al., 1994; Dubey & Schares, 2011). Los signos clinicos
y lesiones aparecen como consecuencia del daiio tisular y la diseminacién del parasito en
el musculo esquelético y el sistema nervioso (Dubey et al., 1990a,b; Barr et al., 1991b;
Bryan et al., 1994). Los terneros sin signos clinicos, pero congénitamente infectados, también
pueden presentar lesiones, normalmente restringidas al SNC (Bryan et al., 1994; Sawada
et al., 2000).

1.3.3. Lesiones

Las lesiones asociadas a la infeccién no son patognoménicas, pero van a facilitar el diag-
nostico de la enfermedad. Dichas lesiones son, en general, inflamatorias y no supurativas y
estan localizadas principalmente en el tejido placentario y en el SNC de los fetos, aunque

pueden afectar a otros érganos como el corazoén, el higado, el rifién, el pulmoén o el musculo
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esquelético, en funcién del estado y gravedad de la infeccion (Wouda et al., 1997; Dubey et al.,
2006). En el tejido placentario normalmente encontramos focos de necrosis con infiltrados de
células mononucleares que, en procesos avanzados, pueden progresar hacia fibrosis e incluso
calcificaciones (Barr et al., 1994; Maley et al., 2003; Dubey et al., 2017). En los tejidos fetales,
las lesiones estan principalmente localizadas en la materia gris del SNC y presentan areas
multifocales con infiltraciéon de células del sistema linfoide, manguitos perivasculares, micro-
gliosis, astrocitos reactivos y areas de necrosis con posibles calcificaciones (Barr et al., 1991a;
Dubey & Lindsay, 1996; Dubey et al., 2017). En general, las lesiones van a ser mas graves
cuando el aborto ocurre durante el primer y segundo tercio de la gestacion o en abortos con
patrén epidémico tras la transmisién transplacentaria exégena (Collantes-Fernandez et al.,
2006b; Gibney et al., 2008; Williams et al., 2009). En casos de aborto con patrén epidémico
es comun encontrar lesiones hepaticas caracterizadas por hepatitis periportal y necrosis
multifocal (Wouda et al., 1997; Collantes-Fernandez et al., 2006b).

1.4. Inmunidad

La respuesta inmunitaria frente a la infeccién por N. caninum esta caracterizada prin-
cipalmente por ser una respuesta celular. Las células dendriticas, macréfagos y células
natural killer (NK) constituyen la primera linea de defensa y actian en los primeros momen-
tos tras la infeccion, eliminando las células infectadas y liberando citoquinas y quimioquinas
(Boysen et al., 2006; Klevar et al., 2007; Mineo et al., 2010; Dion et al., 2011; Flynn &
Marshall, 2011; Almeria et al., 2017; Wei et al., 2018). Su actividad es importante para
restringir el crecimiento y multiplicacion del parésito y actian como nexo entre la respuesta
inmunitaria innata y adaptativa, reclutando otras células inmunitarias. Por otra parte, el
parasito también puede ser capaz de evadir esta respuesta e invadir y multiplicarse en
dichas células y, en el caso de las células dendriticas y los macréfagos, inducir un fenotipo
migratorio que ayuda a la diseminacién del parasito por el organismo (Collantes-Fernandez
et al., 2012; Garcia-Sanchez et al., 2019b).

Las células inmunitarias van a reconocer los patégenos mediante receptores de reco-
nocimiento de patrones (PRRs), como los TLR (Toll-like repectors) o los NLR (Nod-like
receptors). Su papel podria ser clave durante las fases iniciales de la infeccién, actuando
en el reconocimiento y estimulando la respuesta inmunitaria frente al patégeno. Estos
PRRs se encuentran presentes en las células presentadoras de antigenos (CPAs) y en los
linfocitos (Werling et al., 2006; Bartley et al., 2013), asi como en las células del trofoblasto y
otras células de la placenta (Koga & Mor, 2008). Se ha sugerido un papel importante de los
receptores TLR3, TLR8 y TLR7 durante la gestacién temprana (70 dias) y de los receptores
TLR2 y TLR9 durante la gestaciéon tardia (210 dias), estimulando la respuesta inmunitaria
materna y fetal frente a N. caninum (Bartley et al., 2013; Marin et al., 2017). Ademas, se ha
comprobado que los receptores TLR3 y TLR2 median en la respuesta inmunitaria protectora

frente a N. caninum por parte de las células dendriticas murinas (BMDM) y que los ratones
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deficientes en TLR2 son mas sensibles a la infeccion (Mineo et al., 2010; Beiting et al., 2014;
Miranda et al., 2019; Fereig et al., 2019). Sin embargo, es importante sefialar que se han
descrito diferencias en la respuesta de un mismo receptor en distintas especies animales y
en el namero de TLRs segin la especie animal (Werling et al., 2009; Novak, 2014). Todo ello
resalta la importancia de estudiar estas cuestiones en la especie diana: el bovino. En esta
especie se ha puesto de manifiesto que en macréfagos infectados con N. caninum pueden ser
relevantes los receptores de tipo TLR (TLR2, TLR3 y TLR9) y de tipo NLR (NAIP, NOD2 y
NLRC4) en el reconocimiento de N. caninum y en la activacién de los macréfagos bovinos
(Garcia-Sanchez et al., 2020). Ademas, en estas células, la ruta NF-«x f fue la principal ruta
de senalizacién celular implicada en la respuesta inmunitaria frente al parasito y la respon-
sable de la sobreexpresion de citoquinas proinflamatorias (Garcia-Sanchez et al., 2020). Por
otra parte, los procesos de apoptosis y degradacion por lisosomas fueron reprimidos por la
infeccion por N. caninum, lo que podria ser una estrategia del parasito para garantizar su

supervivencia (Garcia-Sanchez et al., 2020).

La interaccion entre el parasito y las células efectoras de la inmunidad innata va a ser
critica para determinar el caracter de la respuesta desarrollada (Taubert et al., 2006a,b).
Los linfocitos T CD4+ o linfocitos cooperadores (T helper, Th) reconocen los antigenos
presentados en la membrana de las CPAs y estimulan la liberacion de citoquinas. Segiun
la subpoblaciéon de células Th presentes se liberaran distintos tipos de citoquinas, asi las
células tipo Thl estimulan una respuesta caracterizada por citoquinas pro-inflamatorias
(IFN-y, IL-12, TNF-a), las cuales favorecen la respuesta inmunitaria mediada por células y
son particularmente efectivas para controlar infecciones intracelulares como N. caninum.
Por su parte, las células Th2 liberan citoquinas antiinflamatorias o reguladoras (IL-4, IL-10,
TGF-p), las cuales inhiben la actividad mediada por células, aumentan la respuesta humoral
y van a ser beneficiosas para el mantenimiento de la gestaciéon (Entrican, 2002; Almeria
et al., 2017). Debido a la condicién de parasito intracelular obligatorio, el control de la
infeccién va a estar asociado a una respuesta Th1l mediada por células (Khan et al., 1997;
Innes et al., 2000; Hemphill et al., 2006). En los modelos murinos de infeccién, se ha indicado
un papel clave de las citoquinas Th1l IFN-y e IL-12 en la inmunidad protectora frente al
parasito (Khan et al., 1997; Baszler et al., 1999). Un perfil similar se ha observado en
infecciones experimentales en modelos bovinos (Quinn et al., 2002a; Innes et al., 2005; Lépez-
Gatius et al., 2007). Por su parte, el IFN-y esta directamente implicado en el control de la
multiplicacién, inhibiendo el crecimiento de taquizoitos in vitro (Innes et al., 1995; Yamane
et al., 2000). E1 IFN-y activa las células T CD4+ y estimula la funcién de células T CD8+ o
citotéxicos (Tc), los cuales liberan méas cantidades de IFN-y y ayudan al control de la infeccién
(Maley et al., 2006; Correia et al., 2013). No obstante, como ya se ha mencionado, una
respuesta proinflamatoria exacerbada podria resultar perjudicial. La respuesta inmunitaria
periférica en vacas infectadas a mitad de gestacion mostré un aumento significativo de
linfocitos T CD4+ en los primeros dias tras la infeccién, coincidiendo con los niveles més altos

de liberacién de IFN-y e IL-4. En los dias siguientes, el aumento de los linfocitos T CD8+ en
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las células mononucleares de sangre periférica y la mayor producciéon de IFN-y se relacioné
con un mayor riesgo de aborto y un peor pronéstico de la enfermedad, demostrandose,
ademas, cémo la virulencia del aislado implicado afecta a la respuesta inmunitaria materna
y fetal generada frente a N. caninum (Garcia-Sanchez et al., 2021).

Ademas de la respuesta inmunitaria celular, N. caninum también estimula una respues-
ta inmunitaria humoral. La presencia de anticuerpos especificos es indicativa de una
exposicion al parasito (Almeria et al., 2017) y las vacas seropositivas van a tener mayores
probabilidades de abortar que las seronegativas. Ademas, la reactivacién de la infeccién
créonica junto con una elevacién de los titulos de anticuerpos frente a N. caninum se ha
relacionado con el riesgo de aborto (Quintanilla-Gozalo et al., 2000; Guy et al., 2001; Lépez-
Gatius et al., 2004; Andrianarivo et al., 2005; Guido et al., 2016). Sin embargo, no esta clara
la funcién de los anticuerpos en la proteccion, pero, tal y como ocurre en 7. gondii, podrian
tener un papel en la opsonizacion de parasitos extracelulares (Sibley et al., 1985). En los
modelos murinos, los ratones defectivos en linfocitos B mostraron mayor susceptibilidad a la

infeccion, por lo que se ha sugerido un papel protector de los anticuerpos (Eperon et al., 1999).

1.5. Diagnéstico

La recogida de datos clinicos y epidemiolégicos es importante a la hora de realizar el
diagnéstico de la infeccion como causa de aborto en una explotacién. No obstante, 1a sospecha
de la infeccién debe confirmarse mediante técnicas laboratoriales, las cuales proporcionan
distinta informacién segin el abordaje utilizado, siendo de gran importancia la eleccién de
la técnica diagnéstica mas apropiada para cada caso (Ortega-Mora et al., 2006).

Rutinariamente, la deteccion de anticuerpos especificos mediante ELISA es la metodo-
logia diagnoéstica de eleccién para conocer la situacién y la evolucién de la infeccién en un
rebano, aunque se han desarrollado otras técnicas diagnésticas serolégicas como la inmu-
nofluorescencia indirecta (IFI) o el Western Blot (Alvarez-Gareia et al., 2013). Todas estas
técnicas se pueden aplicar en animales mayores de 6 meses o en terneros recién nacidos
utilizando sueros precalostrales, ya que los anticuerpos calostrales podrian interferir con el
resultado. En el caso del diagnéstico en animales que no han abortado, con fines de compra
o de reposiciéon, la técnica mas indicada seria el Western blot por su mayor sensibilidad y
especificidad (Ortega-Mora et al., 2019). Si el objetivo es conocer la situacion del rebafio o el
progreso de la infeccién, el diagnéstico serolégico por ELISA en muestras recogidas del tan-
que de leche es la técnica 6ptima por su reducido coste econémico y su facilidad de desarrollo,
al ser una técnica no invasiva y rdapida, aunque en caso de bajas prevalencias disminuye la
sensibilidad de la técnica, no siendo 1til con prevalencias intra-rebafio inferiores a 10-15%
(Guido et al., 2016). Es importante sefialar que son frecuentes las fluctuaciones de anticuer-
pos, por lo que es recomendable la repeticion del muestreo para confirmar el diagnéstico
(Nogareda et al., 2007). Confirmada la infeccién por N. caninum y la situacién serolégica

de la granja, el calculo de la odds ratio permite establecer una asociacién entre la serologia
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positiva y el riesgo de presentacion de aborto, ayudando a establecer una causa-efecto entre
la infeccion por N. caninum y el aborto (Dubey et al., 2017). Posteriormente, se recomienda
realizar un andlisis mas exhaustivo para detectar la magnitud del problema y el modo de
transmision predominante, determinando la prevalencia intra-rebafio, por grupos de edad y
la concordancia serolégica entre madres e hijas (Figura 1.6).

Se han realizado distintas modificaciones de la prueba ELISA utilizando como anti-
geno tanto el parasito entero o lisado, como proteinas recombinantes -ELISA basado en
las proteinas NcGRA7 y NcSAG4-, que son especificas de taquizoito y bradizoito respecti-
vamente, y permiten diferenciar entre primoinfeccién, recrudescencia o infeccién crénica
(Aguado-Martinez et al., 2008). E1 ELISA de avidez también va a permitir diferenciar entre
rebanos donde prevalece la primoinfeccion y, por tanto, un mayor riesgo de transmision
transplacentaria exégena, de aquellos con infeccién crénica mantenida por transmision
transplacentaria endégena (Schares et al., 2002; Aguado-Martinez et al., 2005; Bjorkman
et al., 2006). Un diagnéstico correcto orienta sobre el modo de transmision predominante en

una explotacién y ayudara a la eleccion de las medidas de control mas adecuadas.
‘" Hay neosporosis en la granja

. 22

Anilisis seroepidemioldgico de toda la granja

Prevalencia intra-rebafio
Prevalencia por grupos de edad
Concordancia serolégica madres/hijas
Avidez de anticuerpos

Modo de transmision predominante de la
enfermedad

Medidas de control especificas a

Figura 1.6: Diagnéstico laboratorial de Neospora caninum. Imagen modificada de https:
//parasitxpert.es/el-parasito-del-mes-neospora-caninum-y-neosporis/.

Para confirmar el diagnéstico del aborto, el diagnéstico serolégico debe acompaiarse con
técnicas de deteccion del parasito (PCR o inmunohistoquimica) y/o de lesiones compatibles
(histologia) en fetos abortados y placentas, en caso de disponer de dichas muestras. En el feto,
el 6rgano diana principal donde se detecta con mayor frecuencia el parasito y las lesiones
asociadas es el cerebro, seguido del corazén y el higado (Lindsay & Dubey, 2020). De forma
complementaria, también se puede detectar la presencia de anticuerpos especificos en el
liquido toracico o abdominal en fetos mayores de 5 meses mediante técnicas serolégicas
(Dubey & Schares, 2006).
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1.6. Control

En la actualidad no existen farmacos ni vacunas disponibles para el control de la neos-
porosis. Los resultados obtenidos por muchos grupos de investigacién en este campo son
prometedores (Horcajo et al., 2016; Marugan-Hernandez, 2017; Sanchez-Sanchez et al.,
2018b), sin embargo, hoy en dia, las tnicas medidas de control frente a la enfermedad se

basan en la bioseguridad y en las medidas de manejo.

1.6.1. Bioseguridad y medidas de manejo

El establecimiento de las medidas de control dependera de la situacion epidemiolégica
de cada granja, la seroprevalencia y el principal modo de transmision (Dubey et al., 2017).
Previo a la aplicacién de cualquier programa de control se debe realizar un calculo coste-
beneficio de las medidas a implementar, ya que en ocasiones pueden resultar inviables desde
un punto de vista econémico (Hésler et al., 2006a,b; Reichel & Ellis, 2006). Posteriormente,
una vez aplicado el programa de control, la monitorizacién serolégica del rebaiio servira
como indicador de su efectividad (Almeria & Lépez-Gatius, 2013).

El mantenimiento de un estado higiénico-sanitario 6ptimo y de bienestar animal es
crucial para evitar la aparicion o recrudescencia de la enfermedad. Las medidas aplicadas
en las granjas no infectadas iran encaminadas a evitar la entrada del parasito en la
explotacién y mantener un estatus sanitario libre de la infeccién. Se debe vigilar la situacién
clinica y epidemiolégica del rebaiio y realizar analisis seroldgicos a la recria (tanto interna
como externa). Por otra parte, se deben reforzar las medidas béasicas de bioseguridad para
prevenir la transmision horizontal, tales como el control de acceso de los perros y otros
canidos potenciales HD a las granjas, especialmente a las zonas de almacenamiento de
alimento, comederos y bebederos, y la correcta y rapida eliminacién de residuos de abortos
y placentas o tejidos animales (Figura 1.7). Estas dltimas medidas seran clave en el caso
de explotaciones con una neosporosis epidémica, donde exista transmisién horizontal
(Dubey et al., 2007). En estos casos, se recomienda realizar un seguimiento de los animales
seropositivos y eliminar aquellos que aborten o transmitan la infeccién a la descendencia en
posteriores gestaciones (Figura 1.8).

En explotaciones con neosporosis endémica, donde el principal modo de transmisiéon
es la transmision transplacentaria endégena, las medidas estaran dirigidas a frenar la
diseminacioén del parasito a la descendencia mediante el sacrificio selectivo de los animales
seropositivos. Cuando la seroprevalencia es baja, se puede realizar drasticamente, elimi-
nando todos los animales seropositivos. En caso de explotaciones con seroprevalencias muy
elevadas, esta medida puede ser inviable econémicamente, por lo que se recomienda una
eliminacién progresiva, empezando por aquellos animales con antecedentes de abortos, con
descendencia seropositiva o de mayor edad, y su reemplazo con descendientes de vacas sero-
negativas. En el caso de animales de alto valor genético, se puede realizar la transferencia

de embriones a hembras receptoras libres de la infeccién o inseminarlas artificialmente con
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canldos slivestres

Figura 1.7: Medidas de control en una explotacién no infectada. Fuente: https://parasitx
pert.es/control-de-la-neosporosis-bovina/

semen de toros de razas de carne, ya que se ha visto que disminuye el riego de transmisién
(Baillargeon et al., 2001; Lépez-Gatius et al., 2005; Dubey et al., 2007; Dubey & Schares,
2011; Reichel et al., 2014). No obstante, las medidas basicas de bioseguridad dirigidas a
eliminar la transmisién horizontal o a mantener un estatus sanitario libre de la infeccién

deben estar presentes en todas las granjas (Figura 1.9).

1.6.2. Tratamiento e inmunoprofilaxis

Hasta la fecha no existe ningtun tratamiento que haya demostrado ser seguro y eficaz
frente a la neosporosis bovina. Se han realizado un gran nimero de estudios de eficacia de
distintos compuestos, mostrando resultados prometedores tanto in vitro como en modelos
murinos. Sin embargo, los estudios en modelos bovinos son escasos y muestran una eficacia
moderada o baja, por lo que se estan probando nuevos enfoques en el desarrollo de farmacos
(Sanchez-Sanchez et al., 2018b).
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Figura 1.8: Medidas de control en una explotacién con neosporosis epidémica. Fuente:
https://parasitxpert.es/control-de-la-neosporosis-bovina/

La administracién de triazinonas como el toltrazuril o el ponazuril ha demostrado ser
eficaz en terneros experimentalmente infectados, disminuyendo los signos clinicos y logrando
eliminar la deteccién del parasito en el encéfalo y otros 6rganos diana (Kritzner et al., 2002).
Su aplicacién junto a inhibidores del folato (sulfadiacina y trimetoprim) en condiciones
naturales mostré una reduccién significativa de los abortos asociados a N. caninum (Cuteri
et al., 2005). Otros compuestos como el decoquinato o la monensina también han mostrado
ciertos resultados de eficacia (Journel et al., 2002; VanLeeuwen et al., 2011). En los ultimos
afios, nuevos compuestos como los inhibidores de las proteinas quinasas dependientes del
calcio (BKIs) se han postulado como herramientas prometedoras para tratar la enfermedad,
destacando algunos como el BKI-1553 (Sanchez-Sanchez et al., 2018a).
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Figura 1.9: Medidas de control en una explotacion con neosporosis endémica. Fuente: https:
//parasitxpert.es/control-de-la-neosporosis-bovina/

La gran desventaja del tratamiento farmacolégico es determinar el momento de la
administracién y la posible aparicién de residuos en leche y carne, asociados a largos
periodos de supresién. Ademas, la Unién Europea cuenta con estrictas normativas que
regulan el uso de medicamentos y otros aditivos en animales destinados a consumo. Por
otra parte, no hay evidencias de infeccién hasta la presencia de abortos, momento en el que
podria ser demasiado tarde para administrar un tratamiento (Dubey et al., 2007; Benavides
et al., 2014).
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Los analisis econémicos sugieren que la vacunacion seria el enfoque mas efectivo para el
control de la neosporosis bovina en explotaciones con alta prevalencia (Reichel & Ellis, 2006).
Se han realizado muchos estudios con el objetivo de desarrollar una vacuna segura y eficaz,
capaz de conferir proteccion frente al aborto y evitar la transmision vertical. Los resultados
mas prometedores se han obtenido utilizando vacunas vivas atenuadas, tanto obtenidas de
cepas atenuadas in vitro por distintos métodos (irradiacién, mantenimiento en cultivo celular
por largo tiempo, modificaciones genéticas), como obtenidas de aislados con baja virulencia
de forma natural (Nc-SpainlH o Nc-Nowra) (Williams et al., 2007; Marugan-Hernandez
et al., 2011b; Rojo-Montejo et al., 2013; Hemphill et al., 2016). Sin embargo, estas vacunas
podrian producir problemas de seguridad por el acantonamiento del parasito y su posterior
reactivacion, lo que, unido a sus necesidades especiales de conservacion y su dificultad de
produccién a gran escala, complican su comercializacién (Reichel et al., 2015; Horcajo et al.,
2016). La unica vacuna comercializada frente a la neosporosis bovina (Bovilis Neo Guard),
constituida por un lisado de taquizoitos, fue retirada del mercado por la falta de datos
convincentes sobre su eficacia para prevenir los abortos asociados a N. caninum en el ganado
bovino (Barling et al., 2003; Romero et al., 2004; Weston et al., 2012). Desde entonces, el
esfuerzo de muchos grupos de investigacién se ha centrado en la bisqueda de nuevas dianas
vacunales y en el desarrollo de vacunas de nueva generacién (proteinas recombinantes, ADN
o vectores), las cuales son seguras y faciles de producir. Estas proteinas podrian incorporar
marcadores especificos que permitieran diferenciar animales vacunados de infectados. Las
proteinas implicadas en el ciclo litico -en los procesos de adhesién, invasién o formacién
de la VP (proteinas SRS, MIC, ROP, GRA)- se postulan como potenciales candidatos ya
que podrian bloquear procesos especificos del ciclo litico, desencadenando una respuesta
inmunitaria dirigida frente a la proteina implicada (Horcajo et al., 2016; Hemphill et al.,
2016; Marugan-Hernandez, 2017).

En conclusién, existe la necesidad de desarrollar medidas de control eficaces frente a
la neosporosis bovina. El conocimiento de los mecanismos de virulencia de N. caninum es
fundamental para comprender su biologia y desarrollar medidas dirigidas al control de la
enfermedad. En los siguientes apartados se describiran los aspectos relacionados con la

virulencia de N. caninum.
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2. Virulencia en Neospora caninum

Hasta la fecha, los mecanismos que regulan la virulencia en N. caninum son practica-
mente desconocidos. En los dltimos afios, se ha profundizado en el estudio de la variabilidad
intraespecifica y de las diferencias en la virulencia, demostrandose la existencia de gran-
des variaciones entre aislados del parasito. En las siguientes secciones se revisara dicha

variabilidad con un enfoque que va desde el animal hasta la molécula.

2.1. Diversidad fenotipica

Uno de los principales factores determinantes en la patogenia de la neosporosis bovina es
la virulencia del aislado implicado. La gravedad del proceso dependera de su capacidad para
invadir y replicarse en las células del hospedador, migrar y atravesar la barrera placentaria
y hematoencefalica, asi como de los mecanismos de modulacién de la respuesta inmunitaria
del hospedador.

Actualmente, el nimero de aislados disponibles de N. caninum obtenidos a partir de
animales domésticos (perros, bovinos, biifalos y ovejas) y silvestres (lobos, bisontes europeos
y ciervos de cola blanca), supera el centenar, siendo los origenes caninos y bovinos los mas
comunes. Los primeros aislados se obtuvieron del encéfalo de perros con signos clinicos
graves de la enfermedad, como es el caso de Nc-1 (Dubey et al., 1988b), Nc-Liverpool (Nc-Liv;
Barber et al., 1995) y Nc-Bahia (Gondim et al., 2001). Posteriormente, también se obtuvieron
aislados caninos a partir de ooquistes eliminados por perros infectados de forma natural,
como los aislados Nec-Ger2, Nc-Ger6 (Schares et al., 2005) o Nc-6 Arg (Basso et al., 2001). Los
aislados bovinos se han obtenido del encéfalo de fetos abortados (Nc-SweB1; Stenlund et al.,
1997) o de terneros clinicamente sanos pero congénitamente infectados, como el panel de 10
aislados esparioles obtenido por el grupo de investigacion SALUVET (Regidor-Cerrillo et al.,
2008; Rojo-Montejo et al., 2009b). La caracterizacion fenotipica de los distintos aislados se
ha abordado utilizando modelos in vivo (bovino y murino) e in vitro (estudio del ciclo litico,
principalmente), encontrandose diferencias significativas entre los aislados.

En los siguientes apartados se revisara la variabilidad entre los distintos aislados de
N. caninum teniendo en cuanta su diferente efecto patégeno, distribucién tisular e induccion
de la respuesta inmunitaria en modelos experimentales murinos y bovinos. También se
revisaran otros rasgos fenotipicos, las diferencias en el ciclo litico y las interacciones parasito-

célula hospedadora en cultivos celulares in vitro.

2.1.1. Diversidad en modelos murinos

Los modelos murinos han demostrado ser adecuados como un primer paso en el estudio
de la virulencia de N. caninum, a pesar de que los ratones no son hospedadores naturales
del parasito. En comparacion con el ganado bovino, los ratones son de menor tamafo y mas
faciles de manejar, tienen un periodo de gestacion mas corto y son modelos de menor coste

econémico y con mayor cantidad de reactivos disponibles. Estos motivos han justificado
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su uso para la caracterizacién y el estudio de la virulencia de los aislados de N. caninum,
utilizando tanto modelos murinos no gestantes o de infeccién cerebral (Lindsay et al., 1995;
Eperon et al., 1999; Atkinson et al., 1999; Rettigner et al., 2004; Collantes-Fernandez et al.,
2006a), como modelos murinos gestantes o de infeccién congénita (Long & Baszler, 1996;
Quinn et al., 2002b; Omata et al., 2004; Lopez-Pérez et al., 2006, 2008).

Los parametros utilizados para evaluar la virulencia en los modelos no gestantes son
la mortalidad/morbilidad de los animales, la carga parasitaria, la distribucién del parasito
en los organos diana como el SNC y la respuesta inmunitaria humoral y celular produ-
cida frente a la infeccién. Ademas de los parametros previamente descritos, los modelos
murinos gestantes también permiten evaluar la mortalidad/morbilidad fetal y neonatal,
la transmision congénita y la respuesta inmunitaria en la placenta, siendo modelos més
completos debido a la importancia de la transmisién vertical en la neosporosis bovina. Por
otro lado, debido a la regulacién de la respuesta inmunitaria materna durante la gestacion,
el modelo gestante es méas sensible a la infeccién por N. caninum, permitiendo detectar mejor
las diferencias en la virulencia que el modelo no gestante (Lépez-Pérez et al., 2006, 2008;
Arranz-Solis et al., 2015).

Existe una gran heterogeneidad de modelos murinos descritos en la literatura, con
diferentes resultados en funcién de la estirpe de ratén (Long et al., 1998; Collantes-Fernandez
et al., 2004; Rettigner et al., 2004; Mols-Vorstermans et al., 2013), de la fase de gestacion
(Long & Baszler, 1996; Quinn et al., 2002b; Ramamoorthy et al., 2007; Lépez-Pérez et al.,
2008), y de la via y la dosis de infeccién utilizada (Quinn et al., 2002b; Teixeira et al.,
2007; Lépez-Pérez et al., 2008; Arranz-Solis et al., 2015). En los tltimos afios, el grupo de
investigacion SALUVET ha realizado un esfuerzo para armonizar y refinar un modelo murino
gestante de transmision congénita que permita la comparacién de estudios no realizados
simultaneamente, utilizando ratones BALB/c y realizando la infeccién a mitad de gestacién
con una dosis de 10° taquizoitos/ ratén por via subcutdnea (Arranz-Solis et al., 2015). Los
estudios realizados en este modelo normalizado han mostrado notables diferencias en la
virulencia entre aislados (Tabla 1.1). Segtn los resultados en este modelo, se clasificaron
como aislados de alta virulencia aquellos que presentaron tasas de transmisién vertical y
mortalidad neonatal que oscilaron en torno al 80-100%, como Nec-Liv, Nc-Bahia, N¢-Spain?,
Nec-Spain4H o Ne-SpainS5H (Quinn et al., 2002b; Rojo-Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo
et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a), de moderada o moderada/baja virulencia los que
presentaron tasas de mortalidad fetal alrededor del 20% y tasas de transmisién vertical de
hasta el 60%, como los aislados Nc-Ger3, Ne-Spain2H, Nc-Spain6, Ne-Spain8 o Ne-Spainl0
(Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a), y de baja virulencia los que tuvieron
tasas de mortalidad fetal inferiores al 10% y tasas de transmision vertical de alrededor
del 30% o menos, como los aislados Nc-Ger2, Nc-Ger6 o Nc-SpainlH (Rojo-Montejo et al.,
2009b; Dellarupe et al., 2014a). Los aislados de alta virulencia también indujeron una mayor
respuesta inmunitaria humoral (Regidor-Cerrillo et al., 2010). No obstante, el modelo murino

presenta ciertas limitaciones que se deben tener en cuenta a la hora de extrapolar los datos
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obtenidos a la especie de destino, como son la diferencia en la estructura placentaria entre
ambas especies (hemocorial vs sindesmocorial) o en el tiempo de gestacién (21 dias vs 280

dias), ademas de la diferente respuesta inmunitaria.

2.1.2. Diversidad en modelos experimentales bovinos

El modelo ideal para el estudio de la patogenia de la neosporosis y la respuesta immuni-
taria del hospedador es el modelo bovino, ya que es la principal especie afectada desde el
punto de vista clinico y econémico. Sin embargo, debido a las limitaciones econémicas, éticas
y de infraestructura que implica la infeccién experimental de grandes animales, los estudios
son limitados (Benavides et al., 2014). Los modelos de primoinfeccién son el tnico enfoque
experimental disponible para estudiar la neosporosis bovina ya que hasta el momento no
se ha podido reproducir experimentalmente la transmision transplacentaria endégena, que
es la méas frecuente en la naturaleza. Como ocurre en el modelo murino, las comparaciones
entre estudios son dificiles ya que presentan un alto grado de variabilidad en el disefio expe-
rimental, con diferencias en los aislados utilizados para la infeccién, las vias de inoculacion
y dosis, los periodo de gestacién cuando se realiza la infeccién, los animales utilizados (raza,
peso, edad) o el tiempo final del experimento, las cuales influirdan en los resultados obtenidos
(Pastor-Fernandez et al., 2021). Es por ello que hace tiempo que se enfatiza en la necesidad
de desarrollar un modelo normalizado (Benavides et al., 2014).

Los modelos experimentales bovinos se han usado para comparar la virulencia entre
aislados y para tratar de esclarecer los mecanismos patogénicos responsables de la diferente
mortalidad fetal observada (Tabla 1.1). Para ello, se han evaluado parametros como: la
tasa de mortalidad fetal, la temperatura rectal, la presencia y gravedad de las lesiones en
los fetos y en la placenta, la carga parasitaria y su distribucion en diferentes 6rganos de
la madre y del feto, y el estudio de la respuesta inmunitaria humoral y celular producida
frente a la infeccion (tanto sistémica como en la placenta y en el feto). Por ejemplo, el aislado
Nec-1 mostré en el ratén una mayor virulencia que el aislado Ne-SpainlH (Rojo-Montejo
et al., 2009b). Cuando se compararon en un modelo bovino gestante, las vacas inoculadas
con el aislado Ne-SpainlH no presentaron mortalidad fetal tras la infeccién en una fase
temprana de la gestacién (70 dias de gestacion), mientras que las vacas inoculadas con el
aislado Nc-1 presentaron mortalidad fetal en 3 de 5 fetos, lesiones méas graves y una mayor
deteccion del parasito en los tejidos placentarios y fetales (Rojo-Montejo et al., 2009a). Otro
estudio comparo la virulencia de los aislados Nc-1 y Nc-Bahia en vacas y bufalos, también
realizando la infeccion experimental a los 70 dias de gestacion (Chryssafidis et al., 2014).
En él se observé6 una alta tasa de transmisién vertical en ambos grupos inoculados, pero
el aislado Nc-1 mostré una mayor virulencia, con mayor parasitemia y gravedad de las
lesiones y mayor nimero de abortos. Sin embargo, al comparar la virulencia del aislado Nc-1
y del aislado Nc¢-Spain7 en infecciones en el primer tercio de gestacion, se encontré que el
grupo infectado con Nc-Spain7 mostré una mayor tasa de mortalidad fetal, lo que indica

una mayor virulencia (Caspe et al., 2012). El aislado de alta virulencia Nc-Spain7 también
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Tabla 1.1: Clasificacién de distintos aislados de Neospora caninum segun su virulencia, de acuerdo a su comportamiento en modelos gestantes
in vivo (murino y bovino) y en modelos in vitro.

. . Modelo murino gestante Modelo bovino gestante Modelo in vitro Clasificacién
Aislado Origen irulenci
Mortalidad Transmisién Referencias Mortalidad Transmision Referencias IR v, Referencias por virulencia
neonatal vertical fetal vertical piRan 56
Rojo-Montejo et al., .
Ne-1 Canino, cerebro de perro Alta Alta Rojo-Montejo et al., 2008 Moderada/ Alta 2009; Chryssafidis et al., - Moderada m chocle mw al., 2001; Alta
. . Alta Rojo-Montejo et al., 2009
con signos neuroldgicos 2014; Caspe et al., 2012
Regidor-Cerrillo et al., 2010; . .
- 11 1., 2011;
Ne-Liv Canino, cerebro de perro Alta Alta Dellarupe et al., 2013; Quinn et Alta Alta Williams et al., 2003 Alta Alta Regidor-Cerrillo et al., 2011; Alta
. Pl Dellarupe et al., 2014
con signos neurolégicos al., 2002
Nc-Bahia Canino, cerebro de perro Alta Alta Dellarupe et al., 2013 Baja Alta Chryssafidis et al., 2014 Alta Alta Dellarupe et al., 2014 Alta
con signos neurolégicos
Nec-Ger2 Canino, heces (ooquis- Baja Baja Dellarupe et al., 2013 - - - Baja Baja Dellarupe et al., 2014 Baja
tes)
Nec-Ger3 Canino, heces (ooquis- Moderada Baja Dellarupe et al., 2013 - - - Moderada Alta Dellarupe et al., 2014 Moderada
tes)
Nec-Ger6 Canino, heces (ooquis- Baja Baja Dellarupe et al., 2013 - - - Baja Baja Dellarupe et al., 2014 Baja
tes)
Nc-6Arg Canino, heces (ooquis- Baja Moderada Dellarupe et al., 2013 Baja Alta Bacigalupe et al., 2013 Moderada Moderada Dellarupe et al., 2014 Baja/ Moderada
tes)
Nec-Nowra Bovino, cerebro ternero Baja Alta Miller et al., 2002 - - - - - - Baja/ Moderada
asintomatico
Baj jo-M jo et al.
Nc-SpainlH  Bovino, cerebro ternero Baja Baja Rojo-Montejo et al., 2008 Baja aja/ Rojo-Montejo et al., Baja Baja Regidor-Cerrillo et al., 2011 Baja
. fer Moderada 2009
asintomatico
Nec-Spain2H  Bovino, cerebro ternero  Moderada  Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Moderada Baja Regidor-Cerrillo et al., 2011  Baja/ Moderada
asintomatico
Nec-Spain3H  Bovino, cerebro ternero Baja Alta Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Baja Baja Regidor-Cerrillo et al., 2011  Baja/ Moderada
asintomatico
Nec-SpaindH  Bovino, cerebro ternero Alta Alta Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Alta Alta Regidor-Cerrillo et al., 2011 Alta
asintomatico
Nc-Spain5H  Bovino, cerebro ternero Alta Alta Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Moderada Alta Regidor-Cerrillo et al., 2011 Alta
asintomatico
Nc-Spainé Bovino, cerebro ternero Moderada  Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Moderada Alta Regidor-Cerrillo et al., 2011  Baja/ Moderada
asintomatico
. . . Regidor-Cerrillo et al.,
Ne-Spain7 Bovino, cerebro ternero Alta Alta wm%&oq.nmiw:o et al., 2010; Alta Alta 2014; Vézquez et al., Moderada Alta Regidor-Cerrillo et al., 2011 Alta
. . Arranz-Solis et al., 2015
asintomatico 2019; Caspe et al., 2012
Ne-Spain8 Bovino, cerebro ternero Baja Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2010 Alta Moderada Nm%&on,mMMMzO etal, Moderada Baja Regidor-Cerrillo et al., 2011  Baja/ Moderada
asintomatico
Nc-Spain9 Bovino, cerebro ternero  Moderada  Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Moderada Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2011  Baja/ Moderada
asintomatico
Nec-Spainl0  Bovino, cerebro ternero  Moderada  Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2010 - - - Moderada Moderada Regidor-Cerrillo et al., 2011 Moderada
asintomatico
Ne-SweB1 Bovino, cerebro feto Baja Alta Quinn et al., 2002 - - - - Baja Schock et al., 2001 Moderada

abortado

pIR4i- Tasa de invasion del parésito a las 4 horas pi

TYs6u- Produccién total de taquizoitos a las 56 horas pi
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produjo mortalidad fetal mas temprana, lesiones mas graves y mayor carga parasitaria en
la placenta y el feto que el aislado de baja-moderada virulencia en ratén Nc-Spain8 (Regidor-
Cerrillo et al., 2014). Ademas, se indujo una mayor expresiéon de IFN-y tras la infeccién
con el aislado Nc-Spain7, principalmente en la primera semana de infeccién, mientras que
el aumento de IL-10 en las muestras de animales infectados con Nc-Spain8 podria tener
efectos antiinflamatorios (Regidor-Cerrillo et al., 2014). Recientemente, se ha comparado el
comportamiento del aislado de alta virulencia Nc-Spain7 con el del aislado de baja virulencia
Nc-SpainlH en un modelo bovino gestante (Jiménez-Pelayo et al., 2019b; Garcia-Sanchez
et al., 2021; Horcajo et al., 2022). Los animales fueron infectados a mitad de la gestacién (110
dias de gestacién) por via intravenosa con 107 taquizoitos (Vazquez et al., 2019) y fueron
sacrificados a los 10 o 20 dias pi para el estudio de la dinamica de la infeccién temprana.
Los taquizoitos de Nc-Spain7 alcanzaron antes la placenta y se multiplicaron rapidamente
en ella, provocando el desarrollo de lesiones, la transmision al feto y la mortalidad fetal,
mientras que Nec-SpainlH mostré un retraso en la infeccion de la placenta y no provocé
desarrollo de lesiones ni se transmitié al feto (Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Posteriormente,
el estudio de la respuesta inmunitaria mostré una mayor estimulaciéon de la respuesta
proinflamatoria producida por el aislado Nc-Spain7 que por el aislado Ne-SpainlH, lo que
podria explicar el dario tisular (Horcajo et al., 2022), como se mencion6 en la secciéon 1.3.1.

Patogenia.

2.1.3. Diversidad en modelos in vitro

Los modelos in vitro ofrecen una alternativa al uso de animales en investigacién, permi-
tiendo utilizar un mayor niimero de muestras y obtener resultados reproducibles y compara-
bles entre laboratorios mediante técnicas estandarizadas de cultivo celular. A pesar de ser
modelos menos potentes y completos, aportan una aproximacion inicial y son de gran utilidad
como herramientas de cribado, ya que ciertas caracteristicas fenotipicas in vitro (mayor in-
vasién o mayor proliferacién) muestran una correlacién positiva con la virulencia en el ratén
(Regidor-Cerrillo et al., 2011). Asimismo, su empleo ha facilitado el estudio de la morfologia
del parasito, la ultraestructura de las organelas y los procesos implicados en el ciclo litico,
asi como la relacién parasito-hospedador, la motilidad de los taquizoitos y la capacidad de
transmigracién, y los mecanismos de modulacién y evasién de la respuesta inmunitaria del
hospedador (Innes et al., 1995; Hemphill et al., 2006, 2013; Collantes-Fernandez et al., 2012;
Miiller & Hemphill, 2013).

Al tratarse de un parasito intracelular obligatorio, la invasion de la célula hospedadora
va a ser crucial para el desarrollo de N. caninum. Diversos estudios han demostrado que los
taquizoitos de N. caninum son capaces de invadir y multiplicarse en una amplia gama de
células, tanto células primarias como lineas celulares establecidas, entre las que encontramos
macroéfagos, monocitos y células endoteliales bovinas (Lindsay & Dubey, 1989; Garcia-
Sanchez et al., 2019b), células bovinas de la cartuncula y trofoblasto (BCEC-1 y F3; Jiménez-
Pelayo et al., 2017), fibroblastos humanos (HFF; Debache & Hemphill, 2012 ), células de
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adenocarcinoma cervical humano (HeLa; Carvalho et al., 2010) y células epiteliales de rifién
de mono verde africano (MARC-145, VERO) (Hemphill et al., 2004; Risco-Castillo et al.,
2004; Regidor-Cerrillo et al., 2011). El mantenimiento de los parasitos en cultivo celular
se puede realizar por un nimero indeterminado de pases, sin embargo, las caracteristicas
originales del comportamiento in vitro del parasito y de su virulencia en ratones parecen
modificarse con el mantenimiento in vitro durante un nimero prolongado de pases (Long
et al., 1998; Perez-Zaballos, 2004; Pérez-Zaballos et al., 2005; Bartley et al., 2006).

El conocimiento del ciclo litico del parasito es de gran importancia para tratar de compren-
der la biologia del parasito y los procesos implicados en su diseminacién y transmisién, asi
como para identificar efectores clave en las diferentes fases del ciclo de N. caninum (Hemphill

et al., 2006) y en las diferencias entre aislados.

2.1.3.1. Ciclo litico

El ciclo litico es el proceso mediante el cual el taquizoito se replica en el interior de la
célula. Se trata de un proceso estrechamente regulado por distintas proteinas del parasito y
que incluye varias fases, las cuales son necesarias para la supervivencia y propagacion del
parasito durante la fase aguda de la enfermedad (Black & Boothroyd, 2000; Hemphill et al.,
2013; Pastor-Fernandez et al., 2016). El conocimiento del ciclo litico se ha extrapolado, en su

mayoria, desde T. gondii y consta de las siguientes fases (Figura 1.10):

= Deslizamiento y adhesion a la célula hospedadora: Se produce el acercamiento del pa-

rasito hacia la célula hospedadora mediante movimientos de flexién-extensién del
taquizoito, denominado “gliding motility”, y mediados por el glideosoma y el citos-
queleto del parasito (Dobrowolski & Sibley, 1996; Jewett & Sibley, 2003). Una vez el
parasito alcanza la célula se produce la adhesiéon, en la que estan implicadas proteinas
de la superficie del parasito (SRS/SAG) mediante interacciones con receptores de la
célula hospedadora (Howe et al., 1997; Carruthers, 2002). La secrecion de proteinas
MIC también parece estar involucrada en este proceso ya que presentan multiples
dominios adhesivos, cuya funcién es la interaccion proteina-proteina o proteina-célula
hospedadora (Soldati et al., 2001; Naguleswaran et al., 2002; Wang et al., 2021b).
Ademas, estas proteinas van a ser importantes en el establecimiento de una unién
mas fuerte una vez el parasito se ha adherido y reorientado perpendicularmente a la

membrana del parasito, necesaria para comenzar la invasion.

= Invasién: La internalizacion del taquizoito en la célula hospedadora se realiza a través
de la formacién de una estructura denominada unién mévil (“moving junction”) entre
la célula hospedadora y la membrana plasmatica parasitaria, la cual va a permitir la
internalizacién progresiva del parasito en el citoplasma de la célula hospedadora, por
medio del estrangulamiento de la membrana del parasito apoyado por el glideosoma
(Boucher & Bosch, 2015). En la formacién de la unién mévil parecen estar implicadas

proteinas del cuello de las roptrias, RON, junto con la proteina de los micronemas
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AMA1 (Besteiro et al., 2009; Straub et al., 2009). Posteriormente, durante el proceso
de la invasion activa del parasito se va a producir la secrecién secuencial de proteinas

MIC, ROP y GRA, que van a intervenir en este proceso.

Formacion de la VP y multiplicacion: A medida que el taquizoito va penetrando en el

interior de la célula se produce la invaginacién de la membrana plasmatica de la
célula hospedadora, quedando englobado en la VP (Carruthers & Boothroyd, 2007). Al
mismo tiempo se van a secretar proteinas ROP y GRA (Mercier et al., 2005; Boothroyd
& Dubremetz, 2008), las cuales participan en la formacién y maduraciéon de la VP,
asegurando un ambiente favorable para la supervivencia del parasito. Muchas de ellas
se van a asociar a la membrana de la VP para evitar su reconocimiento y fusién con
organelas de la célula hospedadora, como los lisosomas, e impedir que sea destruida
(Mordue et al., 1999; Beyer et al., 2002). Estas proteinas también van a participar en
el establecimiento de la red tubulovesicular, permitiendo la comunicacién del parasito
con la célula hospedadora, la obtencién de nutrientes y energia, o la modulacién de
determinadas funciones de la célula hospedadora (Hemphill et al., 2013). En el interior
de la VP se produce la replicacion asexual de los taquizoitos por endodiogenia. La célula
hospedadora también sufrird modificaciones estructurales tras la invasién, con una
redistribucion del citosqueleto y una reorganizacion de distintos organulos, facilitando

la transferencia de nutrientes al parasito (Melo et al., 2001; Coppens et al., 2006).

Egresion: Una vez la VP ha alcanzado un tamaiio critico para su supervivencia se
produce la egresion y lisis celular con la consecuente liberacion de los taquizoitos al
medio extracelular, los cuales invadiran células adyacentes y comenzaran un nuevo
ciclo. Los taquizoitos de N. caninum, a diferencia de otros parasitos apicomplejos como
T. gondii, deben invadir nuevas células en pocas horas para no perder infectividad
(Hemphill et al., 1996; Regidor-Cerrillo et al., 2011). Por tanto, la egresién es un
proceso estrechamente regulado y coordinado con la invasién, aunque los mecanismos
implicados en el mismo no se conocen por completo. En 7. gondii, se han identificado
algunas sefnales que estimulan la egresion, como el aumento de calcio intracelular
(Arrizabalaga & Boothroyd, 2004), el cual determina la activacién de quinasas (como
proteinas de la familia CDPK) y metiltransferasas, que van a ser esenciales para este
proceso (Heaslip et al., 2011; Garrison et al., 2012; Lourido et al., 2012). Ademas, este
proceso se relaciona con la alteracion y permeabilizacion de la membra de la célula
hospedadora, en la que estd implicada la proteina PL1 (Perforin-like 1) (Lavine &
Arrizabalaga, 2008; Kafsack et al., 2009; Roiko & Carruthers, 2013). Por otra parte, la
motilidad y secrecion de ciertas proteinas MIC podrian favorecer la egresiéon (Frénal
et al., 2017; Bisio & Soldati-Favre, 2019; Dubois & Soldati-Favre, 2019). Recientemente
se ha sugerido la implicacién de la proteina MIC6 en este proceso en N. caninum, la
cual podria actuar en sinergia con otras proteinas MIC, como MIC1 o MIC4 (Wang
et al., 2021b).
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Figura 1.10: Representacion grafica del ciclo litico de Neospora caninum.

2.1.3.2. Variabilidad intraespecifica

Los estudios comparativos in vitro han permitido evaluar y analizar las diferencias entre
aislados en las distintas fases del ciclo litico, mostrando notables diferencias en la invasién y
proliferacién (Tabla 1.1). Un estudio realizado en células MARC-145 mostré6 que el aislado
de baja virulencia en ratén Nec-SpainlH tuvo una menor capacidad de multiplicacién en
comparacién con el aislado Nc-1, confirmandolo como aislado de baja virulencia (Rojo-Montejo
et al., 2009b). Posteriormente, otros estudios también realizados en células MARC-145 usaron
el aislado clasificado como de alta virulencia Nc-Liv como aislado de referencia para comparar
el comportamiento in vitro de diez aislados bovinos de origen espanol obtenidos de animales
asintomaticos (Regidor-Cerrillo et al., 2011) y de cinco aislados caninos obtenidos de ooquistes
o del encéfalo de perros con signos neurolégicos (Dellarupe et al., 2014b). Estos estudios
mostraron una correlacion entre ciertos rasgos fenotipicos in vitro y la virulencia en ratones
gestantes, siendo los aislados mas virulentos en el modelo murino los que presentaron una
mayor capacidad de invasion y proliferacion (Nc-Liv, Nc-Bahia, Nc-SpaindH, Nc-Spainb Hy
Nec-Spain7), mientras que los menos virulentos tuvieron una menor capacidad de crecimiento
in vitro (Nc-Ger2, Nc-Ger6, Nc-SpainlH, Nc-Spain2H y Ne-Spain3H).

Es interesante senalar que también se han observado diferencias en la capacidad y me-
canismos de diseminacién y migracion entre aislados de V. caninum en células dendriticas

(Collantes-Fernandez et al., 2012), al igual que sucede en otros parasitos apicomplejos como
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T. gondii (Barragan & Sibley, 2002; Taylor et al., 2006; Lambert et al., 2009, 2011). Los
taquizoitos de N. caninum fueron capaces de usar dos vias para atravesar las barreras biol6-
gicas, con distintas preferencias segin el aislado: migracién mediada por células dendriticas
0 migracién directa por la motilidad del aislado. Asimismo, la infeccién de ratones con dichas
células dendriticas infectadas con taquizoitos resulté en una mayor transmisién congénita

en los ratones que la inoculacién de taquizoitos libres (Collantes-Fernandez et al., 2012).

Son pocos los estudios realizados en células bovinas. Sin embargo, recientemente se ha
estudiado la interaccién de dos aislados de distinta virulencia (el aislado de alta virulencia
Nc-Spain7 y el de baja virulencia Nc-Spain1H) con células bovinas diana de la infeccion

por N. caninum: células de la interfaz materno-fetal y macroéfagos.

El aislamiento y caracterizacion de células bovinas de la placenta a partir de vacas
en el segundo tercio de gestaciéon ha permitido obtener lineas celulares que mantienen las
caracteristicas morfolégicas del epitelio fetal del trofoblasto (linea celular F3; Hambruch
et al., 2010) y de la caruncula (linea celular BCEC-1; Bridger et al., 2007). Estas células
son de gran utilidad para estudiar las interacciones de distintos aislados de N. caninum con
la placenta bovina, la cual esta directamente implicada en la transmisién congénita. Los
estudios comparativos entre aislados mostraron que el aislado de alta virulencia Nc-Spain7
presenta una mayor invasion, tasa de infecciéon y produccion de taquizoitos que el aislado
de baja virulencia Nc-SpainlH en células F3, similar a lo descrito en otras lineas celulares.
Curiosamente, la linea BCEC-1 fue més resistente a la infecciéon que la linea celular F3
y las diferencias entre aislados fueron mas sutiles, lo que sugiere que las células de la
carincula servirian de barrera para controlar la infeccién, mientras que el trofoblasto fetal
actuaria como célula diana para la multiplicacién de los taquizoitos (Jiménez-Pelayo et al.,
2017). Por otra parte, se observaron cambios significativos en los niveles de expresién de
determinadas citoquinas, quimioquinas y receptores en las células F3 (IL-6, IL-12p40, TLR2,
ICAM) y BCEC-1 (TGF-$1 e IL-8) infectadas, independientemente del aislado, sugiriendo
que la infeccién por N. caninum favorece una respuesta proinflamatoria en la placenta
(Jiménez-Pelayo et al., 2017, 2019a).

Los macroéfagos bovinos son uno de los principales mediadores de la respuesta inmuni-
taria innata frente a infecciones intracelulares como N. caninum. Actualmente, la mayoria de
los estudios sobre la interaccion del parasito con este tipo celular se han realizado utilizando
macroéfagos murinos (Jin et al., 2017; Li et al., 2018; Wang et al., 2018) o humanos (Boucher
et al., 2018). Sin embargo, las diferencias existentes entre la respuesta inmunitaria del ratén
con la respuesta inmunitaria bovina hacen que los resultados obtenidos, a menudo, no sean
extrapolables a la especie bovina. Recientemente, el grupo SALUVET ha caracterizado por
primera vez la infeccion de dos aislados de N. caninum de distinta virulencia (Nc-Spain7 y
Nec-SpainlH) en macréfagos bovinos primarios (boM@). Ambos aislados fueron capaces de
sobrevivir y multiplicarse en estas células, aunque el aislado de alta virulencia Nc-Spain7
mostré un mayor crecimiento intracelular, indujo una mayor hipermotilidad de los macréfa-

gos infectados y una mayor habilidad para evadir la respuesta inmunitaria. Por su parte,
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la infeccion con el aislado de baja virulencia Nc-Spain1H indujo una mayor estimulacion
de la respuesta proinflamatoria, con una mayor expresiéon de la citoquina IL-12, mayor
liberacion de IFN-y por parte de los linfocitos (cuando se co-cultivaron con los macréfagos) y
mayor produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS), lo que pudo contribuir al menor

crecimiento de este aislado (Garcia-Sanchez et al., 2020).

2.2. Bases moleculares de la diversidad intraespecifica

Las bases moleculares responsables de la variabilidad en la virulencia descrita en los
apartados anteriores son, a dia de hoy, una incégnita. En los dltimos afios, los esfuerzos
de muchos grupos de investigacién se han centrado en la identificacién de factores deter-
minantes en la virulencia de los aislados, ya que su conocimiento seria muy valioso para
comprender los mecanismos patogénicos que subyacen a la infeccién, asi como para disenar
estrategias para combatir esta enfermedad. En este contexto, el desarrollo de las disciplinas
o6micas ha sido clave para el progreso en el conocimiento de la genética y biologia de los
parasitos apicomplejos (Suarez et al., 2017). El empleo de estas herramientas para realizar
estudios comparativos entre aislados de distinta virulencia resulta de gran utilidad para
comprender la variabilidad intraespecifica de N. caninum, ya que nos permite identificar fac-
tores que podrian tener un papel importante en el comportamiento biolégico de los distintos

aislados del parasito.

2.2.1. Estudios genémicos y poblacionales en Neospora caninum

Del mismo modo que sucede en T. gondii, el amplio espectro de hospedadores y su amplia
distribuciéon en distintas regiones geograficas junto con su capacidad para reproducirse
sexualmente, sugieren que N. caninum podria presentar una alta diversidad genética (Grigg
et al., 2001). Los primeros estudios genémicos utilizaron enfoques dirigidos al estudio de
marcadores moleculares comunes como el espaciador transcrito interno 1 (ITS1), el ADN
ribosémico 18S o la amplificacién aleatoria de ADN polimérfico (RAPD-PCR), con objeto de
determinar la diversidad genética intraespecifica. El uso de los dos primeros marcadores
mostré poca o ninguna variacién de nucleétidos entre aislados (Marsh et al., 1995; Holmdahl
et al., 1997; Gondim et al., 2004a), mientras que el tercero fue capaz de encontrar ligeras
diferencias, aunque los perfiles de productos de RAPD-PCR entre los distintos aislados de N.
caninum fueron bastante similares (Atkinson et al., 1999; Davison et al., 1999; Schock et al.,
2001).

Posteriormente, el analisis de secuencias de mini y microsatélites demostro ser una técni-
ca con mayor poder discriminatorio para el estudio de la diversidad genética en N. caninum
(Regidor-Cerrillo et al., 2006, 2008; Pedraza-Diaz et al., 2009; Basso et al., 2009, 2010). E1l
anélisis de microsatélites de mayor escala en N. caninum fue realizado por Regidor-Cerrillo

et al. (2013). En él se genotiparon un total de 108 muestras obtenidas de distintos aislados
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de referencia y de muestras clinicas ovinas y bovinas procedentes de cuatro paises de dos
continentes distintos. Los resultados sugirieron la existencia de una segregacion parcial por
origen geografico, aunque no consiguieron establecer ninguna asociacion con la virulencia
(Regidor-Cerrillo et al., 2013). Sin embargo, estas secuencias generalmente se encuentran en

zonas no codificantes del genoma.

La comparacion del genoma completo del aislado Nc-Liv con el genoma de T. gondii ha
mostrado un alto grado de homologia y sintenia entre ambos, proponiéndose a T. gondii como
un buen modelo para el estudio de N. caninum (Reid et al., 2012). En T. gondii se ha
demostrado un elevado polimorfismo de genes (Grigg et al., 2001; Grigg & Suzuki, 2003),
cuyas combinaciones, en algunos casos, gobiernan las diferencias en la biologia y la virulencia
entre los tipos clonales de T. gondii (Jensen et al., 2015) y entre los aislados dentro del
mismo linaje (Yang et al., 2013). Por otra parte, se ha comprobado que las diferencias
fenotipicas entre aislados de T. gondii también pueden estar impulsadas por la variacién
en el namero de copias de genes (Adomako-Ankomah et al., 2014; Lorenzi et al., 2016).
Algunos genes polimérficos reconocidos en 7. gondii son TgROP16, TeGRA15 o TgROP18,
descritos todos ellos como factores de virulencia (Saeij et al., 2006; Rosowski et al., 2011;
Du et al., 2014). Sin embargo, el estudio de los genes de N. caninum ortélogos a los factores
de virulencia polimoérficos de T. gondii en aislados procedentes de distintos hospedadores
y areas geograficas ha demostrado una secuencia conservada y un limitado polimorfismo
en N. caninum (Beck et al., 2009). Ademas, se han observado otras discrepancias entre los
genomas de ambos parasitos, como la ausencia de GRA24 en N. caninum o los ortélogos de
TgROP18 y TgROPS5 que son pseudogenes en N. caninum, lo que podria ayudar a explicar
las diferencias en el espectro de hospedadores entre ambos parasitos y la disminucién de la
virulencia de N. caninum en ratones (Reid et al., 2012). En este sentido, se ha visto que la
expresion del alelo TgROP18 del tipo clonal I en N. caninum aumento6 la virulencia en ratones
(Lei et al., 2014). Ademas, en N. caninum se ha demostrado una alta tasa de mutacion en
algunas familias de genes, como los genes relacionados con los antigenos de superficie (SRS),
pudiendo estar implicados en mecanismos de evasion de la respuesta inmunitaria (Reid
et al., 2012).

La comparacion del genoma de dos aislados de N. caninum con distinta virulencia ha
permitido identificar polimorfismos de nucleétido tinico (SNPs) e inserciones y deleciones
(indels), tanto en regiones codificantes como no codificantes, pero no se ha demostrado el
polimorfismo de genes responsables de su virulencia (Calarco et al., 2018; Calarco & Ellis,
2020a,b). Recientemente, un estudio en el que, a diferencia de estudios anteriores, se incluyé
un amplio panel de 50 aislados provenientes de todo el mundo y de distintos hospedadores y
se utilizaron herramientas genéticas de poblacién apropiadas y de alta resolucién, indicé una
alta similitud entre los genomas de los distintos aislados analizados, apoyando la hipétesis
de que el origen de la poblacion de N. caninum es debido a una expansion global de un dnico
linaje, favorecido por la transmisién vertical del parasito mediante reproduccién asexual

(Khan et al., 2019a). Teniendo en cuenta la escasa variabilidad que parece presentar el
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genoma de los diferentes aislados de N. caninum, es razonable pensar que las variaciones
transcripcionales o post-transcripcionales, asi como la epigenética, puedan tener un papel

importante en la variabilidad fenotipica observada entre los aislados.

2.2.2. Estudios transcriptomicos

Los analisis transcriptémicos permiten estudiar el conjunto del ARN transcrito en
una célula en unas condiciones determinadas. Asi, debido a los distintos procesos que
componen el ciclo litico del parasito, la diferenciacién de estadios parasitarios (taquizoito,
bradizoito) o la interaccion del parasito con las células hospedadoras, se espera observar
cambios en el transcriptoma del parasito o de la célula hospedadora a lo largo de los
distintos escenarios. Los primeros datos transcriptémicos se obtuvieron mediante técnicas
de microarrays, colecciones de marcadores de secuencias expresadas (EST), analisis en serie
de la expresion génica (SAGE) o secuenciaciéon masiva en paralelo (MPS), que suponian
elevados costes y resultados menos precisos. La aparicion de las técnicas de secuenciacién de
nueva generacion (NGS), como el RNA-Sequencing (RNA-Seq), ha permitido la produccion
de datos a gran escala, reduciendo costes y obteniendo una imagen global del transcriptoma
(Wastling et al., 2009).

Hasta la fecha, se han realizado pocos estudios transcriptémicos en N. caninum. En los
ultimos afios, el grupo SALUVET ha llevado a cabo varios analisis comparando el trans-
criptoma de taquizoitos de dos aislados de distinta virulencia (el aislado de alta virulencia
Nc-Spain7 y el aislado de baja virulencia Nec-Spain1H), usando tanto taquizoitos purificados
como en su interaccion con la célula hospedadora, para tratar de identificar factores implica-
dos en su virulencia (Tabla 1.2). En los resultados obtenidos se observaron diferencias en el
perfil de expresion de genes entre ambos aislados, mostrando mayores niveles de expresion
de genes relacionados con el estadio de bradizoito (NcBAG1, NcSAG4, NcBSR4) el aislado
de baja virulencia Nc-Spain1H (Horcajo et al., 2018). Ademas, este aislado también mostré
mayor expresion de genes relacionados con antigenos de superficie y genes implicados en
mecanismos de adhesion e invasién de la célula hospedadora (genes de la familia SAG
y MIC). Sin embargo, el aislado de alta virulencia Nc-Spain7 mostré mayores niveles de
expresion de genes relacionados con la motilidad, como genes del glideosoma, y de genes
relacionados con procesos metabdélicos (Horcajo et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al.,
2019a). También se observaron diferencias de expresién entre aislados de genes pertenecien-
tes a las familias ROP y GRA o genes relacionados con el ciclo celular y respuesta al estrés.
Estos estudios han permitido identificar un conjunto de genes que podrian estar implicados
en las diferencias observadas en el comportamiento entre aislados (Tabla 1.2). Ademas, se
encontraron diferencias en el transcriptoma del parasito segin la célula hospedadora, lo
que sugiere la necesidad de ciertos factores para adaptarse a determinadas circunstancias
y la importancia de caracterizar los factores de virulencia en células diana hospedadoras.
Es interesante senalar que tampoco hubo una coincidencia entre los resultados del trans-

criptoma y del proteoma del taquizoito en las mismas condiciones (Horcajo et al., 2018), lo
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que podria deberse a multiples factores como variaciones de la técnica, la asincronia entre
el transcriptoma y el proteoma, o a regulaciones post-transcripcionales en estos parasitos.
Tanto en N. caninum como en 7. gondii se han observado regiones UTR particularmente
largas, asi como regiones de ARN intergénicas largas no codificantes, las cuales podrian
tener funciones clave en la regulacion transcripcional (Ramaprasad et al., 2015).

La respuesta de la célula tras la interaccién con el parasito podria verse afectada debido
a la manipulacion de distintas rutas de transcripcion por efectores del parasito, igual que
sucede en T. gondii (Saeij et al., 2006; Rosowski et al., 2011; Jensen et al., 2013; Bougdour
et al., 2014). En diversos estudios se ha abordado la investigacién del transcriptoma de
distintas células hospedadoras (células bovinas del trofoblasto F3 y boM@) y de tejidos diana
del hospedador (muestras de la cardancula y del cotiledén de la placenta bovina) infectados
con aislados de N. caninum de distinta virulencia (Nc-Spain7 y Nec-Spainl1H) (Tabla 1.2).
La respuesta de las células F3 a la infeccién con los distintos aislados fue muy similar,
observando una marcada influencia sobre la biosintesis del colesterol y la organizacion
de la matriz extracelular (Horcajo et al., 2017). En los macréfagos bovinos infectados con
N. caninum se observé una inhibicién de los genes relacionados con la apoptosis y la de-
gradacion por lisosomas, lo que favorecié la supervivencia del parasito y una activacién
de la via pro-inflamatoria NF-«x 8, con una mayor modulacién de la respuesta inmunitaria
por parte del aislado de baja virulencia Ne-SpainlH (Garcia-Sanchez et al., 2020). Como
se ha indicado anteriormente (secciones 1.3.1 y 2.1.2), un estudio realizado con muestras
de placentomas bovinos (carincula y cotiledén) mostré diferencias en la interaccién con
la placenta entre aislados de distinta virulencia (Nc-Spain7 y Nc-Spainl1H), siendo mas
notables en la cariuncula, donde el aislado de alta virulencia desencadené una respuesta
proinflamatoria mediante la sefializacion IL-6/JAK/STATS3 y la sefializacion TNF-a a través
de la via NF-x 8. Por su parte, el aislado de baja virulencia indujo el aumento de la expresion
de genes E2F, relacionados con la contencién de la respuesta inflamatoria. Las modificaciones
transcripcionales inducidas por ambos aislados en el cotiledén fueron similares, desenca-
denando una respuesta proinflamatoria que fue mas intensa y temprana en los animales

infectados con el aislado de alta virulencia (Horcajo et al., 2022).

2.2.3. Estudios proteémicos

Los analisis proteémicos consisten en el estudio de la expresion de proteinas en un
momento determinado y bajo una circunstancia concreta. Su aplicacién al estudio de los
parasitos apicomplejos es de gran utilidad para ayudar a comprender los distintos procesos
biol6gicos y los mecanismos de interaccion del parasito con la célula hospedadora. Como
ya hemos comentado, las discrepancias observadas entre los resultados transcriptéomicos y
proteémicos ponen de manifiesto la importancia de utilizar distintas técnicas para obtener
una visiéon mas amplia de la biologia del parasito (Horcajo et al., 2018; Xia et al., 2008;
Wastling et al., 2009). Ademas, la integracién de los datos genémicos y proteémicos permite

la identificacion de proteinas y ayuda a la correcta anotacién de genes (Ashton et al., 2001;
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Tabla 1.2: Estudios comparativos transcriptémicos y proteémicos realizados por el grupo SALUVET utilizando aislados de Neospora caninum de

distinta virulencia y técnicas de alta resolucién.

Referencia Aislados Muestras Metodologia Finalidad Principales resultados
utilizados empleada
Horcajo et al., Nc-Spain7 Cultivos de células F3 infectadas RNA-Seq Estudiar la modulacién del transcriptoma de las  Los datos transcriptémicos de las células F3 sugirieron una regulacion
2017 Nc-SpainlH  con taquizoitos. Recogidos a 8 h pi.  (Illumina) células del trofoblasto bovino por N. caninum y muy similar por ambos aislados, influyendo en la reorganizacién de la
discernir si los aislados de distinta virulencia matriz extracelular y la biosintesis del colesterol.

difieren en su capacidad de regulacién. Nec-Spain1H: Mayor expresion genes adhesion/invasién (SAG, MIC).
Nc-Spain7: Mayor expresién de genes relacionados con el glideosoma.
Diferencias en la expresién de genes de las roptrias, de procesos
metabdlicos, ciclo celular y respuesta al estrés.

Garcia- Nc-Spain7 Cultivos de boM@ infectados con RNA-Seq Identificar posibles efectores de N. Nec-Spain1H: Mayor expresién de genes implicados en el reconocimiento
Séanchez Nec-SpainlH  taquizoitos. Recogidos a 8 h pi. (Nlumina) caninum implicados en la capacidad diferencial del patégeno, la quimiotaxis y la liberacion de citoquinas
et al., 2019 de aislados de distinta virulencia para proinflamatorias y reguladoras. También una mayor expresion
modular procesos relacionados con la respuesta de genes relacionados con antigenos de superficie y con el estadio de
inmunitaria. bradizoito.
Nec-Spain7: Mayor expresién de genes implicados en el crecimiento y la
supervivencia del parasito en los M@ activados.
Garcia- Nec-Spain7 Cultivos de boM@ infectados con RNA-Seq Estudiar el perfil transcriptomico de los La ruta NF-xB parece ser la principal via de sefializacion implicada
Sanchez Nc-SpainlH  taquizoitos. Recogidos a 8 h pi. (Illumina) boM@ infectados con aislados de N. caninum de en la respuesta proinflamatoria de los boM@s frente a N. caninum.
et al., 2020 distinta virulencia y los efectos de la manipulacién Por otra parte, la apoptosis y la maduracion del fagolisosoma son
del parasito en el entorno de la célula hospedadora. procesos reprimidos por la infeccién por este patégeno para garantizar
su supervivencia intracelular.
Nc-Spain7: capaz de eludir parcialmente la respuesta proinflamatoria.
Nec-SpainlH: induce una respuesta protectora frente a la infeccién.
Horcajo et al., Nec-Spain7 Taquizoitos purificados. Recogidos a RNA-Seq Estudiar los cambios entre aislados de N. Se observaron diferencias en el proteoma de ambos aislados a lo largo del
2018 Nc-SpainlH 12, 36 y 56 h pi. (Illumina) caninum de distinta virulencia a lo largo del ciclo litico. Los transcriptomas también mostraron marcadas variaciones,
LC-MS/MS ciclo litico del taquizoito mediante las diferencias pero fueron inconsistentes con los resultados del proteoma.

proteémicas. Nec-SpainlH: Mayor expresién de genes del estadio prebradizo y

Investigar las diferencias transcriptémicas a las  proteinas del micronema.

56 h pi. Abundancias diferenciales entre aislados en: proteinas de las roptrias y
de los granulos densos, proteinas relacionadas con el metabolismo y con
la respuesta al estrés.

Regidor- Nec-Spain7 Cultivos de células F3 infectadas LC-MS/MS Estudiar la interaccién de dos aislados de N. No se observé una respuesta inmunitaria especifica contra la infeccién.
Cerrillo et al., Nec-SpainlH con taquizoitos. Recogidos a 12, 36 caninum de distinta virulencia con las células del Los procesos principalmente regulados a lo largo del ciclo litico fueron

2020

y 56 h pi.

trofoblasto bovino a lo largo del ciclo litico y tratar
de identificar posibles factores de virulencia.

los procesos mitocondriales y metabélicos. La infeccién con Ne-SpainlH
mostré una mayor influencia en el proteoma de la célula que la infeccién
con Nc-Spain?.
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Krishna et al., 2015).

El uso de geles de electroforesis bidimensional (2-DE) permitié definir por primera vez el
mapa proteico y de antigenos inmunodominantes de taquizoitos de N. caninum (Lee et al.,
2003, 2004), sin embargo, esta técnica no permite cuantificar la abundancia de las proteinas.
El mismo enfoque se utiliz6 para comparar el proteoma de taquizoitos de distintos aislados
entre si (Nc-KBA2 y Nc-JAP1) y con el de T. gondii, encontrandose una escasa variabilidad
entre aislados, con un limitado nimero de proteinas especificas para cada aislado y un alto
numero de diferencias al comparar con el proteoma de 7. gondii (Lee et al., 2005). El perfil
antigénico también se estudié, mostrando una homologia significativa entre los aislados de
N. caninum, la cual también se observé al comparar otros aislados de distinta procedencia
geografica (Schock et al., 2001; Lee et al., 2005; Shin et al., 2005).

El empleo de técnicas proteémicas cuantitativas permite distinguir, ademas de las dife-
rencias de composiciéon de proteinas, diferencias en la abundancia de las mismas, aportando
mayor informacién. Asi, se han establecido diferencias entre el proteoma de taquizoitos y
bradizoitos de N. caninum y se ha encontrado un perfil proteico del bradizoito relacionado
con rutas glicoliticas anaerébicas y mayor expresion de proteinas de respuesta al estrés
(Marugan-Hernandez et al., 2010). Utilizando la metodologia 2D-DIGE, el grupo SALUVET
realiz6 un estudio comparativo del proteoma de taquizoitos de aislados de distinta virulencia,
dos de alta virulencia (Nec-Liv y Ne-Spain7) y uno de baja virulencia (Nc-Spainl1H), iden-
tificando una amplia variaciéon en la abundancia de proteinas entre aislados. Los aislados
de alta virulencia mostraron una mayor abundancia y nimero de proteinas implicadas en
procesos de respuesta al estrés oxidativo (como la proteina GGPDH) y en procesos relaciona-
dos con la invasién y formacién de la vacuola parasitéfora durante el ciclo litico (como las
proteinas ROP40, MIC1, ROP9, ACT1), permitiendo identificar un conjunto de proteinas con

posible implicacién en la virulencia (Regidor-Cerrillo et al., 2012).

En los dltimos anos, se han realizado nuevos estudios comparativos del proteoma de
aislados de N. caninum de distinta virulencia (Nc-Spain7 y Nc-SpainlH) a lo largo del
ciclo litico y en su interaccion con células del trofoblasto bovino mediante cromatografia
liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS) (Horcajo et al., 2018;
Regidor-Cerrillo et al., 2020) (Tabla 1.2). Estas técnicas permiten una mayor resolucion que
los métodos clasicos, siendo herramientas excepcionales para el estudio global del proteoma
de los parasitos. Las mayores diferencias entre aislados se observaron durante la invasion y
la egresion, siendo similares los niveles de abundancia de proteinas durante la replicacién
(Horcajo et al., 2018; Regidor-Cerrillo et al., 2020). La comparacion del proteoma de taquizoi-
tos purificados mostré diferencias en la abundancia de proteinas ROP, GRA, SRS y proteinas
relacionadas con el metabolismo y el estrés oxidativo. Ademas, el aislado Nc-Spain1H mostré
un estatus de pre-bradizoito y una mayor abundancia de proteinas MIC (Horcajo et al.,
2018). Estos resultados fueron similares a los observados previamente mediante 2D-DIGE
(Regidor-Cerrillo et al., 2012), lo que sugiere que determinadas proteinas relacionadas con el

ciclo litico, el metabolismo o la respuesta al estrés podrian estar implicadas en la variabilidad
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biolégica en N. caninum. La caracterizacion proteémica de la interaccién de los taquizoitos
con las células del trofoblasto F3 permitié estudiar el proteoma del parasito y del hospedador
simultaneamente (Regidor-Cerrillo et al., 2020). En este estudio se detecté un menor nimero
de proteinas diferencialmente abundantes entre aislados, probablemente debido al uso de
parasitos no purificados, destacando algunas proteinas ROP, como un miembro de la familia
ROP20 ya detectado previamente por LC-MS/MS en el aislado de alta virulencia Ne-Spain?.
El resto de las proteinas diferencialmente abundantes fueron principalmente ribosomales
y relacionadas con el metabolismo. El proteoma de la célula hospedadora no mostré la
induccién de una respuesta inmunitaria especifica para cada aislado, aunque se observé una
mayor modificacion en el proteoma de las células infectadas con el aislado de baja virulencia
Nc-SpainlH, lo que sugiere una mayor respuesta del hospedador frente al aislado de baja vi-
rulencia o una mayor modulacién por parte de este aislado. Los principales procesos afectados
fueron los procesos mitocondriales y metabdlicos (Regidor-Cerrillo et al., 2020). En un estudio
previo de comparacion del inmunoma de los aislados Nec-Spain7, Ne-SpainlH y Ne-Liv se
sugirié la existencia de diferentes respuestas inmunitarias frente a los distintos aislados

(Regidor-Cerrillo et al., 2015), aunque en el estudio en las células F3 no pudo ser comprobado.

2.3. Factores de virulencia en Neospora caninum

Un factor de virulencia es una molécula producida por el parasito que influye en la
gravedad de la enfermedad, pero no es esencial para la transmisién del parasito o su
supervivencia (Dubremetz & Lebrun, 2012). Como ya hemos comentado, las proteinas ROP,
GRA o MIC estan estrechamente relacionadas con los distintos procesos del ciclo litico y
tienen un papel importante en la interaccién y modulacién de distintas vias implicadas en la
respuesta inmunitaria del hospedador (Dubremetz & Lebrun, 2012; Gubbels & Duraisingh,
2012; Kemp et al., 2013; Dubois & Soldati-Favre, 2019). Todo esto las convierte en posibles
factores de virulencia. Sin embargo, la mayoria del conocimiento que se tiene sobre estas
proteinas es procedente de T. gondii, mientras que en N. caninum se ha realizado un limitado
numero de estudios.

Las herramientas de edicion génica permiten la modificacién del genoma, facilitando
el estudio de la funcién de determinados genes mediante su delecién. Los primeros métodos
de edicién se basaron en sistemas de transfeccion clasica y consistian en la inserciéon de
ARN/ADN exdégeno en la célula eucariética, en el genoma o extra cromosomal, segin si se
trataba de transfeccion estable o transitoria respectivamente, mediante lisosomas o pulsos
eléctricos controlados (Howe et al., 1997; Howe & Sibley, 1997; Soete et al., 1999; Suarez
et al., 2017). Sin embargo, la eficiencia de estas técnicas era muy variable y el fragmento
de ADN exdégeno podia ser insertado aleatoriamente en distintas partes del genoma. Estas
técnicas sentaron las bases de los nuevos métodos de edicion genética mediante nucleasas
programables. Segun la endonucleasa empleada podemos distinguir entre distintos siste-

mas: (i) meganucleasas, enzimas de restricciéon con secuencias largas de reconocimiento
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de ADN (Khan, 2019); (ii) nucleasas con dedos de zinc (ZNF) (Khan, 2019); (iii) nuclea-
sa de actividad similar a activador de transcripciéon (TALEN, Transcription activator-like
effector nuclease) (Ma & Liu, 2015; Li et al., 2020); y (iv) proteina 9 asociada a sistemas
de repeticiones palindrémicas cortas agrupadas y regularmente interespaciadas (CRISPR,
clustered regularly interspaced short palindromic repeats), CRISPR/Cas9 (Mojica et al., 2005;
Doudna & Charpentier, 2014). Las tres primeras tienen la desventaja de ser mas laboriosas
y dificiles de disefiar, ademaés de ser menos sensibles y especificas,mientras que la tecnologia

CRISPR/Cas9 es mas adaptable, de menor coste, mas eficiente y facil de disenar.

El sistema CRISPR/Cas9 se trata de un sistema de defensa adaptativo propio de las
bacterias y arqueobacterias, que protege al organismo de ADN extrafio al inducir roturas
de doble cadena en el material genético reconocido como extraio. Este sistema incorpora
los fragmentos de ADN de fagos y plasmidos invasores en los espaciadores de los loci
CRISPR y los utiliza para guiar la degradacion de secuencias homélogas por parte de la
nucleasa asociada al locus CRISPR (Cas, Crispr associated protein) (Terns & Terns, 2011).
La adaptacion de este sistema mediante la expresion heteréloga de componentes clave ha
permitido la edicién del genoma en multiples modelos de organismos (Cong et al., 2013),
utilizando un unico y sintético ARN guia (ARNg) capaz de dirigir la Cas9 a una secuencia
especifica (Jinek et al., 2013).

La aplicacion de la tecnologia CRISPR/Cas9 a N. caninum se realiz6é con éxito por
primera vez en 2018, utilizando las mismas construcciones desarrolladas previamente para
T. gondii (Arranz-Solis et al., 2018). Desde su descubrimiento, se ha desarrollado un mayor
numero de parasitos mutantes deficientes en determinados genes (knockout, KO). Los nuevos
enfoques basados en herramientas de edicién genética, unidos a la caracterizacién en modelos
in vivo e in vitro bien definidos utilizando el hospedador natural siempre que sea posible, son

clave para descifrar los mecanismos subyacentes de la patogenia de la neosporosis bovina.

Con objeto de entender mejor la funcién de distintas proteinas y confirmar su implicacién
en la virulencia, se han generado parasitos KO en las siguientes proteinas: proteinas de
los granulos densos (GRA2, GRA6, GRA7, GRA11, GRA14, GRA17 y GRA23) (Nishikawa
et al., 2018; Wang et al., 2021a; Abdou et al., 2022; Zhao et al., 2020; Dong et al., 2021;
Yang et al., 2018, 2021), de las roptrias (ROP16, ROP5) (Ma et al., 2017a,b) y de los micro-
nemas (MIC6) (Wang et al., 2021b). Estos mutantes se han generado tanto por métodos
de recombinacién homoéloga por transfecciéon estable (AROP5, AROP16, AMIC6, AGRA23)
como utilizando la tecnologia CRISPR/Cas9, usando promotores y plasmidos previamente
utilizados para T. gondii o especificos de N. caninum (AGRA2, AGRA6, AGRA7, AGRA11,
AGRA14, AGRA17). En la mayoria de estos trabajos se ha utilizado el aislado Nc-1 como cepa
parental para generar los mutantes. La caracterizacion de dichos KO en modelos murinos y
en modelos in vitro ha permitido obtener informacién sobre la implicacién de las distintas
proteinas en la virulencia de N. caninum. El estudio de los parasitos deficientes AGRA2 y
AGRA17 en modelos in vitro demostré6 que las cepas KO presentaron defectos en la formacion

de la vacuola parasitéfora en comparacién con la cepa parental, conformando de manera
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anomala la red de la estructura intravacuolar o presentando una morfologia atipica de la
vacuola respectivamente, lo que dio lugar a una menor proliferacién in vitro y posiblemente
fuera la causa de la reduccion de la virulencia in vivo (Yang et al., 2018; Dong et al., 2021).
Los parasitos KO AGRA6 también mostraron una proliferacién in vitro mas lenta que la
cepa parental, pudiendo ser la causa de la menor virulencia observada en ratén, obteniendo
menores cargas parasitarias en encéfalo y mayores ratios de supervivencia (Zhao et al., 2020).
Por su parte, los parasitos deficientes en GRA7 fueron los tinicos analizados en un modelo
murino gestante ademaés de no gestante, demostrando el efecto de la proteina GRA7 en la
virulencia en ratones y en la transmision vertical. Asimismo, se ha visto que esta proteina es
uno de los principales activadores de la respuesta inmunitaria en ratones, ya que regula la
produccion de citoquinas, quimioquinas y factores inmunitarios en los macréfagos murinos
(Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a). El efecto observado en ratones podria estar
mediado por la inhibicién que produce la proteina GRA7 en la agregacion del factor IRGa6 a
la membrana de la VP, lo que ayudaria al parasito a escapar de la respuesta inmunitaria del
hospedador y poder multiplicarse (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a; Abdou et al.,
2022). Previamente, en T. gondii se habia confirmado que la combinacién de dicha proteina
(TgGRAT7) con TgROP18 regula la inactivacién especifica de IRGa6 por TgROP18 (Alaganan
et al., 2014; Hermanns et al., 2016). Sin embargo, debido a la ausencia de este mecanismo de
defensa, basado en las proteinas IRGs, en la especie bovina es dificil poder extrapolar entre
especies. Por otra parte, también se ha confirmado el efecto de las proteinas de las roptrias
ROP5 y ROP16 en la virulencia de N. caninum en ratones no gestantes, obteniendo mayores
ratios de supervivencia y menores cargas parasitarias cerebrales aquellos ratones infectados
con parasitos KO en comparacién con los infectados con la cepa parental. Ademas, se ha
observado que la deleciéon de ROP5 produjo una disminucién de los niveles de transcripcion
y expresion de GRA7, reconocido factor de virulencia, mientras que ROP16 fosforila la via
de sefnalizacién celular STATS3 induciendo la apoptosis (Ma et al., 2017a,b). Sin embargo,
la delecién de GRA7 no produjo ningun efecto sobre ROP5 (Nishikawa et al., 2018). Por
altimo, la delecién de la proteina MIC6, implicada en los procesos de invasion y egresion
de las células in vitro, también tuvo efectos en la reduccién de la virulencia en ratén, pu-
diendo funcionar de forma sinérgica con otras MICs para regular la virulencia del patégeno
(Wang et al., 2021b). Estos estudios han permitido confirmar el efecto de las proteinas de los
granulos densos GRA2, GRA6, GRA7 y GRA17 (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a;
Abdou et al., 2022; Zhao et al., 2020; Dong et al., 2021; Yang et al., 2018), de las proteinas de
las roptrias ROP5 y ROP16 (Ma et al., 2017a,b) y de la proteina de los micronemas MIC6
(Wang et al., 2021b) en la virulencia de N. caninum en ratones, mientras que la delecién de
las proteinas GRA11, GRA14 y GRA23 no mostr6 ningun efecto de reduccion de la virulencia
in vivo (Nishikawa et al., 2018; Yang et al., 2021). Las principales caracteristicas de los

distintos KO en N. caninum aparecen resumidas en la Tabla 1.3.
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CAPITULO

JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

La neosporosis bovina esta considerada una de las principales causas de fallo repro-
ductivo en el ganado bovino a nivel mundial (Dubey et al., 2017), ocasionando importantes
pérdidas econémicas (Reichel et al., 2013). La patogenia de la enfermedad en las hembras
gestantes es compleja y depende de multiples factores que, en la actualidad, se conocen de mo-
do parcial. Las consecuencias de la infeccién durante la gestacién (el aborto o el nacimiento
de terneros clinicamente sanos, pero congénitamente infectados) estdan influenciadas por una
serie de factores dependientes del parasito y del hospedador. Entre los primeros, la virulencia
del aislado de N. caninum con el que se produce la infeccién puede ser determinante en la
presentacion y gravedad de la enfermedad. Intentando profundizar en este aspecto, el grupo
de investigaciéon SALUVET ha abordado en los tltimos afios la caracterizacién fenotipica y
patogénica de un elevado numero de aislados del parasito, observandose una gran variabili-
dad en su comportamiento. Dichos estudios han demostrado diferencias en la distribucién
organica, cargas parasitarias y gravedad de las lesiones en un modelo murino de infeccién
cerebral (Pereira Garcia-Melo et al., 2010) y en las tasas de transmisién transplacentaria y
mortalidad neonatal en un modelo murino gestante de transmisién congénita (Rojo-Montejo
et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a). En los estudios in vi-
tro se han observado importantes variaciones en la capacidad de invasién y en la tasa de
proliferacién entre los diferentes aislados en células MARC-145 (Regidor-Cerrillo et al.,
2011; Dellarupe et al., 2014b). Asimismo, se han caracterizado dos aislados con marcada
diferencia en su virulencia (Nc-Spain7, de alta virulencia; y Ne-SpainlH, de baja virulencia)
en células bovinas diana (células de la placenta y macréfagos) (Jiménez-Pelayo et al., 2017;
Garcia-Sanchez et al., 2019b), demostrandose también diferencias tanto en su capacidad de
crecimiento como en la modulacién de la respuesta inmunitaria de la célula hospedadora.
La capacidad de los aislados para causar la muerte fetal también se ha investigado en

infecciones experimentales en vacas gestantes durante el primer y segundo tercio de la
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gestacion, observandose, asi mismo, importantes diferencias (Rojo-Montejo et al., 2009a;
Caspe et al., 2012; Regidor-Cerrillo et al., 2014; Almeria et al., 2016; Jiménez-Pelayo et al.,
2019b; Vazquez et al., 2019). Concretamente, el aislado Nc-Spain7 es capaz de producir
el aborto cuando se inocula al principio y mitad de gestacién, mientras que el aislado Nec-
Spain1H no causé mortalidad fetal en ninguno de los dos periodos de estudio (Rojo-Montejo
et al., 2009a; Regidor-Cerrillo et al., 2014; Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Ademas, se ha
podido establecer una correlacién entre ciertos rasgos fenotipicos in vitro (mayor invasion
y mayor proliferacién) con comportamientos mas virulentos en modelos murinos (mayores
tasas de mortalidad y morbilidad neonatal) (Regidor-Cerrillo et al., 2011). Los resultados
obtenidos en los distintos estudios han permitido clasificar los aislados en alta (Nc-Spain4H,
Nec-Spain5H, Nc-Spain7, Nc-Bahia, Ne-Liverpool, Nc-1), moderada (Ne-Spainl0, Ne-Ger3)
y moderada/baja y baja (Nc-Spain1lH, Nc-Spain2H, Nc-Spain3H, Nc-Spain6, Nc-Spain8,
Nc-Spain9, Ne-Ger2, Nce-Ger6, Nc-Arg6) virulencia.

A pesar de que la variabilidad biolégica intraespecifica de N. caninum ha sido amplia-
mente demostrada, apenas se conocen los mecanismos que rigen esta diversidad y son pocos
los estudios en los que se haya abarcado la identificacién de genes y proteinas como posibles
factores de virulencia del parasito. A diferencia de T. gondii, se ha demostrado una escasa va-
riabilidad genética y un limitado polimorfismo a nivel genémico en N. caninum (Khan et al.,
2019a; Calarco et al., 2018; Beck et al., 2009), por lo que las diferencias en la expresion génica
o en la abundancia de proteinas entre aislados podrian tener un papel clave en la explicacién
de dicha variabilidad. En este sentido, la comparacién del proteoma y del transcriptoma del
taquizoito entre aislados de distinta virulencia ha mostrado diferencias en la abundancia de
proteinas y expresion de genes del apicoplasto y del metabolismo, asi como de algunas pro-
teinas presentes en organelas del complejo apical como las MIC (proteinas de micronemas),
ROP y RON (proteinas de roptrias), GRA (proteinas de granulos densos) o antigenos de
superficie SRS (Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al.,
2019a; Regidor-Cerrillo et al., 2020), que podrian estar asociados a la viruencia. En estos
trabajos previos, comparando dos (Horcajo et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al., 2019a;
Regidor-Cerrillo et al., 2020) o tres aislados (Regidor-Cerrillo et al., 2012) de virulencia
conocida, se ha podido determinar que las proteinas NcGRA7 y NcROP40 se encuentran més
expresadas en los aislados con mayor virulencia, por lo que es razonable plantear la hipétesis
de que puedan ser elementos clave para la virulencia del parasito. NcROP40 fue identificado
en fracciones subcelulares de taquizoitos enriquecidas en roptrias por cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS), mostré una mayor abundancia
en los taquizoitos de los aislados més virulentos en un estudio proteémico mediante DIGE
acoplado a la técnica MALDI-TOF MS (Regidor-Cerrillo et al., 2012) y también obtuvo
resultados prometedores al ser empleada como una vacuna recombinante junto con NcROP2
en un modelo murino gestante de infeccion por N. caninum (Pastor-Fernandez et al., 2015a).
Por su parte, la proteina de los granulos densos NcGRA7 es una de las mas estudiadas

en N. caninum. Se trata de un antigeno inmunodominante (Alvarez-Garcia et al., 2007)y
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esta implicada en la regulacion de la respuesta inmunitaria del hospedador (Nishikawa
et al., 2018). Su uso como candidato vacunal se ha descrito en diversos estudios, obteniendo
resultados variables en cuanto a la proteccién conferida (Lally et al., 1997; Jenkins et al.,
2004; Vemulapalli et al., 2007; Nishikawa et al., 2009; Aguado-Martinez et al., 2009). Ade-
mas, la falta del gen que codifica para esta proteina disminuye la virulencia del parasito en
modelos experimentales murinos (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a; Abdou et al.,
2022). Ambas proteinas parecen estar implicadas en distintas fases del ciclo litico de V.
caninum (Aguado-Martinez et al., 2010; Pastor-Fernandez et al., 2015b); sin embargo, la
caracterizacion funcional de dichas proteinas no se ha completado.

Por otra parte, el uso de herramientas de edicién génica en N. caninum puede facilitar la
investigacion sobre las funciones desempenadas por genes especificos en las interacciones
parasito-hospedador y en la patogenia de la enfermedad. Recientemente, el éxito en la
aplicacion de la tecnologia CRISPR/Cas9 para desarrollar mutantes defectivos en N. caninum
(Arranz-Solis et al., 2018) ha permitido un gran avance en la realizacién de estudios de
funcionalidad de genes. No obstante, hasta el momento son escasos los estudios dirigidos a
la caracterizacion de potenciales factores de virulencia en N. caninum.

En este contexto, el objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue la identificacion
y caracterizacion de posibles factores de virulencia de N. caninum. El logro de dicho
objetivo permitir4 una mejor comprension de la virulencia y patogenia de la neosporosis
lo que, en el futuro, podria ser clave para la identificacion de nuevas dianas vacunales
eficaces. Para la consecucién de este objetivo principal se plantearon los siguientes objetivos

especificos:

= Objetivo 1: Identificacion de posibles factores de virulencia en Neospora
caninum.
Para ello, se analizé el proteoma de seis aislados de distinto origen y comportamiento in
vivo e in vitro. Hasta la fecha, los estudios realizados han incluido un nimero muy bajo
de aislados, comparando solo dos o tres aislados de distinta virulencia (Nc-SpainlH,
Nec-Spain7 y Ne-Liv). Por lo tanto, en este estudio se incluyeron tres aislados de alta
virulencia, Ne¢-Spain7, Ne-SpaindH y Nc-Bahia, y tres aislados de baja virulencia,
Nec-SpainlH, Nec-Spain2H y Nc-Ger6. La abundancia diferencial de proteinas entre
aislados podria ayudar a explicar las diferencias observadas en el comportamiento
biolégico de los mismos. Por otra parte, las proteinas con mayor abundancia en los
aislados de alta virulencia podrian estar implicadas en su comportamiento méas agre-
sivo. Los resultados de este objetivo permitieron obtener una lista de proteinas con
mayor abundancia en los aislados mas virulentos y, por lo tanto, de posibles factores
de virulencia y validar algunos candidatos previamente determinados por el grupo
SALUVET en proyectos anteriores (NcGRAT).
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= Objetivo 2: Evaluacion y caracterizacion de los posibles factores de virulencia
de Neospora caninum NcGRA7 y NcROP40

* Subobjetivo 2.1: Generacién de mutantes de N. caninum defectivos en factores

de virulencia. Se obtuvieron mutantes knockout (KO) de los dos posibles factores
de virulencia seleccionados, NcGRA7 y NcROP40, mediante la utilizacién de
la tecnologia CRISPR/Cas9. Para ello, se empleé el aislado de alta virulencia
Nec-Spain7 como cepa parental. También se realiz6 la complementacién de las
cepas KO con el gen delecionado, con objeto de comprobar que el efecto observado

en la virulencia fuese debido a la delecion de dicho gen y descartar posibles efectos
offtarget.
* Subobjetivo 2.2: Caracterizacion de los mutantes defectivos en NecGRA7 o NcROP40

en un modelo murino BALB/c gestante y no gestante. Se realizaron infecciones

experimentales en los ratones con las distintas cepas KO, las cepas complemen-
tadas y la cepa parental (Nc-Spain7) y se evalué la morbilidad, la mortalidad,
la transmision vertical, la carga parasitaria y la respuesta inmunitaria frente a
la infeccién, comparando los efectos observados en los grupos infectados con las

cepas mutantes con los observados en el grupo infectado con la cepa parental.

* Subobjetivo 2.3: Caracterizacion de los mutantes defectivos en NcGRA7 o NcROP40

en células bovinas diana de la infeccién por N. caninum. Se analiz6 el efecto de la

deleciéon de los dos factores de virulencia a lo largo del ciclo litico del parasito en
dos células diana bovinas: trofoblastos (linea celular F3) y macréfagos primarios
(boM@), comparéndolo con la cepa parental (Nc-Spain7). Asimismo, en los boM@
se analizaron los niveles de expresion de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) y de citoquinas y se investig6 el crecimiento de las distintas cepas cuando

se sometieron a la presiéon inmunitaria mediada por IFN-y.

En resumen, consideramos que la consecucién de estos objetivos permitira obtener novedosa
y valiosa informacién sobre los mecanismos implicados en la variabilidad intraespecifica de

la virulencia en N. caninum.
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CAPITULO

PLAN DE TRABAJO Y METODOLOGIA

Para la consecucion de los objetivos marcados en esta Tesis Doctoral se utilizaron me-
todologias de diferentes campos del ambito de las Ciencias de la Salud (ciencias émicas,
biologia molecular, biologia celular) y varios modelos in vivo (modelo murino gestante y
cerebral de neosporosis) e in vitro (cultivo del parasito en diferentes tipos celulares). Todos
los procedimientos en los que intervinieron animales fueron aprobados por el Comité de
Bienestar Animal y Experimentacién de la Universidad Complutense de Madrid y el Area
de Protecciéon Animal de la Comunidad de Madrid, Espania (PROEX 274/16 y 66.7/20), y
se realizaron y disenaron de acuerdo con la legislacién espafola y de la Unién Europea
(Ley 6/2013; Real Decreto 118/2021; Directiva 2010/63/UE). Las investigaciones realizadas
con animales de experimentacién siguieron el criterio de las 3Rs. El uso de organismos
modificados genéticamente y las instalaciones en las que se manejaron fueron aprobadas por
la Comisién Nacional de Bioseguridad (Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion).
Su manipulacién se ajusté a lo descrito en la legislaciéon vigente (Ley 9/2003; Real Decreto
178/2004; Directiva 2009/41/UE).

Para facilitar la comprension y lectura de los distintos objetivos, los materiales y métodos
se describen de manera mas detallada en cada uno de los capitulos siguientes. No obstante,
en esta seccion se destacan los aspectos generales de estos objetivos y se explica, de una

manera esquematica, la metodologia empleada en cada estudio:

= Objetivo 1: Identificacion de posibles factores de virulencia en Neospora
caninum.
La comparacién del transcriptoma y del proteoma de aislados de N. caninum con
distinta virulencia ha mostrado diferencias en la expresién de genes o abundancia de
proteinas que podrian estar involucradas en el comportamiento biol6gico y en la viru-

lencia de los aislados (Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo et al., 2018; Garcia-Sanchez
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et al., 2019a). Sin embargo, el nimero de aislados del parasito que se han comparado
en estudios previos es limitado. Por ello, el propésito de este objetivo fue realizar el
analisis comparativo del proteoma de seis aislados de N. caninum seleccionados por
su origen (bovino y canino) y diferente virulencia (alta y baja). Estos aislados habian
sido caracterizados previamente por el grupo SALUVET en diferentes estudios in
vitro e in vivo (Regidor-Cerrillo et al., 2010, 2011; Dellarupe et al., 2014a,b). En el
estudio se incluyeron los aislados Nc-Bahia, Nc¢-SpaindH y Nc-Spain7, como repre-
sentantes de los aislados de alta virulencia, y Nc-Ger6, Nc-Spain2H y Ne-SpainlH,
representando a los aislados de virulencia baja. Su proteoma se estudié mediante
LC-MS/MS (cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas en tandem) sin
marcado. Los extractos de proteina se obtuvieron a partir de taquizoitos producidos en
la linea celular MARC-145. El parasito se purificé utilizando columnas de cromatogra-
fia PD10 en el momento de la egresion (56-68 horas post-infeccion, pi, dependiendo
del aislado) (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b), y se obtuvieron
pellets de 1,5 x 108 taquizoitos. Para la extraccién de proteinas se utilizé un tampén de
ensayo de radioinmunoprecipitacion (RIPA). De cada aislado se analizaron seis répli-
cas bioldgicas. Las muestras fueron analizadas usando el sistema para separacién de
péptidos Easy-nanoL.C II, acoplado al espectrémetro de masas LTQ-Orbitrap-Velos-Pro.
Posteriormente, la identificacién peptidica se realizé mediante el motor de bisqueda
MASCOT 2.3.0 frente a la base de datos ToxoDB version 26. Por dltimo, para la cuanti-
ficacién relativa diferencial de las proteinas entre los aislados de N. caninum se utilizé
el software Proteome Discoverer 2.2 (Figura 3.1). Todos los analisis proteémicos se
realizaron en colaboracién con el Servicio de Proteémica de la UCM. Aquellas proteinas
con mayor abundancia en los aislados mas virulentos se seleccionaron como posibles

factores de virulencia en N. caninum.

Purificacién de Extraccién Identificacién Cuantificacién
taquizoitos proteica peptidica relativa

Tampon RIPA l Proteome Discoverer 2.2
MASCOT 2.3.0
\23
ToxoDB version 26

Nc-Spain7 Nc-SpainlH
Ne-SpaindH  Ne-Spain2H
Nc-Bahia Nc-Gerb

X 6 réplicas

Figura 3.1: Esquema de trabajo del Objetivo 1.
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= Objetivo 2: Evaluacion y caracterizacion de los posibles factores de virulen-
cia de Neospora caninum NcGRA7 y NcROP40.
Las proteinas NcGRA7 y NcROP40 se seleccionaron como posibles factores de viru-
lencia por su mayor abundancia en los aislados de alta virulencia de acuerdo a los
resultados obtenidos en el objetivo anterior y en estudios previos (Aguado-Martinez
et al., 2010; Regidor-Cerrillo et al., 2012; Pastor-Fernandez et al., 2015b, 2016), donde
también se observé una mayor abundancia de estas proteinas en aislados de alta
virulencia y unos mayores niveles de expresén de ARNm de estos genes durante la
invasion y egresion de los taquizoitos, pudiendo, por tanto, estar implicados en dichos
procesos. Para estudiar su efecto en la virulencia de N. caninum se generaron mutantes
defectivos (knockout, KO) en dichos factores mediante la tecnologia CRISPR/Cas9.
Los parasitos KO se caracterizaron utilizando diferentes modelos in vivo e in vitro de

acuerdo con los siguientes subobjetivos:

* Subobjetivo 2.1: Generacion de mutantes de N. caninum defectivos en NcGRA7

y NcROP40. Para evaluar el efecto de los factores seleccionados sobre la viru-
lencia de N. caninum se obtuvieron mutantes KO en dichos genes mediante la
tecnologia CRISPR/Cas9 (Figura 3.2). Como cepa parental para la manipulacién
genética se empleé el aislado Nc-Spain7, que tiene una alta tasa de proliferacion
in vitro (Regidor-Cerrillo et al., 2011) y una alta virulencia in vivo en un modelo ex-
perimental murino (Regidor-Cerrillo et al., 2010) y bovino (Regidor-Cerrillo et al.,
2014; Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Las cepas defectivas en NcGRA7 (NcAGRA?7)
v NcROP40 (NcAROP40) se generaron aplicando la tecnologia CRISPR/Cas9
desarrollada para 7. gondii, pero adaptando los protocolos de electroporacién y
seleccion a N. caninum (Arranz-Solis et al., 2018). En primer lugar, se disefiaron
los ARN guia (ARNg) utilizados para la delecién y se insertaron en el plasmido
PSS013, que cuenta con la secuencia de la proteina Cas9 y los promotores ne-
cesarios para su expresion. Posteriormente, se electroporaron los taquizoitos de
Nec-Spain7 (pulso exponencial, 1200V) junto con el plasmido que incluia los ARNg
y la secuencia del gen que confiere resistencia a la pirimetamina (gen dihidro-
folato reductasa-timidilato sintasa, DHFR-TS). La seleccién de los mutantes se
realizé en células MARC-145 mediante la utilizaciéon de pirimetamina (10 yM).
Tras la seleccién inicial, se procedi6 a la clonacién de los parasitos mediante dilu-
ciones seriadas. Por tltimo, los clones seleccionados se secuenciaron y analizaron
por PCR, inmunofluorescencia (IFI) y Western Blot, para comprobar la correcta
interrupcion del gen de interés. Para comprobar que los ARNg no tuvieran efectos
offtarget, se generaron las cepas complementadas de los mutantes KO median-
te la insercion de una copia del gen delecionado interrumpiendo el gen UPRT
que permite la selecciéon con 5-Fluorodeoxyuridina (FUDR; 15 uM), siguiendo el

protocolo previamente descrito para la generacion del mutante KO.
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Figura 3.2: Esquema de trabajo para la generaciéon de mutantes de Neospora caninum me-
diante CRISPR/Cas9.

¢ Subobjetivo 2.2: Caracterizacién de los mutantes defectivos en NcGRA7 y NcROP40

en un modelo murino BALB/c gestante y no gestante. El impacto de la deleccién de

NcGRA7 y NcROP40 sobre la patogenia de la infeccion por N. caninum se evalué
en un modelo murino BALB/c gestante y no gestante normalizado previamente
(Lopez-Pérez et al., 2008; Arranz-Solis et al., 2015). El diseiio experimental se
resume en la figura 3.3. En primer lugar, se sincronizaron las hembras mediante
el efecto Whitten (Whitten, 1956) y se realizaron las cubriciones, alojando un
macho con dos hembras. Posteriormente, se inocularon los ratones a los 7-10 dias
después de la cubriciéon (mitad de gestacion) por via subcutdanea con una dosis
de 10° taquizoitos/ratén del aislado Nec-Spain?7, de los parasitos KO (NcAGRA7 o
NcAROP40) o de las cepas complementadas. Un grupo de ratones se inoculé6 con
tampon PBS (testigo negativo). La gestacion se confirmé mediante determina-
cién del peso a los 15-18 dias post-cubricién. Las hembras se clasificaron como
gestantes (modelo murino gestante) o no gestantes (modelo murino no gestante)
y se sacrificaron a los 30 dias postparto o 30 dias pi, respectivamente. Los ani-
males se inspeccionaron diariamente, anotando la presencia de signos clinicos
compatibles con la infeccién por N. caninum en el ratén (morbilidad) y, en su caso,
la mortalidad. La gravedad de los signos clinicos se evalué siguiendo el modelo
desarrollado por Pastor-Fernandez et al. (2015a). También se recogieron los da-
tos de: tasa de fertilidad (porcentaje de hembras gestantes por grupo), tamario
de la camada (nimero de crias paridas por madre), y mortalidad de las crias,
distinguiendo entre mortalidad temprana (en los dos primeros dias postparto) o
neonatal (del dia 2 al dia 30 postparto). En el momento del sacrificio se recogieron
muestras de encéfalo y suero de los animales para determinar, por un lado, la
carga parasitaria cerebral de los ratones por PCR cuantitativa (qPCR) y, por el
otro, la respuesta inmunitaria humoral (IgG1 e IgG2a) mediante ELISA. Los
machos utilizados para las cubriciones se infectaron con las mismas cepas y dosis
descritas previamente y se sacrificaron durante la fase aguda de la infeccién (dia
5 pi) para analizar la respuesta inmunitaria celular mediante la evaluacién de
los niveles de citoquinas (IFN-y, IL-4, IL-10, TNF-a) por RT-qPCR presentes en

58



las muestras recogidas del bazo.
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Figura 3.3: Diseno experimental del modelo murino.

* Subobjetivo 2.3: Caracterizacion de los mutantes defectivos en NcGRA7 o NcROP40

en células bovinas diana de la infeccion por N. caninum. En este subobjetivo se

investig6 el efecto de la delecion de estos genes sobre el crecimiento del parasito
en células del trofoblasto bovino (linea celular F3) y en macréfagos bovinos deriva-
dos de monocitos (boM@). En las células F3 se evalud la cinética de proliferacién
de los paréasitos KO (NcAGRA7 y NcAROP40) y del aislado Nc¢-Spain7, cuanti-
ficando el numero de taquizoitos a determinados tiempos pi (8, 24, 36, 48, 60 y
72 horas) mediante qPCR (Jiménez-Pelayo et al., 2017; Hambruch et al., 2010).
Posteriormente, se realizé un ensayo de competicién del crecimiento de cada uno
de los mutantes KO con la cepa parental (Saeij et al., 2008), manteniendo los
parasitos en co-cultivo en placas de seis pocillos durante 6 pases. En los pases 0,
1, 3 y 6 se infectaron placas de 12 pocillos con la mezcla de parasitos (mutante en
estudio y cepa parental) y se ainadié medio de mantenimiento con pirimetamina
y sin pirimetamina. A las 60 horas pi las placas se fijaron y los parasitos se
tifieron por inmunofluorescencia para, posteriormente, realizar el recuento de los
eventos de infeccién en cada pocillo y calcular la proporcién de parasitos KO en
la mezcla de parasitos. En cuanto a la caracterizacién en los boM@; en primer
lugar se generaron estas células in vitro (Garcia-Sanchez et al., 2019b) a partir
de monocitos bovinos. Las células mononucleares periféricas se purificaron de
la sangre utilizando Histopaque®-1077 y se obtuvieron los monocitos por sepa-
racion magnética de las células CD14+. Posteriormente, se cultivaron durante
5 dias en presencia de GM-CSF bovina recombinante para su diferenciacién a

macrofagos. En estas células se evalué la cinética de proliferacion de las distintas
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cepas, siguiendo el mismo procedimiento que en células F3, y realizando tinciones

mediante doble inmunofluorescencia para su visualizacién microscépica (Garcia-

Sanchez et al., 2019b). A las 48 horas pi se analiz6 el crecimiento de las cepas

complementadas, comprobando si recuperaban la capacidad de crecimiento del

aislado Nc-Spain7. En estas células también se evalué el efecto de distintas dosis

de IFN-y (0,1, 1, 10 y 100 ng/ml) en la inhibicién del crecimiento de los parasitos

KO en comparacion con la cepa parental, cuantificando el nimero de taquizoitos

por qPCR a las 48 horas pi. Por ultimo, se cuantificaron los niveles de expresién

de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) y de diversas citoquinas a
las 8 horas pi mediante RT-qPCR.

La figura 3.4 muestra el esquema del plan de trabajo seguido para la realizacién de la

presente Tesis Doctoral.

*

Evaluacion y caracterizacion de los posibles factores de virulencia de
N. caninum NcGRA7y NcROP40

Identificacion de
posibles de factores de
virulencia de N. caninum

§ddddd

e LC-MS/MS

¢ Proteoma taquizoito

¢ Aislados alta virulencia
vs. baja virulencia
Identificacion frente a:
Toxo DB version 26
(https://toxodb.org)

Generacion de mutantes
N. caninum defectivos

¢ CRISPR/Cas9

¢ Generacion de cepas
defectivas en NcGRA7
(NCAGRA7)y NcROP40
(NCAROPA40)

¢ Generacion cepas
complementadas

¢

Caracterizacion de Caracterizacion de
NcAGRA7 yNcAROP40 en NcAGRA7 yNcAROPAO
un modelo murino BALB/c en células diana bovinas

« Modelos murinos normalizados,
de infeccion congénita
(gestante) y de infeccion
cerebral (no gestante)

o Parametros evaluados:

¢ Modelos in vitro:
e Células del trofoblasto del
cotiledon (linea celular F3)
o Cinética de crecimiento

o Mortalidad/ morbilidad (gPCR)

crias o Ensayo de competicién
o Mortalidad/morbilidad (IFAT)

animales ¢ Monocitos derivados de
o Carga parasitaria cerebral macréfagos (boM@)

(qPCR) o Cinética de crecimiento
o Respuesta inmunitaria (gPCR)

(ELISA) o Efecto del IFN-y (QPCR)

o Machos: Respuesta inmunitaria

o Expresién citoquinas y
celular en fase aguda (RT-qPCR)

PPR (RT-gPCR)

Figura 3.4: Plan de trabajo.
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OBJECTIVO 1. IDENTIFICACION DE POSIBLES
FACTORES DE VIRULENCIA EN Neospora caninum

La variabilidad biolégica entre los aislados de Neospora caninum ha sido ampliamente
demostrada, sin embargo, las bases moleculares que gobiernan esta diversidad siguen
siendo altamente desconocidas. El empleo de herramientas 6micas para realizar estudios
comparativos entre aislados de distinta virulencia nos permite identificar factores que
podrian tener un papel importante en el comportamiento biolégico de los distintos aislados
parasitarios. Sin embargo, los ultimos estudios se han centrado en un nimero limitado de
aislados. Por tanto, el objetivo del presente estudio fue comparar el proteoma de taquizoito
de una poblacién mas amplia de aislados de N. caninum, utilizando la tecnologia LC-MS/MS
sin marcado de las muestras. Nc-Bahia, Nc-SpaindH y Nc-Spain7 representaron los aislados
de alta virulencia, y Nc-Ger6, Nc-Spain2H y Ne-SpainlH representaron los aislados de baja

virulencia.

Se realizaron dos tipos de analisis: comparaciones por pares entre todos los aislados,
centrandonos en las comparaciones entre un aislado de alta y uno de baja virulencia, y
comparaciones entre grupos de aislados de alta y baja virulencia. Los resultados obtenidos
permitieron identificar un conjunto de proteinas con distinta abundancia entre los aislados de
alta y baja virulencia, las cuales fueron clasificadas de acuerdo a su funcionalidad. Aquellas
proteinas con mayor abundancia en los aislados de alta virulencia podrian estar implicadas
en el comportamiento mas virulento de los mismos, siendo, por tanto, posibles factores de
virulencia. Desafortunadamente un alto porcentaje de las proteinas fueron clasificadas como
hipotéticas, lo que pone de manifiesto la importancia de disponer de un genoma bien anotado

para realizar verdaderos progresos en este campo.

Los resultados obtenidos mostraron una mayor abundancia de proteinas relacionadas
con el metabolismo energético y con el procesamiento del ADN/ARN en los aislados de alta
virulencia. Estas proteinas podrian estar implicadas en las mayores tasas de crecimiento y
proliferacién observadas en los aislados de alta virulencia. Cabe destacar la ADN polimerasa,
la cual fue la dnica proteina con mayor abundancia en los aislados de alta virulencia
en todas las comparaciones. Las proteinas relacionadas con los mecanismos redox y la
respuesta al estrés tuvieron una abundancia diferencial entre aislados. Estos mecanismos
estan relacionados con la supervivencia del parasito en la célula hospedadora y podrian

estar implicados en la diferente respuesta inmunitaria desarrollada. Por otro lado, también
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se observ6 una mayor abundancia de algunas proteinas de las roptrias y de los granulos
densos en los aislados de alta virulencia, principales factores de virulencia descritos para
Toxoplasma gondii. Entre las proteinas de las roptrias destacan un miembro de la familia
de las roptrias quinasas ROP20, la cual ya tuvo una mayor abundancia en el aislado de
alta virulencia Nc-Spain7 en previos estudios, y la pseudoquinasa de bradizoito 1 (BPK1).
Entre las proteinas de granulos densos destacan algunas como GRA32, GRA6 0 GRAT7. La
relevancia de estas proteinas en la infeccién por N. caninum merece una mayor investigacion.
Los resultados revelan informacién interesante sobre posibles mecanismos implicados en
rasgos fenotipicos especificos de los aislados y en la virulencia de N. caninum.

En el capitulo 4 se desarrollan los materiales y métodos, resultados y discusiéon del Obje-
tivo 1 (Identificacién de posibles factores de virulencia en N. caninum). Como la presesente
tesis opta a Mencién Internacional, los resultados aqui presentados han sido redactados en
inglés. Los resultados obtenidos de este trabajo fueron publicados en la revista International
Journal for Parasitology (DOI: 10.1016/j.ijpara.2020.02.003).
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CAPITULO

COMPARATIVE TACHYZOITE PROTEOME ANALYSES
AMONG SIX Neospora caninum ISOLATES WITH
DIFFERENT VIRULENCE (OBJECTIVE 1)

The biological variability among Neospora caninum isolates has been widely shown, how-
ever, the molecular basis that determines this diversity has not been thoroughly elucidated
to date. The latest studies have focused on a limited number of isolates. Therefore, the goal
of the present study was to compare the proteome of a larger number of N. caninum isolates
with different origins and virulence. Label-free LC-MS/MS was used to investigate the tachy-
zoite proteomic differences among Nc-Bahia, Nc-Spain4dH and Nec-Spain7, representing high
virulence isolates and Nec-Ger6, Nc-Spain2H and Nc-SpainlH, representing low virulence
isolates. Pairwise comparisons between all isolates and between high virulence and low
virulence groups identified a subset of proteins with higher abundance in high virulence
isolates. These proteins were involved in energy and redox metabolism, and DNA/RNA
processing, which might determine the faster growth rates and parasite survival of the
high virulence isolates. Highlighted proteins included a predicted member of the rhoptry
kinase family ROP20 specific for N. caninum, Bradyzoite pseudokinase 1 and several dense
granule proteins. DNA polymerase, which was more abundant in all high virulence isolates
in all comparisons, might also be implicated in virulence. These results reveal insights into
possible mechanisms involved in specific phenotypic traits and virulence in N. caninum,
and the relevance of these candidate proteins for N. caninum virulence deserves further

investigation.
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CAPITULO 4. COMPARATIVE TACHYZOITE PROTEOME ANALYSES AMONG SIX
Neospora caninum ISOLATES WITH DIFFERENT VIRULENCE (OBJECTIVE 1)

1. Introduction

Bovine neosporosis is one of the main causes of abortion in cattle worldwide (Dubey et al.,
2007; Dubey & Schares, 2011), involving significant economic losses to the beef and dairy
industries (Reichel et al., 2013). This disease is caused by Neospora caninum, an obligate

intracellular apicomplexan parasite phylogenetically related to Toxoplasma gondii.

Virulence characterization among N. caninum isolates has demonstrated intraspecific
variability. In vitro, previous studies have shown significant variations in invasion and
tachyzoite growth (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b; Jiménez-Pelayo
et al., 2017). In vivo, N. caninum isolates exhibit differences in causing mortality, ver-
tical transmission and foetal death observed both in pregnant mice (Rojo-Montejo et al.,
2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a) and in pregnant cattle mod-
els of neosporosis (Rojo-Montejo et al., 2009a; Chryssafidis et al., 2014; Regidor-Cerrillo
et al., 2014; Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Higher invasion rates and faster growth in
vitro were identified in most isolates that were more virulent in vivo, indicating that certain
in vitro phenotypes are predictive of in vivo virulence (Regidor-Cerrillo et al., 2011). This
correlation between virulence in the bovine versus murine model is not always observed, for
example, the Nc-Bahia isolate is highly virulent in the murine model but only moderately
virulent in the bovine model (Chryssafidis et al., 2014; Dellarupe et al., 2014a). Nevertheless,
for other isolates, such as Nc-SpainlH or Nec-Spain7, the correlation in virulence between
both in vivo models was notably high (Rojo-Montejo et al., 2009b,a; Regidor-Cerrillo et al.,
2010, 2014).

Moreover, recent studies have revealed that N. caninum modulates the cattle innate
immune response in selected target cells (macrophages, trophoblasts) in an isolate-dependent
manner (Garcia-Sanchez et al., 2019b; Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Nonetheless, knowledge
of the molecular basis and mechanisms that underlie such biological diversity in N. caninum
is limited.

In T gondii, virulence differences have been associated with genetically polymorphic
virulence factors such as the rhoptry proteins ROP5, ROP18, ROP16 and GRAG6 (Saeij et al.,
2006; El Hajj et al., 2007; Reese et al., 2011; Behnke et al., 2011; Ma et al., 2014) and
their interaction with host proteins modulating cellular functions. Additionally, the allelic
combinations of virulence factors such as ROP18 and ROP5 can explain some differences
in strain virulence (Behnke et al., 2012). However, in N. caninum, little diversity has been
detected for most of the major potential target loci, including antigen genes (Beck et al.,
2009), and polymorphisms in key genes responsible for virulence differences have not been
described (Calarco et al., 2018). Recently, Khan et al. (2019a) genotyped a large panel of N.
caninum isolates collected worldwide from a wide host range, coupled with whole genome
sequencing and the results support a global selective sweep of a single lineage of N. caninum
with limited polymorphism genomewide (Khan et al., 2019a). Therefore, the differential

gene expression or protein abundance between isolates based on epigenetic and copy number
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variation of these genes could have a key role in explaining such variability.

Comparative transcriptomic and proteomic analyses between isolates have been per-
formed to help to elucidate the virulence factors in N. caninum (Regidor-Cerrillo et al., 2012;
Horcajo et al., 2017, 2018). These comparisons have shown differences in gene expression
and protein abundance between isolates with marked differences in virulence. These results
could explain, at least partially, the biological differences observed between these isolates.
However, previous studies have compared only two (Horcajo et al., 2017, 2018) or three
isolates (Regidor-Cerrillo et al., 2012) with known virulence and, in addition, they found
a weak correlation between gene expression and protein abundance which highlights the
importance of post-transcriptional regulation in these parasites.

High-throughput proteomics techniques such as LC-MS/MS could offer a more detailed
picture than the transcriptome of the molecular basis for virulence and phenotypic diversity
in N. caninum. Therefore, the goal of this study was to compare the tachyzoite proteome of
six well-characterised isolates with different origins (canine and bovine) and with important
differences in virulence. Nc-Bahia, Nc-Spain7 and Nc-Spain4dH were included as representa-
tives of high virulence isolates and Nc-Ger6, Nc-SpainlH and Nc-Spain2H represented low
virulence isolates. These results may help to elucidate the mechanisms involved in specific

phenotypic traits and virulence in N. caninum.

2. Materials and methods

2.1. Panel of isolates

The isolates included in this study were representative of high virulence (Nc-Spain7,
Nec-SpaindH and Nec-Bahia) and low virulence (Ne-Spain2H, Ne-SpainlH and Ne-Ger6)
according to their behaviour in vitro (invasion, tachyzoite yield and growth) and in vivo in
pregnant mice (mortality and vertical transmission) and pregnant cattle models (foetal
death and vertical transmission) of neosporosis (Fig. 4.1) (Rojo-Montejo et al., 2009b,a;
Regidor-Cerrillo et al., 2010, 2011, 2014; Chryssafidis et al., 2014; Dellarupe et al., 2014b,a;
Jiménez-Pelayo et al., 2019b). Data obtained from in vitro studies (invasion rate at 4 h,
growth rate and tachyzoite yield at 56 h pi) were normalised using reference Nc-Liverpool
data. Growth rates (u) for Nc-Bahia and Nc-Ger6 were estimated according to the formula
LN =LNo + ut, where N is the maximum number of parasites at time “¢” (Tachyzoite yield
at 56 h pi), No is the initial number of parasites (number of parasites invaded according to
invasion rate at 4 h pi), ¢ is generation time (48 h pi, considering a lag phase of 8 h pi) and u

is the growth rate.

2.2. Parasite culture

Parasites were routinely maintained in a monolayer culture of the MARC-145 cell line,

as previously described (Regidor-Cerrillo et al., 2011). Briefly, cells were cultured for 24 h
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in DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% heat inactivated
FCS, penicillin (100 U/ml) and streptomycin (100 ug/ ml) (Gibco BRL, Paisley, UK) in 5%
COg/ 37°C. Then, cell monolayers were inoculated with an adjusted multiplicity of infection
(MOI) of 0.5-3, depending on the invasion and growth capacities of each isolate, for parasite
passaging onto a new MARC-145 monolayer every 3-4 days. Most of the N. caninum isolates
used in this study were subjected to a limited number of culture passages (from nine to 22).
Nc-Bahia was previously maintained for an undetermined passage number in Vero cells,

and the passage number was assigned after change to MARC-145 (passage 12).

In vitro BALB/c pregnant mouse model

Ne-spainah T B Tachyzoite yield Ne-SpaindH
Growth rate Il Vertical transmission
Nc-Spain7

Il invasion rate Mortality
Nc-Bahia

Nc-Spain7
Nc-Bahia &

Ne-S pain2H Tz Nec-Spain2H

Ne-S paintH Nc-Spain1H

Nc-Ger6 g Nc-Geré

Normalised rate Percentage

Bovine model

Nc-Spain? Il Vertical transmission
Mortality

Nc-Bahia

Nc-Spain1H

Percentage

Figure 4.1: Phenotypic description of the Neospora caninum (Nc) isolates included in the
study, in vitro (A), in a pregnant BALB/c mouse model (B) and in a 70-day pregnant cattle
model (C). (A) Columns represent the invasion rate at 4 h, growth rate and tachyzoite yield
at 56 h p.i. (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b,a). (B) Columns represent
pup mortality and vertical transmission in pregnant mice infected with 2 x 108 tachyzoites
of Ne-SpainlH (Rojo-Montejo et al., 2009b), Ne-Spain7, Nc-SpaindH, Ne-Spain2H, (Regidor-
Cerrillo et al., 2010), Nc-Bahia and Nc-Ger6 (Dellarupe et al., 2014a) in a pregnant mouse
model. (C) Columns represent foetal loss (mortality) and vertical transmission in pregnant
cattle inoculated with 107 tachyzoites of Nc-Spain1H (Rojo-Montejo et al., 2009a), Nc-Spain7
(Regidor-Cerrillo et al., 2014) and 5 x 108 of Nc-Bahia (Chryssafidis et al., 2014) at day 70 of
pregnancy.
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2.3. Tachyzoite production and protein extraction

All experiments were carried out with six biological replicates for each isolate. MARC-
145 monolayers were infected with a selected MOI of one to six, depending on the isolate, to
obtain the maximum number of infected cells by the different isolates. At 24 h pi, medium
from cultures was replaced with DMEM supplemented with penicillin (100 U/ml) and
streptomycin (100 ug/ ml), without FCS. Tachyzoites were recovered at 56-68 h pi (depending
on the isolate) when the majority of the parasites were still intracellular, with some beginning
to egress. Cultures were collected by cell scraping in 5 ml of PBS supplemented with a
protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) passaged
by 25 G needles for host cell disruption and purified using Disposable PD-10 Desalting
Columns (Sephadex G-25 columns; G.E. Healthcare, Buckinghamshire, UK). Tachyzoite
viability and number were checked by trypan blue exclusion followed by counting in a
Neubauer chamber. Then, parasites were pelleted by centrifugation at 1350g for 10 min and
stored at —80°C until tachyzoite proteomic analyses could be performed. The entire process

was carried out at 4°C.

For the protein extraction, pellets of 1.5 x 108 tachyzoites were suspended in a ra-
dioimmunoprecipitation assay buffer (RIPA, Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA)
supplemented with a protease and phosphatase inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA), according to the manufacturer’s instructions. The supernatant was collected and
the protein concentration was measured by a Bradford assay (Quick Start™Bradford 1x
Dye Reagent, Bio-Rad, Hercules, CA, USA)

2.4. LC-MS/MS analyses
2.4.1. Digestion and desalting of peptides

Fifty micrograms of each protein extract were concentrated in a stacking gel for elimi-
nation of contaminants that could interfere with MS-MS analyses. The bands of proteins
were cut from the acrylamide gel for gel trypsin digestion. Briefly, the protein bands were
reduced in gel with DTT (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), alkylated with Iodacetamide
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and digested with 4 ug of recombinant Trypsin (Trypsin
sequencing grade; Roche, Mannheim, Germany) overnight at 37°C (Sechi & Chait, 1998).

The peptides from the digested proteins were desalted and concentrated with C18
reverse phase chromatography (OMIX C18, Agilent Technologies, Santa clara, CA, USA),
and the peptides were eluted with 80% acetonitrile/0.1% trifluoroacetic acid (Thermo Fisher
Scientific, Rockford, IL, USA). Finally, the samples were freeze-dried in Speed-vac (Thermo
Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) and resuspended in 2% Acetonitrile, 0.1% formic acid
(Thermo Fisher Scientific, Rockford, IL, USA) before the Nano LC-MS/MS analysis. The

supernatants were stored at —20°C until analysis was performed.
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2.4.2. LC-MS/MS

The desalted peptides were analysed by a reversed phase liquid chromatography elec-
trospray ionisation tandem mass spectrometry (RP-LC-ESI-MS/MS) in an EASY-nL.C 1000
System coupled to the Q-Exactive HF mass spectrometer (an ultra high-field mass orbi-
trap analyzer) through the Nano-Easy spray source (all from Thermo Scientific, Bremen,
Germany).

Peptides were loaded first onto an Acclaim PepMap 100 Trapping column (Thermo
Scientific, 20 mm x 75 ym inner diameter (ID), 3 um of C18 resin with 100 A pore size,
Thermo Scientific, Germering, Germany) using buffer A (mobile phase A: 2% acetonitrile,
0.1% formic acid) and then separated and eluted on a C18 resin analytical column NTCC
(150 mm x 75 ym ID, 3 um C18 resin with 100 A pore size, Nikkyo Technos Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) with an integrated spray tip. A 145 min gradient of 5-35% Buffer B (100%
acetonitrile, 0.1% formic acid), from 35% to 50% in 10 min and finally 10 min more until 95%
in Buffer A at a constant flow rate of 250 nL/min.

Data acquisition was performed with a Q-Exactive HF. All data were acquired using
data-dependent acquisition (DDA) and in positive mode with Xcalibur 4.0 software (Thermo
Fisher Scientific Inc., USA). For the MS2 scan, the top 15 most abundant precursors with
charges of 2-4+ selected in MS 1 scans were selected for higher energy collisional dissociation
(HCD) fragmentation with a dynamic exclusion of 20 s. The MS1 scans were acquired at a
m/z range of 350-2,000 Da with a mass resolution of 60,000 and an automatic gain control
(AGC) target of 3E6 at a maximum Ion Time (ITmax) of 60 ms. The threshold to trigger
MS2 scans was 2E3; the normalised collision energy (NCE) was 27%; the resolved fragments
were scanned at a mass resolution of 30,000 and an AGC target value of 1E5 in an ITmax of
100 ms.

2.4.3. Protein identification

Peptide identifications from raw data were carried out using the Mascot v. 2.6.1 (Matrix-
Science, London, UK) search engine through the Protein Discoverer 2.2 Software (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, USA). A database search was performed against Toxo DB
release 26 (https://toxodb.org). A database search was also previously filtered against
the Mascot 2.3 contaminant database, with the most common contaminating proteins in
proteomics experiments such as keratins, BSA, and trypsin. The following parameters
were used for the searches: tryptic cleavage, up to two missed cleavage sites allowed, and
tolerances of 10 p.p.m. for precursor ions and 0.02 Da for MS/MS fragment ions, and the
searches were performed allowing optional methionine oxidation and methionine loss plus
acetyl protein N-terminal and fixed carbamidomethylation of cysteine. A search against the
decoy database (integrated decoy approach) was used to calculate the false discovery rate
(FDR). The Mascot Scores were adjusted by a percolator algorithm. The acceptance criteria

for protein identification were an FDR < 1% and at least one unique peptide identified with
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high confidence (percolator g-value < 0.01).

2.4.4. Protein quantification

To determine the abundance of the identified peptides and proteins in different isolates,
a label-free experiment based on precursor signal intensity was performed. The processing
workflow was initiated with the recalibration of masses through a rapid search in Sequest
HT (Thermo Fisher Scientific Inc., USA) against the database and based on the positive
identifications, an alignment of the chromatograms of all the samples with a tolerance of up
to 10 min. Subsequently, the alignment of the retention times between the different samples
analysed for the quantification of the precursor ions was performed, taking into account
the unique peptides and the razor peptides (peptides that can be assigned to more than one
protein in a protein group) present in at least 30% of the replicates. Finally, the results were
normalised to the total amount of the peptides, equalling the total abundance among the

different samples.

2.4.5. Data analysis

Two types of analyses were conducted. In the first analysis, pairwise comparisons with
all possible combinations between isolates were performed. A second data analysis was
carried out to detect those proteins that could be common among isolates with relevance
to virulence. To identify those proteins with higher or lower abundance depending on the
isolate’s virulence, the isolates were grouped into high virulence isolates (Nc-Spain7, Nc-
Spain4H and Nc-Bahia) and low virulence isolates (Nc-SpainlH, Ne-Spain2H and Ne-Ger6),

and differential expression analysis between these two groups was performed.

A nested design with a pairwise ratio approach calculation was used in these experiments,
where the protein ratios were calculated as the median of all possible pairwise ratios
calculated between the six biological replicates of all connected peptides. For the second
analysis, each biological replicate was formed by a replicate from the three isolates from each
group (e.g., replicate 1 from Nc-Bahia, Nc-Sp4H, Nc-Sp7 versus replicate 1 from Nc-Spl1H,
Nc-Sp2H, Ne-Ger6). After the analyses were completed, a final report presented the list of
peptide groups and proteins with normalised abundances and selected ratios. The Proteome
Discoverer application includes a statistical feature (Anova Background) for assessing the
significance of differential expression by providing P values and adjusted P values (g-values)
for those ratios. Only proteins identified with high confidence (FDR < 1%) with at least one
unique peptide, abundance ratio variability < 30%, g-value <0.05 and fold change > 1.5 were

considered to be differentially expressed between groups.

The mass spectrometry proteomics data have been deposited in the ProteomeXchange
Consortium via the PRIDE (Vizcaino et al., 2016) partner repository with the dataset
identifier PXD016173.
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Identified proteins in each isolate were showcased in an upset plot, to visualise intersec-
tions of the data (Lex et al., 2014).

The proteins with differential abundance were classified according to their functionality
by the Gene Ontology (GO) terms (annotated and predicted) on the ToxoDB website (Gajria
et al., 2008) and UniprotKB website for the N. caninum isolate Nc-Liverpool and T. gondii
syntenic orthologues. Proteins differentially abundant between high and low virulence
groups that remained as hypothetical were also analysed using The Phyre2 web portal
(Kelley et al., 2015) for protein modelling, prediction and analysis. Three out of 11 submitted
proteins had a high confidence model, these included NCLIV_002350, NCLIV_021570 and
NCLIV_048390, and this result was used for their classification.

2.4.6. Principal components analysis (PCA)

Proteome Discoverer includes principal component analysis (PCA) to identify the major
components in a protein data set using abundance normalised values. The input data used
for PCA were the master proteins identified with high confidence in the N. caninum database,

without taking contaminating proteins into account.

3. Results and discussion

In this study, proteomic differences between high and low virulence isolates were in-
vestigated by LC-MS/MS. All isolates used in this study have been well characterised in
vitro (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b) and in vivo in a standardised
pregnant mouse model (Rojo-Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe
et al., 2014a) of neosporosis, which has served for their classification as high or low viru-
lence isolates. At present, only Nc-Spain7, Nc-SpainlH and Nc-Bahia isolates have been
studied in a pregnant bovine model (Rojo-Montejo et al., 2009a; Chryssafidis et al., 2014;
Regidor-Cerrillo et al., 2014; Jiménez-Pelayo et al., 2019b). The results obtained in cattle
with Nc-Spain7 and Ne-SpainlH isolates corroborated those obtained in the murine model,
defining Nc-Spain7 and Ne-SpainlH as high and low virulence isolates, respectively. The
Nc-Bahia isolate was considered a high virulence isolate based on the results obtained both
in vitro and in vivo in the murine model. However, in the cattle model, although high
vertical transmission was recorded, the number of observed foetal deaths was moderate.
This discrepancy could be due to several factors such as the number of parasite passages in
tissue culture, inoculum preparation and doses, which can influence the final outcome of the
infection (Benavides et al., 2014), and further studies should be performed to confirm this
result. Although LC-MS/MS technology provides a suitable tool for global proteome discov-
ery, we cannot ignore some limitations such as the possible lack of detection of membrane
proteins. In addition, the poorly annotated N. caninum genome could also contribute to the

loss of useful information. Functional studies and improvements in the current annotation
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of this species are needed to enhance the knowledge of the molecular basis of virulence in

this parasite.

3.1. LC-MS/MS analysis

In this study, a total of 1989 proteins were identified with high confidence (FDR <1%
and g-value <0.01) (Supplementary Tables S1 and S2). The predicted number of N. caninum
proteins is 7122, based on the number of proteins deposited in the UniProt database (ToxoDB,
Neospora caninum strain Liverpool), and therefore the identified proteins covered 28% of
the N. caninum proteome. A similar number of predicted proteins were identified in studies
on the T. gondii proteome (Xia et al., 2008; Zhou et al., 2017). In previous LC-MS/MS studies
on N. caninum, a smaller number of proteins were identified (1390) (Horcajo et al., 2018).
However, in that study, at least two unique peptides were required for reporting protein
identifications but only one unique peptide in the present work. Nevertheless, more than
90% of proteins identified in this previous work were also identified in the present work.
The number of identified proteins for each isolate varied from 1862 to 1956, (Supplementary
Table S3), although the majority of proteins were identified in all isolates (1773), and there
were few unique proteins (from zero proteins in Nec-Spain7 up to eight in Nc-Spain4H) (Fig.
4.2, and Supplementary Table S4). The majority of unique proteins were hypothetical, but
some proteins had annotations such as the orthologue of the protein of dense granules
TgGRA32 (NCLIV_049090) in Nc-Bahia or a predicted rhoptry kinase, subfamily ROP30
(NCLIV_001950) in Nc-Spain2H and some SRS (SAG1-related sequences) domain-containing
proteins in Nc-Spain4H or Nc-Bahia. These unique proteins could be important in the specific

biological behaviour of each isolate.

3.2. Pairwise comparison analyses

The PCA showed a good grouping of all replicates of each isolate (Fig. 4.3). Strikingly,
PCAs segregated isolate replicates, regardless of their virulence (i.e., Nc-Ger6 and Nec-
Bahia, classified as differentially virulent, were separated from the remaining isolates by
PC1 components) (Fig. 4.3). The number of proteins with differential abundance in each
comparison is presented in Table 4.1 (and Supplementary Tables S5-S19). Differentially
abundant (DA) proteins varied from 41 to 133 proteins with always less than 10% of
quantified proteins. Similar to the PCAs, the isolates with the largest differences were
notably close isolates by origin and virulence (Nec-Spain7 and Nc-Spain4H isolates). In
contrast, the isolates with the fewest differences in protein abundance were isolates of
different virulence (Nc-SpainlH and Nec-Spain7). These results are a reflection of the whole
proteome of the isolates in which many proteins related to functions other than virulence
are involved. Considering the low number of proteins that have been described as involved

in virulence in these apicomplexan parasites, these results are not surprising.
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Figure 4.2: Upset plot of protein identifications for Neospora caninum (Nc) isolates (Nc-Ger6,
Nc-Bahia, Nc-Spain7, Ne-SpainlH, Ne-Spain2H and Ne-SpaindH) by LC-MS/MS analysis.
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Figure 4.3: Principal component analyses of Neospora caninum (Nc) isolate replicates, Nc-
Spain2H (2H), Nc-Bahia (Bahia), Ne-Ger6 (Ger6), Nce-SpainlH (sp1H) and Ne-Spain7 (Sp7),
by LC-MS/MS analyses in isolate pairwise comparisons. Graph PC1&PC2 (A) and graph
PC1&PC3 (B) each show grouping of isolate replicates and segregation among all isolates.
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Table 4.1: The number of proteins with differential abundance between Neospora caninum
(Nc) isolates in pairwise comparisons with high confidence (false discovery rate <1%), abun-
dance ratio variability <30%, q-value <0.05 and fold change >1.5.

Protein quantified g-value <0.05 Abundance ratio positive Abundance ratio negative

Nec-Spain7 / Ne-SpainlH 1483 41 15 26
Nec-Spain7 / Ne-Spain2H 1469 96 41 55
Nec-Spain7 / Ne-Ger6 1084 72 43 29
Nec-SpaindH / Ne-SpainlH 1448 54 36 18
Nec-Spain4H / Ne-Spain2H 1266 87 34 53
Nec-SpaindH / Ne-Ger6 1091 68 49 19
Nec-Bahia / Ne-SpainlH 1188 89 31 58
Nc-Bahia / Ne-Spain2H 1261 51 25 26
Nc-Bahia / Nc-Ger6 1162 97 72 25
Nec-Spain7 / Ne-SpaindH 1462 133 28 105
Nec-Spain7 / Ne-Bahia 1242 60 28 32
Nec-Spain4H / Nc-Bahia 1139 44 28 16
Nec-SpainlH / Nc-Spain2H 1458 52 27 25
Nec-SpainlH / Ne-Ger6 1416 97 78 19
Nec-Spain2H / Nc-Ger6 1333 98 84 14

According to the objective of this work, we focused on the comparisons between isolates
of high and low virulence. Most of the DA proteins were specific for each comparison. We
focussed on those proteins with a pattern of differential expression that might explain
something about the different behaviour or virulence among isolates. These proteins were
categorised according to their function and/or localization (Fig. 4.4). In all categories, there

were proteins with higher abundance in high and low virulence isolates.

3.2.1. Proteins involved in host cell attachment and invasion

Adhesion and invasion processes are in vitro phenotypes correlated with virulence
(Regidor-Cerrillo et al., 2011). High virulence isolates show higher rates of invasion in in
vitro studies compared with low virulence isolates (Fig. 4.1) (Regidor-Cerrillo et al., 2011;
Dellarupe et al., 2014b). Effectors related to these processes are classically SRS-related pro-
teins and microneme (MIC) proteins. In this study, pairwise comparisons showed significant
variations in abundance of SRS proteins among isolates. NcSAG3 (NCLIV_034740) was less
abundant in Nc-Ger6 versus the three high virulence isolates. TgSAG3 is found in both
tachyzoites and bradyzoites, and participates in cellular invasion and attachment, mediating
the binding of T! gondii to cell surface proteoglycans (Jacquet et al., 2001). By contrast,
NcSAG3 was more abundant in Ne-Spain1H versus Ne-Spain7 in previous studies (Horcajo
et al., 2017, 2018), although it was not detected in this study. Conversely, the orthologue of
TgSRS16E (NCLIV_010050) protein had higher abundance in Nc¢-Ger6 compared with all
high virulence isolates and in all low virulence isolates compared with Nc-Spain4H. SRS
domain containing proteins are not only involved in adhesion and invasion processes but
are also highly immunogenic proteins. Differences in these proteins may also be related
to a different stimulation of the immune system observed between the different isolates
(Lekutis et al., 2001; Garcia-Sanchez et al., 2019b; Jiménez-Pelayo et al., 2019a). It has been

suggested that the high virulence isolate Nc-Spain7 stimulates the host immune system less
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than the low virulence isolate Nc-Spain1H (Jiménez-Pelayo et al., 2019a). These properties
could be responsible for the higher growth rate of the high virulence isolate Nec-Spain7
than Nc-SpainlH in bovine monocyte-derived macrophages (Garcia-Sanchez et al., 2019b).
Differences in the abundance of SRS proteins could also be involved in isolate-dependent
differences in host cell responses to the parasite.

On the other hand, the secretion of MIC proteins is necessary for the establishment of
more stable adhesion between the tachyzoite and the host cell (Hemphill et al., 2006, 2013).
NcMIC17B (NCLIV_038110) was more abundant in the Nc-Spain1H vesus Ne-Spain7 isolate
in a previous work (Horcajo et al., 2018), but in this study, it was more abundant in all high
virulence isolates versus Nc-SpainlH, but also in Nc-Spain2H versus Nc-SpaindH isolate so,
in this study the DA of any MIC protein could be related with the biological behaviour of the
isolates.

Effectors related to glideosome have been proposed as powerful machinery related to
invasion processes (Boucher & Bosch, 2015) and some previous studies have corroborated
the higher expression of glideosome proteins in isolates with higher invasion rates (Horcajo
et al., 2017; Garcia-Sanchez et al., 2019a). However, our results are inconclusive in this

regard.

3.2.2. Rhoptry and dense granule proteins

Secreted effectors such as dense granule and rhoptry proteins were differentially regu-
lated between isolates. Rhoptry proteins are considered important virulence factors in 7.
gondii (Sibley et al., 2009; Behnke et al., 2015) and are responsible for host gene transcription
modulation (Hakimi et al., 2017). In N. caninum, NcROP5 and NcROP16 have been described
as key virulence factors (Ma et al., 2017a,b), but we did not find any differentially expressed
genes in our study. In contrast, bradyzoite pseudokinase 1 (BPK1) (NCLIV_007770), a pre-
dicted member of the rhoptry kinase family ROP20 specific for N. caninum (NCLIV_068850)
and a predicted rhoptry pseudokinase, subfamily ROP50 (NCLIV_065640), appeared more
abundant in highly virulent isolates in different comparisons (Fig. 4.4). These proteins could
be related to phenotypic traits of virulence since in previous transcriptomic and proteomic
studies, BPK1 and the predicted rhoptry kinase family ROP20 specific for N. caninum were
already found to be more abundant in the high virulence isolate Nc-Spain7 (Horcajo et al.,
2017, 2018; Garcia-Sanchez et al., 2019a). BPK1 plays a crucial role in the in vivo de-
velopment of Toxoplasma cysts (Buchholz et al., 2013); however, there are no studies in
Neospora on any of these ROP proteins. The orthologue of TgRON8 (NCLIV_070010) was
more abundant in all low virulence isolates versus Nc-Spain4H. This protein facilitates
host cell attachment and invasion in 7. gondii (Straub et al., 2011), and the abundance of
this protein in the isolates with the lowest rates of in vitro invasion could be an alternative
mechanism of invasion of these isolates.

Dense granule proteins are secreted either during the process of invasion into the

parasitophorous vacuole (PV) or afterwards, and play a role in forming and modifying PVs
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(Mercier et al., 2005). As ROP proteins, some of them are recognised virulence factors in
T. gondii, e.g., GRA6, GRA7, GRA15, GRA16 and GRA24 (Rosowski et al., 2011; Bougdour
et al., 2013; Braun et al., 2013; Ma et al., 2014; Alaganan et al., 2014). In N. caninum,
characterization of GRA proteins is more limited and notably few virulence factors have
been described, including NcGRA17, which plays a regulatory role in the morphology
of the PV (Yang et al., 2018) and NcGRA7, and it has been reported that a knockout
of this protein in N. caninum reduces the virulence of the parasite in mice (Nishikawa
et al., 2018). In our study only NcGRA7 (NCLIV_021640) was more abundant in the high
virulence isolate Nc-Spain7 compared with the low virulence isolate Nc-Spain2H. The
proteins NcGRA6 (NCLIV_052880), the orthologue of TgGRA8 (NCLIV_008990) and the
orthologue of TgGRA32 (NCLIV_049090) were also more abundant in highly virulent isolates
in more than one comparison. Interestingly, the orthologue of TgGRA32 was only identified
in the Nc-Bahia isolate. This isolate had different behaviours in bovine and murine in
vivo models (Chryssafidis et al., 2014; Dellarupe et al., 2014a) and further investigations on

the peculiarities of this isolate could help us define species specific virulence factors.

3.2.3. Metabolism and redox mechanisms

Metabolic regulation can also be involved in the differences between isolates (Song et al.,
2013). In a previous transcriptomic analysis of Nc-Spain7 and Nc-SpainlH isolates in
trophoblast cells and bovine macrophages, a great number of genes related to N. caninum
metabolism had higher expression in the high virulence isolate (Horcajo et al., 2017; Garcia-
Sanchez et al., 2019a). In this study, a greater number of proteins related to metabolism of
carbohydrates and energy, and lipid or glycerophospholipid metabolism, also showed higher
abundance in some comparisons in high virulence isolates. It is worth highlighting two
proteins related to lipid metabolism (the lysophospholipase related protein, NCLIV_044560;
and fatty-acyl-CoA binding molecular function, NCLIV_066640) that had the same profile:
more abundance in the three high virulence isolates versus Nc-Spain2 and Nc-Ger6 isolates
and in Nc-Bahia compared with the Nc-SpainlH isolate. Glycolysis is one of the main
sources of obtaining energy in the form of ATP but proteins related with glycolysis were
more abundant in high virulence isolates as Putative Glucose-6-phosphate dehydrogenase
(G6PDH, NCLIV_000940) and phosphoenolpyruvate synthase (NCLIV_042830) were found
in a reduced number of comparisons. In 7. gondii it has been reported that strain-specific
growth rates and virulence are driven by altered metabolic capacities (Song et al., 2013). A
higher abundance of proteins involved in carbohydrate, lipid and energy metabolism could
explain a more efficient mechanism to obtain energy and the faster growth rates of the high
virulence isolates.

Some proteins from antioxidant and stress response systems had different abundances
between isolates. In T. gondii, redox is a mechanism to survive in the host cell macrophage
and increase virulence, diminishing oxygen radical production in the host cell (Shrestha

et al., 2006). Recently, it has been observed that the high virulence isolate Nc-Spain7 showed
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Figure 4.4: Selected differentially abundant proteins in more than two comparisons between high (Nc-Spain7, Nc-SpaindH and Nc-Bahia) and
low (Nc-SpainlH (Sp1l), Ne-Spain2H (Sp2) and Nc-Ger6 (Ge6)) virulence Neospora caninum (Nc) isolates quantified by LC-MS/MS analysis.
Cells in red highlight proteins that are more abundant (>1.5 fold change g-value <0.05) in highly virulent isolates, and cells in green highlight
proteins that are more abundant in low virulence isolates. Cells in white indicate no variation in abundance. Different colour intensities
represent different fold changes. The highest intensity of colour represents the highest fold change (FC-100), medium intensity of colour
represents fold changes from 5 to 99 and the lowest intensity of colour represents fold changes from 1.5 to 4.99.
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lower reactive oxygen species (ROS) and IFN-y production, and a higher survival rate, than
the low virulence isolate Ne-SpainlH in bovine macrophages (Garcia-Sanchez et al., 2019b,a).
The orthologues of prostaglandin-E synthase (NCLIV_019890) and of proteasome interacting
thioredoxin domain-containing protein (NCLIV_061750) were more abundant in the three
high virulence isolates compared with the Nc-Ger6 isolate, which had the lowest growth

ratio.

3.2.4. DNA, RNA and protein metabolism

Marked evidence was also found in DNA, RNA and protein metabolism among isolates,
mechanisms that are strongly related to the high growth capacities of the tachyzoite stage.
A DNA polymerase (NCLIV_028330) was the only protein that had higher abundance in all
high virulence isolates versus all low virulence isolates (Fig.4.4). High virulence isolates
had the highest growth rates in vitro, so they need a more efficient DNA replication that
could be given by higher abundance of the DNA polymerase. Moreover, in Leishmania
donovani, over-expression of the DNA polymerase f has been related to an increase in
its survival in the presence of oxidative stress (Khan et al., 2019b), a characteristic also
demonstrated for the high virulence isolate Nc-Spain7 compared with the low virulence
isolate Nc-SpainlH (Garcia-Sanchez et al., 2019b). In addition, mRNA capping protein
(NCLIV_043900) was more abundant in Nc-Spain7 and Nc-Spain4H isolates than in all
low virulence isolates, which reflects an increased RNA expression in these isolates that
had the highest proliferation in in vitro studies (Fig. 4.1). This enzyme is essential in the
earliest modification in the biogenesis of mRNA, protects the mRNA from degradation and
recruits factors that promote RNA splicing, export, and translation initiation (Furuichi &
Shatkin, 2000). Interestingly, eight proteins related to RNA expression (RNA polymerase
I, putative DNA-directed RNA polymerase II largest subunit and the orthologue of T.
gondii NLI interacting factor family phosphatase), protein synthesis (putative ribosome
biogenesis protein BMS1), protein modification (Oligosaccharyl transferase-like protein,
related and the orthologue of 7. gondii E3 ubiquitin-protein ligase) and protein turnover
(putative proteasome activator subunit and Diaminopimelate decarboxylase protein) were
more abundant in high virulence isolates only compared with the low virulence isolate
Nc-Ger6. The Nec-Ger6 isolate showed the lowest tachyzoite yield, associated with the lowest
growth rate and showing a longer lytic cycle in vitro, likely due to a lower metabolic rate
and limited protein synthesis. The lower metabolic rate and limited protein synthesis
can be suggested because the DA proteins were less abundant in Nc-Ger6 in the different
comparisons. In addition, it is noteworthy that 11 proteins which were hypothetical or
classified as others, due to the lack of sufficient information to be clearly classified, were also
more abundant in all high virulence isolates only compared with the low virulence isolate

Nc-Ger6. These proteins could be involved in the particular behaviour of this isolate.
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3.3. Comparative proteome of high virulence versus low virulence

isolates

A principal component analysis was performed to evaluate the effect of grouping the
different isolates according to their virulence. When quantitative filters (abundance ratio P
< 0.05) were applied to protein data set, the PCA plot was be able to distinguish virulent

isolates from non-virulent ones (Fig. 4.5).
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Figure 4.5: Principal component analyses of high and low virulence Neospora caninum
(Nc) isolate groups comparison. The graph shows the segregation between high (Nc-Spain7,
Nec-Spain4dH, Nc-Bahia) and low (Nc-Spain1H, Ne-Spain2H, Ne-Ger6) virulence isolates.

Comparative analysis of the high and low virulence groups revealed 63 proteins with
significant differences in relative abundance, and 33 and 30 proteins were more abundant
in high and low virulence isolates, respectively (Supplementary Tables S20-S22). This
finding highlights that among these proteins, 21 and 24 were only quantified in the high and
low virulence groups, respectively. In this analysis, 28 new proteins were found to be DA
between high and low virulence isolates, which were not previously quantified in pairwise
comparisons and could be common virulence factors.

The functional classification of these proteins is presented in Fig. 4.6. Of the quantified
proteins, approximately 12% were annotated as hypothetical, and some were also observed
among the pairwise comparisons. The percentage of proteins classified as “others” was near
to 30%. A similarly large proportion of proteins with ‘unknown function’ were detected in
tachyzoites of T. gondii (Xia et al., 2008) and sporozoites of Cryptosporidium (Sanderson
et al., 2008).
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Figure 4.6: Functional classification of the differently abundant proteins (>1.5 and g-value
<0.05) in the comparison between high (Nc-Spain7, Nec-Spain4dH, Nc-Bahia) and low (Nec-
SpainlH, Nc-Spain2H, NcGer6) virulence Neospora caninum (Nc) isolates.

3.3.1. Proteins involved in host cell attachment and invasion

Proteins related to adhesion/invasion had higher abundance in low virulence isolates
(which display lower capacities of invasion), in a similar way to that described in previ-
ous studies (Horcajo et al., 2017, 2018). The microneme protein orthologue of TgMIC15
(NCLIV_063730) was more abundant in the group of low virulence isolates, mainly be-
cause it was not quantified in the group of high virulence isolates. In this design, two
proteins related to the cytoskeleton and gliding motility were also more abundant in low
virulence isolates: p25-alpha family protein (NCLIV_030630) and the orthologue of TgGAP70
(NCLIV_032850), which would not corroborate results of previous studies (Horcajo et al.,
2017; Garcia-Sanchez et al., 2019a), although the proteins DA in our study are different
from those described previously. In the group of high virulence isolates, only the orthologue
of TgIMC24 (NCLIV_028050) was more abundant, but none of the proteins directly involved
in adhesion and invasion processes, such as SRS or MIC. Inner membrane complex (IMC)
proteins have multiple functions and are involved in asexual division and gametogenesis
(Dubey et al., 2017), support parasite motility (Keeley & Soldati, 2004) and contribute to
the ability of the parasite to proliferate and cause disease (Chen et al., 2017), and could be
related to the higher capacity of invasion and growth of the highly virulent isolates.
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3.3.2. Rhoptry and dense granule proteins

Secreted effectors such as dense granule and ropthry proteins were differentially reg-
ulated between isolates, with a higher number being more abundant in high virulence
isolates. This design showed new DA proteins such as the orthologue of the protease
TgSUB2 (NCLIV_057550) and of the rhoptry protein TgROP12 (NCLIV_021100), which
had higher abundance in low virulence isolates and NcGRA25 (NCLIV_042680), the or-
thologue of TgGRA16 (NCLIV_003340) and a predicted rhoptry pseudokinase, subfamily
ROP37 (NCLIV_001460), which was more abundant in the high virulence isolates. The
orthologue of TgGRA32, BPK1 and the predicted member of the rhoptry kinase family
ROP20 specific for N. caninum were also more abundant in the high virulence isolates in
this analysis, and as main potential virulence factors for N. caninum. The orthologue of
TgGRA42 (NCLIV_050780) was the only dense granule protein with more abundance in the
group of low virulence isolates. The first analysis was also mainly more abundant in low
virulence isolates, except for the comparison between Nc-Spain4H and Ne-SpainlH, which

was more abundant in the high virulence isolate.

3.3.3. Metabolism and redox mechanisms

A greater number of proteins related to the metabolism of carbohydrates and energy, and
lipid or glycerophospholipid metabolism was more abundant in the group of high virulence
isolates. These proteins included new proteins involved in carbohydrate metabolism such as
the orthologue of triose-phosphate isomerase, TPI-1 (NCLIV_046900) and of a putative phos-
phoacetylglucosamine mutase (NCLIV_040500); proteins involved in isoprenoid biosynthesis
such as the orthologue of a trans-polyprenyltransferase (NCLIV_036980); and a putative
phospholipase (NCLIV_001135). In addition, the two proteins involved in lipid metabolism
(the lysophospholipase-related protein and fatty-acyl-CoA binding molecular function), pre-
viously mentioned, and the putative G6PDH were more abundant in the group of high
virulence isolates. GGPDH was also related to the maintenance of the cellular redox balance
by producing NADPH (Ho et al., 2007), and previously, we showed that GGPDH was also
more highly expressed in the high virulence isolate tachyzoite proteome (Regidor-Cerrillo
et al., 2012). The level of G6PDH activity of the isolates may determine their sensitivity to
oxidative stress and thus their ability to survive in the host cell. Further studies could be of
interest to determine the role of N. caninum G6PDH. The only protein with more abundance
in the group of low virulence isolates was an orthologous of T. gondii ubiquinol-cytochrome c
chaperone (NCLIV_006900), which is involved in the mitochondrial electron transport chain

and redox mechanism.

3.3.4. DNA, RNA and protein metabolism

Proteins related to DNA replication, RNA processing and protein synthesis, and fate

were also DA between high and low virulence isolates. A large number of new proteins
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were detected in this analysis, such as a hypothetical protein possibly involved in tRNA
processing (NCLIV_035010), an orthologue of T. gondii AP2 domain transcription factor
AP2IX-7 (NCLIV_042620) and a putative dihydrodipicolinate reductase (NCLIV_018380),
and an enzyme involved in the lysine biosynthetic process, which were more abundant in
the group of high virulence isolates. AP2 transcription factors play a central role in the
regulation of apicomplexan gene expression, cell cycle progression, and parasite virulence
and host invasion (Walker et al., 2013; Hong et al., 2017; Jeninga et al., 2019). In T. gondii
the AP2IX-7 factor interacts with GCN5b, a lysine acetyltransferase essential for parasite
viability, which has an indispensable role in regulating gene expression required during the
lytic cycle (Wang et al., 2014; Harris et al., 2019). In the group of low virulence isolates, new
proteins were also detected such as the orthologue of T. gondii of a protein related to the
proteasome complex: proteasome 26S subunit, non-ATPase, 9, putative (NCLIV_047130),
or a structural constituent of ribosome S28 (NCLIV_003680). In previous transcriptomic
studies, the low virulence isolate Nc-Spain1H showed higher expression levels of ribosomal
proteins (Horcajo et al., 2018). In T. gondii these expression levels have been associated with
strains that readily switch from tachyzoite to bradyzoite (Croken et al., 2014). Bradyzoite
formation is preceded by a parasite cell cycle shift towards slower growth (Jerome et al., 1998)
and the low virulence isolates of N. caninum have slower in vitro growth rates. Prominent
proteins involved in DNA replication and RNA processing were mainly more abundant in
the group of high virulence isolates with higher growth capacities. It is noteworthy that
DNA polymerase and mRNA capping enzyme were confirmed to be more abundant in high

virulence isolates.

3.4. Concluding remarks

LC-MS/MS analysis has been demonstrated to be a suitable tool to establish protein
variations among N. caninum isolates. In this study, the comparative tachyzoite proteome of
a wide range of well-characterised isolates with differences in virulence confirmed variations
in protein abundance. High virulence isolates showed more abundance in a subset of
secreted proteins that may be involved in virulence, such as a predicted member of the
rhoptry kinase family ROP20 specific for N. caninum or BPK1 and some GRA proteins.
Furthermore, proteins other than classical virulence factors may be implicated in virulence.
For example, a DNA polymerase that was also more abundant in all high virulence isolates
in all comparisons. The role in parasite virulence of candidates highlighted in this work
deserves further investigation. Studies based on reverse genetics would be necessary to

elucidate the role of these proteins in N. caninum virulence in vivo.

Supplementary Materials

Supplementary data to this article can be found online at https://doi.org/10.1016/
j-ijpara.2020.02.003.
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OBJETIVO 2. EVALUACION Y CARACTERIZACION DE
LOS POSIBLES FACTORES DE VIRULENCIA DE
Neospora caninum NCGRA7 Y NCROP40

Las comparaciones transcriptémicas y proteémicas entre aislados de alta y baja viru-
lencia han identificado una mayor expresién/abundancia de un conjunto de genes/proteinas
especificos en aislados de alta virulencia, proponiendo determinadas proteinas como poten-
ciales factores de virulencia. Entre ellas podemos encontrar la proteina de granulos densos
NcGRA7 y la proteina de las roptrias NcROP40, las cuales han sido previamente estudia-
das a lo largo del ciclo litico de N. caninum y como factores vacunales. El objetivo de este
estudio fue evaluar el papel de estas dos proteinas en la virulencia de N. caninum mediante
infecciones experimentales en un modelo de ratéon BALB/c gestante, utilizando parasitos
knockout CRISPR/Cas9 para cada uno de los genes. La delecién de NcGRA7 y NcROP40 se
asocié a una pérdida parcial de virulencia, ya que los ratones infectados con los parasitos
knockout mostraron signos clinicos més leves, menor deteccién y cargas parasitarias en el
cerebro, y menores tasas de mortalidad en comparacién con los infectados con el parasito
de tipo salvaje (Nc-Spain7). Ademas, se registr6 una mejora significativa de los tiempos
medios de supervivencia en las crias de las madres infectadas con los parasitos knockout,
aunque no se detectaron diferencias en las tasas de mortalidad neonatal. En general, los
ratones infectados con los parasitos deficientes en NcGRA7 presentaron los mejores resulta-
dos de reduccion de la virulencia, seguidos por los infectados con los parasitos deficientes
en NcROP40. Estos resultados demuestran la relevancia de NcGRA7 y NcROP40 en la
virulencia de N. caninum en ratones y establecen nuevas areas de investigacién en el campo

de la neosporosis.

Posteriormente, se investigé el papel de estas proteinas en dos modelos in vitro que
utilizan células bovinas diana de la infeccién por N. caninum: los trofoblastos (linea celular
F3) y los macréfago derivados de monocitos de sangre periférica (boM@). El objetivo fue
profundizar en el papel de dichas proteinas en el hospedador diana natural. Para ello, se
comparo experimentalmente la capacidad de proliferacion de las cepas de parasitos mutantes
defectivos con respecto a la cepa salvaje usando ambas poblaciones celulares. En cuanto al
trofoblasto bovino, no se observé ningin cambio en el crecimiento de los parasitos knockout
respecto a la cepa salvaje, ni en la cinética de proliferacién ni en el ensayo de competicion.

Sin embargo, al infectar los macréfagos se observé una disminucion significativa en la
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Neospora caninum NCGRA7 Y NCROP40

capacidad de proliferacion de los parasitos knockout a partir de las 48 horas post-infeccion.
Al estudiar el efecto de la activacién de los boM@ con IFN-y no se observaron diferencias en
el crecimiento de las distintas cepas, inhibiendo el crecimiento tanto de la cepa parental como
de los parasitos mutantes defectivos. El estudio de los niveles de expresion de receptores de
patrones de reconocimiento y de citoquinas mostré una mayor expresion del receptor TLR3
en los boM@ infectados con las cepas knockout respecto a los infectados con la cepa parental,
pudiendo estar implicados en la alteracion de la respuesta inmunitaria del hospedador. No
obstante, las funciones especificas de estas proteinas siguen siendo desconocidas, lo que abre
camino a futuras investigaciones.

En el capitulo 5 y 6 se describen, con mayor detalle, los materiales y métodos, resultados
y discusion del Objetivo 2. El capitulo 5 recoge los resultados del subobjetivo 2.1 (Generacién
de mutantes de N. caninum defectivos en NcGRA7 y NcROP40) y 2.2 (Caracterizacion de
los mutantes defectivos en NcGRA7 y NcROP40 en un modelo murino BALB/c gestante y
no gestante). El capitulo 6 recoge los resultados del subobjetivo 2.3 (Caracterizacion de los
mutantes defectivos en NcGRA7 y NcROP40 en células bovinas diana de la infeccién por
N. caninum). Como la presesente tesis opta a Mencién Internacional, los resultados aqui
presentados han sido redactados en inglés. Los resultados obtenidos de los subobjetivos
2.1 y 2.2 han sido publicados en la revista Pathogens (DOI: 10.3390/pathogens11090998).
Los resultados del subobjetivo 2.3 se han enviado a la revista Veterinary Parasitology y se

encuentran en fase de revision
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CAPITULO

NCGRA7 AND NCROP40 PLAY A ROLE IN THE
VIRULENCE OF Neospora caninum IN A PREGNANT
MOUSE MODEL (OBJECTIVES 2.1 & 2.2)

The intraspecific variability among Neospora caninum isolates in their in vitro behaviour
and in vivo virulence has been widely studied. In particular, transcriptomic and proteomic
analyses have shown a higher expression/abundance of specific genes/proteins in high
virulence isolates. Consequently, the dense granule protein NcGRA7 and the rhoptry protein
NcROP40 were proposed as potential virulence factors. The objective of this study was to
characterize the role of these proteins using CRISPR/Cas9 knockout (KO) parasites in a
well-established pregnant BALB/c mouse model of N. caninum infection at midgestation.
The deletion of NcGRA7 and NcROP40 was associated with a reduction of virulence, as
infected dams displayed milder clinical signs, lower parasite burdens in the brain, and
reduced mortality rates compared to those infected with the wild-type parasite (Nc-Spain7).
Specifically, those infected with the NcGRA7 KO parasites displayed significantly milder
clinical signs and a lower brain parasite burden. The median survival time of the pups
from dams infected with the two KO parasites was significantly increased, but differences in
neonatal mortality rates were not detected. Overall, the present study indicates that the
disruption of NcGRA7 considerably impairs virulence in mice, while the impact of NcROP40
deletion was more modest. Further research is needed to understand the role of these

virulence factors during N. caninum infection.
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CAPITULO 5. NCGRA7 AND NCROP40 PLAY A ROLE IN THE VIRULENCE OF Neospora
caninum IN A PREGNANT MOUSE MODEL (OBJECTIVES 2.1 & 2.2)

1. Introduction

Neospora caninum is an obligate intracellular apicomplexan parasite, phylogenetically
related to Toxoplasma gondii, and the aetiological agent of bovine neosporosis. This disease
is one of the major causes of reproductive failure in cattle worldwide (Dubey & Schares,
2011), resulting in significant economic losses (Reichel et al., 2013). Unfortunately, no
tools are available for the treatment or prophylactic control of bovine neosporosis (Dubey &
Schares, 2011).

The intraspecific biological variability of N. caninum has been widely demonstrated.
Neospora caninum isolates have demonstrated differences in parasite growth in cell culture
(Rojo-Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b) as well
as differences in pathogenicity and vertical transmission in pregnant models in mice (Rojo-
Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a) and cattle
(Rojo-Montejo et al., 2009a; Chryssafidis et al., 2014; Regidor-Cerrillo et al., 2014; Jiménez-
Pelayo et al., 2019b). A positive correlation exists between certain in vitro phenotypes and
in vivo virulence (Regidor-Cerrillo et al., 2011). However, the molecular factors underlying

this variability remain unknown.

Studies of N. caninum population genomics have shown gene copy number variation
among different isolates, but with limited sequence polymorphisms, and a global selective
sweep of a single lineage (Khan et al., 2019a). Moreover, mutational hotspots have been
identified, but the current annotation of the N. caninum genome is incomplete, which pre-
vents assigning functional significance to these hotspots (Calarco et al., 2018). In contrast
to T. gondii, little diversity has been detected at potential antigenic loci (Beck et al., 2009;
Adomako-Ankomah et al., 2014; Lorenzi et al., 2016). In recent years, comparisons between
isolates with different virulence by omic technologies have highlighted differences in pro-
teomic and transcriptomic profiles between isolates (Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo
et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al., 2019a; Rico-San Roman et al., 2020; Regidor-Cerrillo
et al., 2020). These differences provide a list of genes that can be used as a starting point
for identifying factors that may have a key role in explaining such variability. Among
these, dense granule NcGRA7 and rhoptry NcROP40 proteins were highlighted as putative
virulence factors due to their higher expression and abundance in high virulence isolates in

these comparisons.

Rhoptry and dense granules are specialized secretory organelles unique to the phylum
Apicomplexa (Dubremetz et al., 1998) and are linked to parasite cell invasion, intracellular
development, and host response control (Dubremetz & Lebrun, 2012; English et al., 2015;
Hakimi & Bougdour, 2015; Fereig & Nishikawa, 2020). NcGRA7 is an immunodominant
protein in N. caninum (Alvarez-Garcia et al., 2007) that seems to be involved in cell invasion
mechanisms (Aguado-Martinez et al., 2010; Dong et al., 2017). In addition, recent studies in
murine models have shown a partial decrease in the virulence of a mutant deficient in this
protein (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a; Abdou et al., 2022). NcROP40 has been
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less studied, but it may also be involved in the invasion of the host cell (Pastor-Fernandez
et al., 2015b). Furthermore, other rhoptry proteins, such as NcROP16 and NcROP5, have
been described as virulence factors in mice (Ma et al., 2017a,b).

The use of genetic tools for DNA manipulation in N. caninum will help us to unravel the
function of specific genes in host-parasite interactions and pathogenesis. The goal of this
study was to characterize the role of NcGRA7 and NcROP40 proteins through experimental
infections in a well-established BALB/c mouse model for congenital and cerebral neosporosis
(Lopez-Pérez et al., 2008; Arranz-Solis et al., 2015) using CRISPR/Cas9 knockout (KO)

parasites for the two genes.

2. Materials and methods

2.1. Generation of knockout parasites and complemented strains

NcROPA40 was disrupted using the CRISPR/Cas9 system as previously described (Arranz-
Solis et al., 2018). Briefly, specific gRNA sequences targeting the 5 and 3’ regions of the
NcROP40 (ToxoDB ID NCLIV_012920) coding sequence (Table 5.1) were cloned into the
Bsal sites of the pSS013-Cas9 vector (pU6 plasmid, Addgene plasmid #52694) (Sidik et al.,
2014). The pLoxP-mCherry-DHFR plasmid (Addgene Plasmid #70147), which contains the
Toxoplasma DHFR-TS pyrimethamine resistant allele marker, was used as a donor template
(Fig. 5.1A).

Approximately 1—2 x 10 Nc-Spain?7 tachyzoites were cotransfected with the two plas-
mids containing the gRNAs mentioned above, together with the NotI-linearized mCherry-
DHFR-TS plasmid, at a final 5:1 molar ratio as previously described (Arranz-Solis et al.,
2018). Twenty-four hours after transfection, parasite selection was carried out with 10 uM
pyrimethamine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for three passages. Subsequently, indi-
vidual clones were isolated by limiting dilution in 96-well plates and confirmed using PCR by
means of the observation of correct DHFR-T'S integration into the NcROP40 locus (Fig. 5.1A,
Table 5.1). NcROP40-deficient clones (NcAROP40) were also confirmed by Western blot and
immunofluorescence assays (see Sections 2.1.2 and 2.1.3). The NcGRA7-deficient strain
(NcAGRAY7) was generated previously (Arranz-Solis et al., 2018). In both cases, the high
virulence isolate Nc-Spain7 was used as the parental strain. This isolate has a controlled
number of passages in vitro and has been widely characterized in both in vitro and in vivo
models, which makes it an excellent reference isolate.

To generate complemented strains, exogenous copies of the respective genes were inserted
into the uracil phosphoribosyl-transferase (UPRT) locus (NCLIV_056020) (Fig. 5.1B). Since
the UTR regions are not annotated for these genes on ToxoDB, the repair templates were
constructed by amplifying the coding sequences including 1000 bp upstream of the start
codon and downstream of the stop codon (Table 5.1). These amplicons were subsequently
inserted into the multiple cloning site of the universal pUC19 plasmid, generating the
pUC19-NcROP40 and pUC19-NcGRA7 plasmids. Transfections were performed as above

89



CAPITULO 5. NCGRA7 AND NCROP40 PLAY A ROLE IN THE VIRULENCE OF Neospora

caninum IN A PREGNANT MOUSE MODEL (OBJECTIVES 2.1 & 2.2)

Table 5.1: Guide RNAs (gRNAs) and primers used to generate the knockout parasites and complemented strains.

Purpose Primer name Sequence Used for
ROP40 gRNA1 5" GATATTTGCACTCGAATGCT 3’ Disrupt ROP40 gene in 5’ and 3’
NCROP40 ROP40 gRNA2 5 GTCGCGGTGCGTTCAGTGGTG 3/ terminal ends
c
disruption ROP40 Fw (P1) 5" TAAGAACGCATGGCTGACTG 3’ Amplify and sequence the gRNA
p ; targeted region of the ROP40 gene
ROP40 Rv (P2) 5 CGGTTCGGACAAAACGTATAC 3 together with donor template
DHFR Fw (P4) 5 GGCGTGAAGATCTGGGACAA 3’ Amplify and sequence the gRNA
; ; targeted region of the ROP40 gene
DHFR Rv (P3) 5" GCCTGGTATCTTTATAGTCC 3 together with DHFR-TS donor template
UPRT gRNA 5 GCAGGAGGAAAGCATTCTGC 3’ Disrupt UPRT gene in 5’ terminal end
KpnI_ROP40 Fw 5 AGTCGAggtaccGAGTGCATGAGGGAGTTCAAG 3’  Amplify the ROP40 gene with its
NcROP40 and promoters for cloning it into the
NcGRA7 Kpnl ROP40 Rv 5' TCGACTggtaccGCAGTCAGAACCACGTTTTCC 3¢ PUC19-plasmid. The restriction
complementation sequence is shown in lower case
iROP40 Fw (P5) 5 TAAGAACGCATGGCTGACTG 3’ Amplify and sequence the ROP40
iROP40 Rv2 (P6) 5' CGGTTCGGACAAAACGTATA 3’ complemented gene donor template

Kpnl_GRAT7 Fw

5" AGTCGAggtaccAAACACAGGTTCGTTCCTGCC 3

Kpnl_GRA7 Rv

5' TCGACTggtaccTCGAAGCAGAGAGAAGCTTC 3’

Amplify the GRA7 gene with its
promoters for cloning it into the
pUC19-plasmid. The restriction
sequence is shown in lower case

iGRA7 5UTR Fw (P7)

5' TCGCTGTTCCTGTAGGCTTT 3’

iGRA7 3UTR Rv (P8)

5" CTGTCATCTGGGACACGAAA 3’

Amplify and sequence the GRA7
complemented gene donor template
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with minor modifications. The pU6 plasmid containing the gRNA sequence targeting the
5" end of the UPRT coding sequence and the SbfI-linearized pUC19-NcROP40 plasmid or
the EcoRI-HF-linearized pUC19-NcGRAT7 plasmid were cotransfected at a 1:5 gRNA:insert
molar ratio. Complemented parasites were selected with 15 uM 5-fluorodeoxyuridine (FUDR,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) for three passages, and single clones were obtained
by limiting dilution as above. Finally, clones were analysed by PCR, Western blotting, and
immunofluorescence to confirm the presence and expression of NcROP40 and NcGRA7. All
the primers and gRNA sequences used are listed in Table 5.1.
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Figure 5.1: Construction and verification of the knockout and complemented strains by
CRISPR/Cas9. (A) Schematic diagram of NcROP40 gene disruption and the repair template
in Nc-Spain7 (wild-type). Disruption was achieved by employing two guide RNAs (g1 and
g2). The positions of primers used for diagnostic PCR (P1-6) are indicated by arrows. (B)
Schematic diagram of NcROP40 and NcGRA7 complementation of the knockout parasites
by insertion at the UPRT locus. The UPRT gene was disrupted employing one guide RNA
(g1). The positions of primers used for diagnostic PCR (P5-8) are indicated by arrows. UTR,
untranslated region; DHFR-TS, dihydrofolate reductase-thymidylate synthase; LoxP: loxP
sites.

2.1.1. PCR

All PCR reactions were performed using Taq DNA polymerase (Ecogen, Madrid, Spain) in
a 25 pyL reaction mixture containing 5 uL of DNA as a template, following the manufacturer’s
recommendations. For diagnostic PCRs, DNA from single clones was extracted using the
Maxwell®16 Cell LEV DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA). A schematic
representation of the diagnostic PCRs and primers used can be found in Figure 5.1A,B and
Table 5.1.
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2.1.2. Western blot

To assess NcROP40 and NcGRA7 expression, wild-type (WT, Ne-Spain?7 isolate) and
genetically modified strains (KOs and complemented strains) were analysed by Western blot
as previously described (Pastor-Fernandez et al., 2015b). Purified tachyzoites were disrupted
by bath sonication, electrophoresed in 15% acrylamide gels under reducing conditions, and
transferred onto nitrocellulose membranes (GE Healthcare, Chicago, IL, USA; 1.5 x 10°
tachyzoites per well). The antigen-coated membrane was cut into strips, and then the strips
were blocked with TBS-Tween 20 buffer containing 5% (w/v) skimmed milk powder and
incubated with polyclonal antibody (PAb) a-NcROP40 and a-NcGRA7 at a 1:1000 dilution.
After three washes with TBS-Tween 20, goat anti-rabbit IgG monoclonal antibody conjugated
to horseradish peroxidase (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) was used as a secondary
antibody at a 1:10,000 dilution. The strips were washed again, and reactions were developed
using Immobilon Western chemiluminescent HRP (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) as substrate
until signal visualization. Image capturing was performed using a ChemiDoc XRS+ System
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA).

2.1.3. Immunostaining of NcROP40 and NcGRA7

Immunofluorescence imaging was performed following a previously described protocol
(Pastor-Fernandez et al., 2015b). The supernatants of the cell cultures were discarded at 48 h
postinfection (pi), and wells were washed three times with PBS and subsequently fixed with
paraformaldehyde 3%-glutaraldehyde 0.05% or ice-cold methanol for NcGRA7 or NcROP40
staining, respectively. Wells were washed with PBS and cells were blocked and permeabilized
with 300 uL/well of 3% BSA and 0.25% Triton-X 100 in PBS for 45 min at 37 °C, followed by
additional washes with PBS. Then, the cultures were labelled with the monoclonal antibody
(MADb) a-NcSAGT1 (dilution 1:250) as a surface marker (Bjorkman & Hemphill, 1998) and
affinity purified PAb a-NcROP40 (dilution of 1:6) (Pastor-Fernandez et al., 2015b) and
a-NcGRA7 (dilution of 1:6) (Pastor-Fernandez et al., 2016) by incubation for 1 h at 37 °C.
Affinity purified antibodies were prepared from PAbs following standard procedures (Alvarez-
Garcia et al., 2007). After three additional washes with PBS, the cultures were incubated
with Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-mouse IgG and Alexa Fluor 488-conjugated goat
anti-rabbit IgG (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA) as secondary antibodies at a 1:1000
dilution for 1 h at room temperature in the dark and washed three times with PBS. In the
final wash, DAPI stain was included to label the nuclei. Finally, the plates were washed
with distilled water, and the protein location was visualized using an inverte fluorescence

microscope (Nikon Eclipse TE200) at 100x magnification.

2.2. Parasite culture and inoculum preparation

The parasites used in this study were routinely maintained by continuous passage
in a monolayer culture of the MARC-145 cell line and incubated at 37 °C in a 5% CO2
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humified incubator. Cells were cultured in DMEM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
supplemented with 10% heat-inactivated foetal calf serum (FCS; Gibco BRL, Thermo Fisher
Scientific, Paisley, UK) and a mixture of penicillin (100 U/mL), streptomycin (100 ug/mL),
and amphotericin B (Lonza Group, Basel, Switzerland).

Tachyzoites were harvested from culture flasks 3 days pi, when the majority were still
intracellular, using a cell scraper and followed by a single passage through a 25-gauge needle.
Tachyzoite viability and concentration were determined by trypan blue vital exclusion
staining followed by counting in a Neubauer chamber. For the in vivo virulence assays,
tachyzoites were adjusted with PBS to the required dose of 10° tachyzoites in a final volume
of 200 uL per mouse and were inoculated within 30 min of their collection (Arranz-Solis
et al., 2015).

2.3. Mice and ethics statement

A total of 80 female and 48 male 7-week-old BALB/c mice were purchased from Janvier
Labs (Laval, France). The animals were free from common viral, parasitic, and bacte-
rial pathogens according to the results of routine screening analyses performed by the
manufacturer. Mice were housed with ad libitum access to food and water in a controlled
environment with 12-h light and 12-h dark cycles. Animals were used for experimentation
after an acclimatization period of at least 15 days.

Animal procedures were approved by the Animal Welfare and Experimentation Com-
mittee of the Complutense University of Madrid and the Animal Protection Area of the
Community of Madrid, Spain (PROEX 274/16 and 66.7/20) and were performed according to
the corresponding guidelines and the Spanish and UE legislation (Law 6/2013; Royal Decree
118/2021; Directive 2010/63/UE). The use of genetically modified organisms was approved
by the Genetically Modified Organisms Committee, and its manipulation was adjusted to
that described in the current legislation (Law 9/2003; Royal Decree 178/2004; Directive
2009/41/UE). All animals used in this study were handled in strict accordance with practices
made to minimize suffering. As a humane endpoint, severely clinically affected animals
(evident loss of body condition or nervous signs) were euthanized to limit unnecessary

suffering.

2.4. Assays of parasite virulence in mice

Two different experiments were carried out to compare the virulence of the NcAGRA7 and
NcAROPA40 strains with the parental Nc-Spain7 isolate, as described below. In Experiment
1, well-established models for congenital and cerebral neosporosis were used as previously
described (Arranz-Solis et al., 2015; Pastor-Fernandez et al., 2015a). In Experiment 2, the

cellular immune response at the acute stage of infection was determined.
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= Experiment 1
In this experiment, female mice were oestrus-synchronized by the Whitten effect and
were mated for 96 h by housing one male with two females. Day O of pregnancy
was defined as the first day that the females were housed with males. Female mice
were then randomly distributed in groups of 20 mice each. At midgestation (Day 7 of
gestation), mice were subcutaneously challenged with 10° tachyzoites/mouse of the KO
parasites (NcCAGRA7 or NcAROP40), with 105 tachyzoites/mouse of the complemented
parasites iNcAGRA7 or iNcAROP40), with 10° tachyzoites/mouse of the WT isolate
or with 200 pL of sterile PBS (negative control group). Pregnancy was confirmed by
weighing on Days 15-18 of gestation, and pregnant mice were allocated individually for
parturition. Female mice that did not become pregnant were housed in groups of up to
12 mice. Nonpregnant mice, dams, and their offspring were evaluated daily for clinical
signs compatible with neosporosis and mortality. Clinical signs were scored according
to the description from Pastor-Fernandez et al. (2015a). Briefly, depending on the
severity of the clinical signs, the following scores were given: no alterations (score = 0),
ruffled coat/rough hair coats (score = 1), rounded back (score = 2), severe weight loss
(score = 3), and nervous signs (score = 4). Dams and offspring were euthanized in a
COg chamber at 30 days postpartum (pp), while nonpregnant mice were euthanized at
30 days pi. Serum and brain samples from animals that were euthanized or reached

the human end-point were collected and stored at —80 °C.

For the N. caninum congenital model, data on fertility rate, litter size, early pup
mortality, and neonatal mortality were collected. The fertility rate was defined as
the percentage of females that became pregnant. The litter size was defined as the
number of pups delivered per dam. Stillbirth was evaluated as the number of full-term
dead pups at birth, and early pup mortality was defined as the number of dead pups
in the first two days pp. Neonatal mortality was defined as the number of dead pups
from Day 2 to Day 30 pp. The model for cerebral neosporosis was performed with the
dams and females that did not become pregnant at the chronic infection stage (Days
30 pp and 30 pi, respectively) by determining the presence and parasite burden of N.

caninum DNA in the brain.

= Experiment 2
In order to assess the cellular immune responses triggered at the acute stage of
infection, male mice were randomly distributed into four groups of five mice each
and were subcutaneously challenged with 10° tachyzoites/mouse of the WT isolate,
with 10° tachyzoites/mouse of the NcAGRA7 strain, with 10° tachyzoites/mouse of
the NcAROP40 strain or with 200 uL of sterile PBS (negative control group). All
animals were monitored daily. Mice were sacrificed at 5 days pi, and spleen samples
were collected and frozen at —80 °C to determine the expression levels of the pro-

inflammatory cytokines interferon (IFN-y) and tumour necrosis factor (TNF-a) and
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the anti-inflammatory/regulatory cytokines interleukin 4 (IL-4) and interleukin 10
(IL-10) by quantitative real time PCR (RT-qPCR).

2.4.1. Parasite detection and quantification

DNA extraction was carried out from 40 to 100 mg of brain tissue samples using the
Maxwell®16 Mouse Tail DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) following the
manufacturer’s instructions. The concentrations of DNA were determined by spectropho-
tometry using a nanophotometer (NanoPhotomer®, Implen GmbH, Munich, Germany) and
adjusted to 20 ng/uL with molecular-grade water.

Parasite detection and quantification were performed from approximately 100 ng of
extracted DNA by real-time PCR using the 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems,
Foster City, CA, USA) and the commercial kit GoTaq®qPCR Master Mix (Promega, Madison,
WI, USA). Primers targeted the Nc-5 region to quantify parasites and the 28S rRNA gene
to quantify host DNA, as previously described (Collantes-Fernandez et al., 2002). Parasite
burden was calculated by the interpolation of cycle threshold (Ct) values on a standard curve.
The standard curve was designed from the DNA equivalent to 10"1-10° tachyzoites. To
normalize the quantification of the parasite in each sample, a 28S standard curve was also
designed (from 320 ng to 10 ng DNA). The results were expressed as the relation between
the amounts of parasite DNA (number of tachyzoites) and host DNA (100 ng DNA).

2.4.2. Real-Time PCR of cytokine expression

RNA was extracted from approximately 10 mg of each spleen using a commercial
Maxwell®16 LEV simplyRNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA) following
the manufacturer’s recommendations. RNA integrity was analysed using 1% agarose gel
electrophoresis, and RNA concentrations were determined using a NanoPhotometer® Spec-
trophotometer (Implen GmbH, Munich, Germany). Reverse transcription was performed
with the master mix SuperScript® VILO™ c¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen, Paisley, UK)
in 20 uL reactions using up to 2.5 ug of total RNA for the synthesis of cDNA. The obtained
c¢DNA products were diluted 1:20 in molecular-grade water and then diluted 3 times in 4-fold
serial dilutions (1:80; 1:320; 1:1280) and were used in qPCR assays. Real-time PCR was
performed using the 7500 Fast Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA,
USA) with the commercial kit Power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s instructions. Briefly, PCR reactions were
conducted using 12.5 uL of Power SYBR®Green PCR Master Mix (Applied Biosystems,
Waltham, MA, USA), 10 pmol of each primer and 5 uL of diluted cDNA samples. The
primer sequences for cDNA amplification of IFN-y , TNF-a, IL-4, IL-10 and B-actin have
been previously published (Varona et al., 2005; Lopez-Pérez et al., 2010) (Supplementary
Table5.1). All Ct values were normalized to the expression of the housekeeping gene fS-actin,

which exhibited comparable Ct values for all the samples. For relative quantification of gene
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expression, the comparative threshold cycle method was used. The relative n-fold change of
each target cytokine expression, normalized to the endogenous reference and relative to the
control group, is given by 2-22Ct (Livak & Schmittgen, 2001). In addition, the ratio of IFN-y

/IL-10 was calculated as an indicator of Th1/Th2 response modulation.

2.4.3. Humoral immune responses

Serum levels of N. caninum-specific IgG1 and IgG2a isotypes were determined using
ELISA in pregnant and nonpregnant mice (Experiment 1) as previously described (Arranz-
Solis et al., 2015). The 96-well plates were coated with N. caninum soluble tachyzoite
antigen (0.125 pg in 100 uL/well), and ELISA was performed using a 1:100 dilution of
serum samples and an anti-mouse IgG1 or IgG2a peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:5000; Southern Biotechnology, Birmingham, AL, USA). The absorbance was measured
at 405 nm, and the results were expressed as a relative index percentage (RIPC) using the
following formula: RIPC = (OD sample — OD negative control)/(OD positive control — OD
negative control) x100, where OD is the mean value of the optical density. The antibody
isotype balance was evaluated using the IgG1/IgG2a ratio.

2.5. Statistical analysis

All statistical analyses were carried out using GraphPad Prism v.7.0 software (San Diego,
CA, USA). Differences in data on fertility and mortality rates were evaluated using the chi-
square test (XQ) or Fisher’s F test. Neonatal mortality was analysed using the Kaplan-Meier
survival method to estimate the percentage of surviving animals at each time point. The log-
rank (Mantel-Cox) test was applied to compare the survival curves between different groups
and to calculate the median survival time. After testing the samples for normal distribution
with D’Agostino-Pearson test, a one-way ANOVA followed by Tukey’s multiple range test
was used to compare litter size and anti-N. caninum antibody levels. However, differences in
clinical sign scores, parasite burden and cytokine expression levels between groups were
analysed using the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s multiple-comparison test. Finally,
to evaluate whether parasite burden correlated with clinical sign scores, regression analysis
was performed to determine the Pearson correlation coefficient, r, and the strength of the
relationship was expressed as r2. Statistical significance for all analyses was established at
p <0.05.

3. Results

3.1. Successful construction of the NcROP40 knockout and NcROP40 and
NcGRA7 complemented strains

We efficiently disrupted the NcROP40 gene in the Nc-Spain7 isolate by the insertion of a

pyrimethamine resistance cassette (DHFR-TS), as was previously carried out for NcAGRA7
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(Arranz-Solis et al., 2018). PCR and sequencing confirmed the deletion of the NcROP40 gene
and the correct integration of DHFR-TS (Fig. 5.2A). In addition, the absence of expression
of the NcGRA7 and NcROP40 proteins in their corresponding KO was verified by Western
blot and immunofluorescence (Fig. 5.2B,C). Anti-NcGRA7 and anti-ROP40 rabbit sera did
not recognize any band in the KO strains, while the expected bands for NcGRA7 (33 and
18 kDa) and NcROP40 (53 kDa) were detected in the WT strain (Fig. 5.2B). Similar results
were observed by immunofluorescence analyses, and both proteins were only detected in the
WT parasites, either secreted in the parasitophorous vacuole (NcGRAT) or located at the
apical end of tachyzoites (NcROP40) (Fig. 5.2C).

To verify the role of NcGRA7 and NcROP40 in the virulence of the parasite in the
murine model, complemented strains were constructed by reintroduction of the target genes
(NcGRA7 or NcROP40) in the corresponding KO parasites. The parasites were selected
by FUDR treatment and checked by PCR to confirm efficient transfection of NcGRA7 or
NcROP40 (Fig. 5.2A). Western blot and immunofluorescence analyses demonstrated the
expression of the NcGRA7 and NcROP40 proteins in the complemented strains, with levels
of expression comparable to those observed in the WT strain (Fig. 5.2B,C).

The above results demonstrate that the N. caninum-deficient strains (NcAGRA7 and
NcAROP40) and the complemented strains (iNcAGRA7 and iNcAROP40) were successfully

generated.

3.2. Evaluation of NcGRA7 and NcROP40 knockout parasite virulence in

the BALB/c model for congenital and cerebral neosporosis

Data for pregnancy rates, litter size, mortality rates and parasite presence in dams are
summarized in Table 5.2. No significant differences were found among the four groups in
terms of pregnancy rate (p > 0.05, Fisher’s F test) or litter size (p > 0.05, one-way ANOVA).
Pups born to dams infected with either KO parasites significantly prolonged their median
survival times compared to the WT group (p < 0.05, log-rank test; Fig. 5.3). The longest
survival time was observed in the offspring from dams infected with the NcAGRA7 parasites
(15 days), followed by the pups from dams infected with NcAROP40 parasites (12 days) and
finally, pups from the WT group (10 days), although all infected groups reached mortality
rates close to 100% (Table 5.2). The complementation of NcAGRA7 and NcAROP40 parasites
resulted in a restoration of the parasite virulence, as offspring born to dams infected with
the complemented parasites had the same median survival time as those from theWT group,
with no significant difference (p = 0.54, log-rank test).

In dams, clinical signs were observed on the second week pi. Rough hair coats and
apathy were the first signs observed, followed by anorexia, inactivity and nervous signs. In
general, clinical signs of neosporosis were milder in the groups infected with the NcAGRA7
or NcAROP40 parasites, although significant differences were only found between the
NcAGRA7 and WT groups (p < 0.05, Kruskal-Wallis, Dunn’s comparison post-test; Fig. 5.4).
Moreover, dams challenged with KO parasites had lower mortality rates than those infected
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P1-P2  P2P4  PI-P3
(2237bp)  (2665bp) (1004 bp)
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a-NcROP40
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Figure 5.2: Verification of the knockout and complemented strains. (A) Diagnostic PCR
demonstrating the loss of NcROP40 (P1-P2, P5-P6) and the integration and orientation of
the donor template (P2-P4, P1-P3) into the correct locus in the NcROP40 knockout parasite.
Diagnostic PCR demonstrating the integration of NcROP40 (P5-P6) and NcGRA7 (P7-P8) in
the complemented strains. Primers used for PCR are described in Table 5.1 and indicated in
Figure 5.1. (B) Western blotting assessment of NcROP40 and NcGRA7 gene disruption and
complementation by measuring the protein expression levels. Anti-NcROP40 rabbit serum
detected a 53-kDa protein in the WT and complemented strain (iNcAROP40) but not in the
knockout (NcAROP40) strain. A rabbit anti-NcGRA7 antibody detected two major proteins
of 33 and 18 kDa in the WT and in the complemented strain (iNcAGRA7), but not in the
knockout parasite (NcAGRA7). (C) Immunofluorescence staining of Marc-145 cells infected
with different strains of Neospora caninum (WT, knockouts, and complemented strains). The
nuclei were stained with DAPI (blue), and the monoclonal antibody a-Nc¢SAG1 was used as a
control to mark the periphery of the parasites (red). The images above show methanol-fixed
cultures labelled with affinity purified polyclonal antibody a-NcROP40 (green) and the
images below show paraformaldehyde/glutaraldehyde-fixed cultures labelled with affinity
purified polyclonal antibody a-NcGRA7 (green). White arrows indicate the expression or lack
of expression of the proteins NcROP40 or NcGRA7 into the parasitophorous vacuole. Note
that NcROP40 and NcGRA7 protein are detected in the WT and in the complemented strains
but not in the knockout strains. WT, wild type (NcSpain7); NC, negative control; NcAROP40,
NcROP40 knockout parasite; NcAGRA7, NcGRA7 knockout parasite; iNcAROP40, comple-
mented strain of NcROP40 knockout parasite; iNcAGRA7, complemented strain of NcGRA7
knockout parasite.
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Table 5.2: Effect of Neospora caninum infections in BALB/c pregnant dams and their
pups. Mice were subcutaneously infected with 10 tachyzoites of the wild type strain Ne-
Spain7 (WT) or with the knockout strains: NcGRA7 deficient line (NcAGRA7) and NcROP40
deficient line (NcAROP40). One group was inoculated with PBS (Negative control).

Group Fertility Litter Mortality Parasite Early pup Neonatal Median
rate® size® of dams® presence mortality? mortality’  survival

in dams’ time of
brains? pups?®

Negative 8/20 (40%) 5.38 +£2.13 0/8 (0%) 0/8 (0%) 2/42 (4.8%)  0/40 (0%) Undefined

control

WT 15/20 (75%) 4.64 +2.10 7/15(46.6%) 15/15 (100%) 14/65 50/51(98%) 10 days

(21.5%)

NcAGRA7 16/20 (80%) 4.69 +1.74 4/16 (25%) 13/16 11/75 61/64 15 days

(81.25%) (14.7%) (95.3%)

NcAROP40 13/20 (65%) 3.54 +1.61 3/13(23.1%) 13/13 (100%) 8/46 (17.4%) 38/38 (100%) 12 days
“Number of pregnant mice / number of mice mated in the group (percentage).

b Average + SD.

“Number of dead or culled dams before 30 d pp. / number of dams in the group (percentage).

4Number of brain PCR-positive dams / number of dams in the group (percentage).

¢Number of stillborn and dead pups from birth to day 2 / number of born pups in the group (percentage).

fNumber of dead pups from day 2 until the end of the experiment / number of pups alive by day 2 pp. (percentage).
gDay pp at which 50% of pups succumbed to infection.

100

_ Negative control
2
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?

-— e

£ 501 NcAGRA7
S ~— NGAROP40
o

0 T - T L4 1
0 10 20 30

Postpartum days

Figure 5.3: Effect of Neospora caninum infection in the offspring during a period of 30
days pp (postpartum). Kaplan-Meier survival curves of pups from dams infected on Days
7 of pregnancy with 10° tachyzoites from different N. caninum strains and the uninfected
group (negative control, inoculated with PBS). The wild-type (WT) group was challenged
with the Nc-Spain7 isolate, and the NcAGRA7 and NcAROP40 groups were infected with
knockout mutant parasites (deficient in GRA7 and ROP40 proteins, respectively). Each point
represents the percentage of surviving animals on that day, and vertical steps downwards
correspond to observed deaths. Letters a, b, ¢ and d indicate significant differences (p <
0.05, log-rank test). Note that a delay in time to death was observed in groups infected with
mutant parasites compared to the WT group.
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with WT parasites (Table 5.2). Nevertheless, these differences were nonsignificant (p >
0.05, Fisher’s F test). In terms of the detection and quantification of N. caninum DNA,
dams infected with the KO strains showed lower parasite burdens in the brain than dams
from the WT group, but significant differences were found only with those infected with
the NcAGRAY7 parasite (p < 0.05, Kruskal-Wallis, Dunn’s comparison post-test; Fig.5.5A).
Dams with higher parasite loads also presented more severe clinical signs, with a significant
positive correlation between parasite loads in the brain and clinical sign scores (p < 0.0001,
Pearson r = 0.61 r2 = 0.37). Although nonpregnant mice had a lower parasite burden
than the dams, lower parasite burdens were also observed in the groups infected with KO
parasites (NcAROP40 or NcAGRA7) compared to the WT group, but without significant
differences (p > 0.05, Kruskal-Wallis; Fig. 5.5B).
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Figure 5.4: Clinical signs of dams infected with Neospora caninum tachyzoites (10° tachy-
zoites/mouse). The wild-type (WT) group was infected with the Nc-Spain7 isolate, and the
NcAGRA7 and NcAROP40 groups were infected with knockout mutant parasites (deficient
in GRA7 and ROP40 proteins, respectively). The negative control was challenged with PBS.
Scores were based on the detection and severity of clinical signs (0, no alterations; 1, ruffed
coat; 2, rounded back; 3, severe weight loss or 4, nervous signs). Each point represents a
single animal. Significant differences between infected groups are denoted by horizontal
lines and asterisks (* p < 0.05; Kruskal-Wallis Dunn’s comparison post-test).

3.3. Similar cytokine response induced by NcGRA7 and NcROP40
knockout and wild-type parasites during the acute phase of infection

Cytokine expression levels were measured in the spleen of males sacrificed at 5 days
pi. All infected groups showed similar patterns, with higher expression levels of IFN-y and
IL-10 and lower expression levels of TNF-a and IL-4 (Fig. 5.6). In addition, no significant
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Figure 5.5: Cerebral parasite burden at 30 days postinfection in mice infected with 10°
tachyzoites of different Neospora caninum strains and the uninfected group (negative control).
The wild-type (WT) group was challenged with the Nc-Spain7 isolate, and the NceAGRA7 and
NcAROP40 groups were infected with knockout mutant parasites (deficient in GRA7 and
ROP40 proteins, respectively). Each dot represents individual values, and medians are
represented as horizontal lines. Parasite burden in the brain was calculated using real-time
gPCR. (A) Parasite burden in the brains of dams infected on day 7 of gestation. (B) Parasite
burden in the brains of nonpregnant mice. Significant differences between infected groups
are denoted by horizontal lines and asterisks (* p < 0.05, Kruskal-Wallis Dunn’s comparison
post-test).

differences were found between challenged groups for any cytokine (p > 0.05, Kruskal-
Wallis), but higher expression levels of IFN-y and IL-10 were observed in males infected
with KO parasites compared to WT-infected males. The levels of IFN-y and IL-10 were
similar in each infected group, with IFN-y /IL-10 ratios close to 1.

3.4. Humoral immune response induced by NcGRA7 and NcROP40
knockout and wild-type parasites

Significantly higher levels of specific anti-N. caninum IgG1l and IgG2a antibodies were
detected in all infected groups (dams and nonpregnant mice) compared to the negative control
group (p < 0.0001, one-way ANOVA Tukey’s comparison post-test), confirming N. caninum
infection. Dams infected with the NcAGRA7 and NcAROP40 parasites had significantly
reduced IgG1 levels compared to WT (p < 0.005, one-way ANOVA Tukey’s comparison
post-test; Fig. 5.7A). In nonpregnant mice, only those infected with NcAGRA7 parasites
had lower levels of IgG1 compared to the WT group (p < 0.001, one-way ANOVA Tukey’s
comparison post-test; Fig. 5.7B). No significant differences in IgG2a levels were observed

between infected groups, either in dams or nonpregnant mice (p > 0.05, one-way ANOVA).
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Further analysis comparing IgG1/IgG2a ratios showed similar values between KO- and

WT-infected groups.
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Figure 5.6: Cellular immune response in Neospora caninum-infected mice during the acute
phase (5 days postinfection). The wild-type (WT) group was challenged with the Nc-Spain?7
isolate, and the NcAGRA7 and NcAROP40 groups were infected with knockout mutant
parasites (deficient in GRA7 and ROP40 proteins, respectively). Box-plot graphs represent
the cytokine expression in the spleen, the mean (horizontal lines), the lower and upper
quartiles (boxes) and minimum and maximum values (whiskers). Each sample was nor-
malized to f-actin expression and relative to the negative control group. The results are
given by 2722Ct and the comparative threshold cycle method was used. According to the
Kruskal-Wallis test, no significant differences were present between infected groups.
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Figure 5.7: Humoral immune responses in challenged mice at 30 days postinfection. Anti-
N. caninum immunoglobulins (IgG1 and IgG2a isotypes) generated in (A) dams and (B)
nonpregnant mice inoculated with 10° tachyzoites from different N. caninum strains and
the uninfected group (PBS). The wild-type (WT) group was challenged with the Nc-Spain7
isolate, and the NcAGRA7 and NcAROP40 groups were infected with knockout mutant
parasites (deficient in GRA7 and ROP40 proteins, respectively). Bars represent the average
RIPC (relative index percent), and error bars represent standard deviations for each group.
Significant differences between infected groups are denoted by horizontal lines and asterisks
with horizontal lines (*** p < 0.001; ** p < 0.01; * p < 0.05, one-way ANOVA Tukey’s
comparison post-test).
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4. Discussion

The pathogenesis of apicomplexan parasites is largely dependent on host-parasite in-
teractions (Dubremetz et al., 1998; Hemphill et al., 2013). These parasites use specialized
organelles, such as rhoptries and dense granules, to deliver proteins in their surrounding
environment that, in many cases, are able to modulate the host response, allowing parasite
survival and proliferation (Hakimi & Bougdour, 2015; Bradley & Sibley, 2007). In T. gondii,
many of these effector proteins have been described as virulence factors (Dubremetz &
Lebrun, 2012; Boothroyd & Dubremetz, 2008; Zhang et al., 2019; Cesbron-Delauw et al.,
1996). Although the understanding of the pathogenic molecular mechanisms in N. caninum
is not as extensive as in the closely related T. gondii, some rhoptry (ROP16, ROP5) and dense
granule (GRA7, GRA17, GRA6, GRA2) proteins have already been described as virulence
factors in N. caninum (Nishikawa et al., 2018; Ma et al., 2017a,b; Yang et al., 2018; Zhao
et al., 2020; Dong et al., 2021).

Based on transcriptomic and proteomic comparisons between the isolates of different
virulence carried out by our group (Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo et al., 2017, 2018;
Garcia-Sanchez et al., 2019a; Rico-San Roman et al., 2020), we hypothesize that NcGRA7
and NcROP40 proteins could contribute to parasite virulence. In addition, both proteins
have been tested as putative vaccine candidates in mice, showing partial protection against
infection (Pastor-Fernandez et al., 2015a; Vemulapalli et al., 2007; Aguado-Martinez et al.,
2009; Lv et al., 2015).

Gene editing and deletion techniques are useful tools for studying protein functions
in parasites and for better understanding host-parasite interactions. The CRISPR/Cas9
technology was used in N. caninum for the first time in 2018 to generate N. caninum
Gra7 defective parasites, demonstrating that the same constructs developed for the closely
related T. gondii can be employed in N. caninum (Arranz-Solis et al., 2018). In this study,
the NcAROP40 strain was generated following the same approach that was used for the
generation of the NcGRA7-deficient strain (Arranz-Solis et al., 2018). In contrast to other
studies that failed or had very low efficiency disrupting genes in N. caninum using the
tools developed for T. gondii (Yang et al., 2018; Zhao et al., 2020; Dong et al., 2021), we
successfully generated the KO and complemented lines using this system. In addition, we

used the highly virulent and well-characterised isolate Nc-Spain7 instead of Nc-1.

The importance of these proteins in parasite virulence was assayed in the well-established
murine models of neosporosis. Although the role of the NcGRA7 protein in virulence has
already been studied in mice, the models used have been poorly normalized. It has been
widely shown that results in these models are dependent on the mouse breed, parasite isolate,
infection dose, route of administration, and timing of infection during pregnancy. This is
why previous studies have focused on standardizing and refining a pregnant BALB/c mouse
model that could be used in different research groups with similar outcomes (L6pez-Pérez

et al., 2008; Arranz-Solis et al., 2015). This model is sensitive enough to detect differences
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in virulence between N. caninum isolates and can be used to classify them as high, low, or
moderate virulence (Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a). In infections at
midgestation with 10° tachyzoites of Nc-Spain7, neonatal mortality and vertical transmis-
sion rates are expected to be close to 100%, with a high proportion of dams often developing

severe clinical signs and mortality rates of approximately 40% (Arranz-Solis et al., 2015).

The deletion of both NecGRA7 and NcROP40 genes resulted in a reduced virulence in pups
born from dams infected with the respective KO parasites, as their median survival times
were significantly higher compared to that observed in the offspring from dams challenged
with the WT parasite. These differences were not observed between the pups born to dams
infected with the complemented strains and those from the WT group, supporting the role
of NcGRA7 and NcROP40 in parasite virulence. The longest median survival time was
recorded in the group infected with NcAGRA7 parasites. However, offspring survival rates
were similar in all infected groups, less than 5%, and almost all infected pups died. Vertical
transmission was not analysed, but according to previous findings, the brains from pups that
succumbed to infection were assumed to be N. caninum PCR-positive (Dellarupe et al., 2014b;
Arranz-Solis et al., 2015; Pastor-Ferndndez et al., 2015a), suggesting vertical transmission
close to 100%. The virulence reduction of these KO parasites was also observed in dams
infected with these lines, with lower mortality rates and milder clinical signs. This largely
reflects what was observed in the pups, with the group infected with the NcAGRA7 having

the mildest clinical signs and the lowest mortality rate.

Parasite load has proven to be a good indicator of parasite pathogenicity, with a posi-
tive correlation between the presence of clinical signs and severity of lesions and parasite
burdens in the brain (Collantes-Fernandez et al., 2004, 2006a; Long et al., 1998). In this
study, we also observed such a correlation. Dams infected with NcAGRA7 had a significantly
lower parasite burden than those infected with the WT. Additionally, in nonpregnant mice,
we observed a lower parasite burden in the groups infected with the deficient parasites,
but without significant differences. This is probably linked to the fact that pregnant mice
are more susceptible to infection, presumably due to the regulation of immunity during
pregnancy (Aguado-Martinez et al., 2009; Kano et al., 2005; Quinn et al., 2004), and dif-
ferences in virulence between isolates are easier to observe (Regidor-Cerrillo et al., 2010;
Pastor-Fernandez et al., 2015a; Aguado-Martinez et al., 2009; Pereira Garcia-Melo et al.,
2010; Marugan-Hernandez et al., 2011a), corroborating that it is a more sensitive model

than that of nonpregnant mice.

Previous studies have also reported lower mortality rates and lower parasite loads in
the brains of mice infected with the NcGRA7-deficient strain than in those infected with the
parental Nc-1 strain (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a). In contrast, Abdou et al.
(2022) reported higher mortality rates and similar parasite burdens in the brains of dams
infected with the NcGRA7-deficient strain and its parental strain Nc-1 isolate. Nevertheless,
they also observed decreased virulence in pups born to dams infected with NecGRA7-deficient

parasites, with a lower vertical transmission of the KO parasite (70%) and a higher offspring
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survival rate (50%). The differences observed in our work could be due to the time of
infection (3.5 days vs. 7 days of pregnancy), the strain used for the KO generation (Nc-1 vs.
Nc-Spain7) and the mouse breed (C57BL/6 vs. BALB/c); thus, comparisons between studies
should be made with caution. Infection at midgestation (Day 7) leads to higher morbidity,
mortality, and vertical transmission rates in pups than infection at early or late gestation,
while infection at late gestation produced the lowest vertical transmission (Lépez-Pérez
et al., 2008). Differences among pregnancy periods could be a consequence of the degree of
placenta development and embryo implantation. At early gestation, V. caninum may not
reach the foetus because implantation has not yet occurred. At midgestation the embryo
is already implanted (day 4.5) and the placenta is not completely developed and, at late
gestation the placenta is completely developed acting as a barrier (Lopez-Pérez et al., 2008).
This could explain the higher mortality rates observed in our work. Moreover, unlike the
high virulent isolate Nc-Spain7, Nc-1 is an isolate with an uncontrolled high number of
passages in cell culture and prolonged cell culture maintenance can attenuate virulence of
N. caninum in vivo (Bartley et al., 2006). Nc-1 isolate is classified as moderate-virulence, but
the results across studies are inconsistent with survival rates of infected mice ranging from
near 100% (Abdou et al., 2022; Collantes-Fernandez et al., 2006a) to below 40% (Nishikawa
et al., 2018; Wang et al., 2021a). All these differences demonstrate the importance of using a

well-established model and a characterized isolate that provides reproducible results.

To date, no studies have been conducted on NcROP40-deficient parasites, but other
rhoptries, such as NcROP5 and NcROP16, have been shown to play an important role in
virulence in mice, and parasites deficient in these proteins also displayed lower parasite
loads in the brain (Ma et al., 2017a,b). The lower virulence of groups infected with the
deficient strains may be due to a defect in some critical step of the lytic cycle or to a different
regulation of immunity. It has been reported that NecGRA7 and NcROP40 may play important
roles during tachyzoite invasion (Aguado-Martinez et al., 2010; Pastor-Fernandez et al.,
2015b). NeROP40 mRNA levels are higher during the invasion phase (6 h pi) and during
the egress-reinvasion phase (56 h pi) (Pastor-Fernandez et al., 2015b) and both proteins are
more abundant in isolates with higher invasion rates at 8 h pi (Regidor-Cerrillo et al., 2011;
Dellarupe et al., 2014b; Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo et al., 2018; Rico-San Roméan
et al., 2020). Moreover, studies using NcGRA7-deficient and -nondeficient parasite lines
have shown an altered modulation of the immune response (Nishikawa et al., 2018; Wang
et al., 2021a), which could contribute to parasite survival, such as the higher clearance of the
NcGRA7-deficient parasites by macrophages compared to the parental strain (Wang et al.,
2021a). In T. gondii, this protein forms a complex with ROP5/ROP18 and regulates the
ROP18-specific inactivation of the immunity-related GTPase Irga6 (Hermanns et al., 2016;
Alaganan et al., 2014). In N. caninum, Wang et al. (2021a) also reported that infection with
NcAGRAY7 parasites resulted in a higher recruitment of Irga6 to the parasitophorous vacuole
membrane. For ROP40, studies in T. gondii using a TgROP40-deficient strain showed no

differences in growth in vitro and virulence in mice compared to the parental strain (Wang
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et al., 2017) but exhibited a reduced cyst burden in the brain (Fox et al., 2016). TgROP40
is differentially expressed during the biological cycle, with higher expression during the
tachyzoite and sporulated oocyst stage, and may play different roles during different life
cycle stages (Wang et al., 2017). However, there are no similar studies on N. caninum and
the molecular role of ROP40 remains unclear.

In terms of the humoral immune response, pregnant mice infected with KO parasites had
significantly lower IgG1 levels than those challenged with WT parasites. The predominance
of IgG1 is usually associated with a Th2 response (Liew, 2002), which likely contributes
to a more efficient multiplication of the parasite in host tissues (Kano et al., 2005; Long
& Baszler, 2000). This is in line with the results that we obtained, where dams infected
with the NcAGRA7 strain had the lowest IgG1 levels and the greatest reduction in viru-
lence, while WT-infected dams had the highest IgG1 levels and parasite loads. However,
the cytokine production did not appear to result in a strong modulation of the immune
response, as no significant differences were observed between infected groups, although
certain patterns were discernible. The Thl-type immune response, characterized by the
production of proinflammatory cytokines such as IFN-y and IL-12, is essential for limiting
parasite multiplication (Long et al., 1998; Hemphill et al., 2006; Quinn et al., 2002b; Baszler
et al., 1999). In our study, mice infected with KO parasites had higher IFN-y levels, with
the group infected with the NcAROP40 parasite having the highest production. The levels
of IL-10 in the infected groups were similar to those of IFN-y, with a balanced Th1/Th2
response. Abdou et al. (2022) also reported similar expression levels of cytokines in the
spleens of animals infected with NcGRA7-deficient parasites and WT parasites, but other
studies found lower IFN-y levels in mice infected with parasites deficient in NcGRA7 than
in mice infected with the parental strain Nc-1 (Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a).
Further research in this field is needed to elucidate the role of these proteins in the immune
response and in cytokine production.

In the present study, we demonstrated that NcGRA7 is a virulence factor in N. caninum
using a well-established pregnant BALB/c mouse model. In addition, we described NcROP40
as a new virulence factor in N. caninum. The lack of these proteins may cause defects in the
invasion and replication capacity of mutant parasites, in the ability to cross barriers such as
the placenta and the blood-brain barrier, or in the immune response evasion/stimulation
mechanisms. All these questions provide new avenues for research. Further studies are

needed to clarify the function of these proteins during N. caninum infection.
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Supplementary Materials

The following supporting information can be downloaded at: https://www.mdpi.com
/article/10.3390/pathogens11090998/s1, Table S1: Sequences of primers used for
cytokine real-time PCR (qPCR).

Supplementary Table 5.1: Sequences of primers used for cytokine real-time PCR (qPCR).

Gene Forward primer Reverse primer Reference
p-actin  5'-GGCACCACACCTTCTACAATG-3' 5 - TGGATGGCTACGTACATGGCTG-3'  Varona et al., 2005
IFN-y 5 - TGAAAATCCTGCAGAGCCAGAT-3’ 5-AGCTCATTGAATGCTTGGCG-3’ Varona et al., 2005
IL4 5'"TGACGGCACAGAGCTATTGATG-3' 5-TTCTTCGTTGCTGTGAGGACG-3’ Varona et al., 2005
IL10 5-AGGCGCTGTCATCGATTTCTC-3' 5 -TGGCCTTGTAGACACCTTGGTC-3'  Varona et al., 2005
TNFa 5-CTGTAGCCCACGTCGTAGC-3' 5 -TTGAGATCCATGCCGTTG-3' Lépez-Pérez et al., 2010
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CAPITULO

CHARACTERIZATION OF Neospora caninum
VIRULENCE FACTORS NCGRA7 AND NCROP40 IN
BOVINE TARGET CELLS (OBJECTIVE 2.3)

Bovine neosporosis is one of the major causes of reproductive failure in cattle world-
wide, and differences in virulence between isolates have been widely shown. However, the
molecular basis and mechanisms underlying virulence in Neospora caninum are mostly
unknown. Recently, we demonstrated the involvement of NcGRA7 and NcROP40 in the
virulence of N. caninum in a pregnant murine model using single knockout mutants in
these genes generated by CRISPR/Cas9 technology. In this study, the role of these proteins
was investigated in two in vitro models using bovine cells: trophoblast (F3 cell line) and
monocyte-derived macrophages (BoM@). The proliferation capacity of the single knockout
mutant parasites was compared to the wild-type strain, the Nc-Spain7 isolate, using both cell
populations. For the bovine trophoblast, no differences were observed in the growth of the
defective parasites compared to the wild-type strain, neither in the proliferation kinetics nor
in the competition assay. However, in naive boM@, a significant decrease in the proliferation
capacity of the mutant parasites was observed from 48 h pi onwards. Stimulation of boM@
with IFN-y showed a similar inhibition of tachyzoite growth in defective and wild-type
strains in a dose-dependent manner. Finally, boM@ infected with knockout parasites showed
higher expression levels of TLR3, which is involved in pathogen recognition. These results
suggest that NcGRA7 and NcROP40 may be involved in the manipulation of innate immune
defence mechanisms against neosporosis and confirm the usefulness of boM{@ model for the
evaluation of N. caninum virulence mechanisms. However, the specific functions of these

proteins remain unknown, opening the way for future research.
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1. Introduction

Bovine neosporosis is one of the main causes of abortion in cattle worldwide (Dubey &
Schares, 2011; Lindsay & Dubey, 2020), involving significant economic losses to the beef
and dairy industries (Reichel et al., 2013). This disease is caused by Neospora caninum, an
apicomplexan cyst-forming protozoan closely related to Toxoplasma gondii, with dogs serving
as the definitive host and cattle as the main intermediate host (Dubey et al., 2007). The
transmission of N. caninum in cattle may occur by ingestion of sporulated oocysts (horizontal
transmission) or transplacental transmission during pregnancy (vertical transmission) by
dissemination of tachyzoites from the infected dam to the foetus (Williams et al., 2009;
Dubey et al., 2007). The main outcomes of congenital infection are either abortion or birth of
a healthy but persistently infected calf and are in part determined by N. caninum isolate
virulence (Rojo-Montejo et al., 2009a; Regidor-Cerrillo et al., 2014; Jiménez-Pelayo et al.,
2019b). However, the molecular mechanisms and factors underlying parasite virulence and

disease outcome remain mostly unknown.

Comparative transcriptomics and proteomics studies among isolates of different virulence
have revealed several parasite effectors that are potentially related to V. caninum virulence
(Regidor-Cerrillo et al., 2012; Horcajo et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al., 2019a; Rico-
San Roman et al., 2020; Regidor-Cerrillo et al., 2020). Recently, the dense granule protein
NcGRA7 and the rhoptry protein NcROP40 were identified as virulence factors since their
deletion (by CRISPR/Cas9 genome editing) was associated with a reduction in virulence in a
pregnant mouse model (milder clinical signs, lower parasite burdens in the brain, reduced
mortality rates, lower vertical transmission rates and longer median survival time of the
pups) (Rico-San Roman et al., 2022; Abdou et al., 2022). NcGRA7 and NcROP40 proteins play
an important role during different phases of the lytic cycle of N. caninum (Aguado-Martinez
et al., 2010; Pastor-Fernandez et al., 2015b). In addition, studies using NcGRA7-deficient
parasites have shown altered modulation of the immune response (Nishikawa et al., 2018;
Wang et al., 2021a), which could contribute to the higher clearance of the NcGRA7-deficient

parasites by murine macrophages compared to the parental strain (Wang et al., 2021a).

Murine infections are the most frequently used models to assess potential parasite
virulence factors but may not be suitable for investigating the mechanisms underlying
the interactions between N. caninum and its natural host (Gazzinelli et al., 2014; Novak,
2014). Recently, in vitro models using bovine target cells have been shown to be appropriate
and informative for studying phenotypic traits that are predictive of in vivo virulence
(Garcia-Sanchez et al., 2019b, 2020; Jiménez-Pelayo et al., 2017, 2019b; Horcajo et al., 2017).
Some of the cells used in these models were the bovine trophoblast (epithelial surface of
foetal cotyledons) and bovine monocyte-derived macrophages (boM@), in which N. caninum
tachyzoites were able to invade, multiply, proliferate and regulate the host immune response
in an isolate-dependent manner (Jiménez-Pelayo et al., 2017; Garcia-Sanchez et al., 2019b).

In fact, in vitro tachyzoite proliferative capacity in those cells was one of the main traits
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associated with the N. caninum virulence phenotype observed in the murine model.

The aim of this study was to investigate the effect of deletion of NcGRA7 or NcROP40 on
parasite growth and on immune response modulation in selected bovine target cells. The
use of bovine trophoblast and boM@ as infection target cells was considered a good approach
to investigate the phenotypes of NcAGRA7 or NeAROP40 strains and to explore whether

these parasite genes could be N. caninum virulence factors in the bovine host.

2. Materials and methods

2.1. Ethics statement

Animal handling and sampling were carried out in accordance with Spanish and Euro-
pean Union legislation under good clinical practices (Law 6/2013; Royal Decree 118/2021;
Directive 2010/63/UE). All procedures were approved by the Animal Welfare and Experimen-
tation Committee of the Complutense University of Madrid and the Animal Protection Area
of the Community of Madrid, Spain (PROEX 274/16 and 66.7/20). All efforts were made to
minimise suffering.

The use of genetically modified organisms was approved by the Genetically Modified
Organisms Committee, and its manipulation was adjusted to that described in the current
legislation (Law 9/2003; Royal Decree 178/2004; Directive 2009/41/UE).

2.2. Parasites and cell cultures

The parasites used for this study were the high-virulence N. caninum isolate Nc-Spain7
(wild-type strain, WT) and the parasites defective in the NcGRA7 and NcROP40 genes
(NcAGRA7 and NcAROP40 strains, respectively). Complemented strains for these genes
were also used (iNcAGRA7 and iNcAROP40 strains) to verify the effect of the knockout
(KO) strains. Both KO parasites were previously generated by deleting the target gene and
introducing the DHFR-TS pyrimethamine resistance cassette in its place using CRISPR/Cas9
technology (Arranz-Solis et al., 2018; Rico-San Roman et al., 2022). Complemented strains
were also generated by CRISPR/Cas9 methodology (Rico-San Roman et al., 2022).

Tachyzoites from the different N. caninum strains were routinely maintained in a
monolayer of the MARC-145 cell line and cultured in Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) supplemented with 10% heat-inactivated
foetal calf serum (FCS; Gibco BRL, Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK), penicillin (100
U/ml), streptomycin (100 pg/ ml) and amphotericin B (0.25 pg/ ml) (Lonza Group, Basel,
Switzerland) in 5% CO9 and 37°C, as previously described (Regidor-Cerrillo et al., 2011).
Parasites were passaged onto new cell monolayers every 3 days.

Tachyzoites used for all in vitro studies were harvested from 3-day growth cultures,
when the majority of the parasites were still within parasitophorous vacuoles and purified
using PD-10 Desalting Columns (G.E. Healthcare, Buckinghamshire, UK) as described
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previously (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Jiménez-Pelayo et al., 2017; Garcia-Sanchez et al.,
2019b). Trophoblast cells or boM@ were infected within 1 h of parasite harvest to minimise
their loss of viability and preserve their invasion capacities. Parasite viability was checked
by trypan blue exclusion, which was also exploited to quantify the tachyzoite concentration
using a Neubauer chamber.

The bovine trophoblast cell line (F3) was kindly supplied by Dr. Pfarrer (University
of Veterinary Medicine Hannover, Hannover, Germany) and maintained as previously
described (Jiménez-Pelayo et al., 2017; Hambruch et al., 2010). In brief, cells were grown in
flasks containing properly supplemented DMEM/Ham’s F12, incubated at 37°C/5% COq and
transferred onto a new flask once a week.

BoM@s were generated from peripheral blood collected from a healthy Holstein dairy
cow following the protocol described by Garcia-Sanchez et al. (2019b). Briefly, monocytes
were isolated from blood mononuclear cells (PBMCs) by positive selection using anti-human
CD14 antibody-conjugated microbeads (Miltenyi Biotec Ltd., Bisley, UK) and seed into 6-well
culture plates. Monocytes were cultured in RPMI 1640 medium supplemented with 10%
heat inactivated FCS, penicillin (100 U/mL), streptomycin (10 mg/mL) (Lonza Group, Basel,
Switzerland) and 50 uM B-mercaptoethanol (Merck Millipore, Burlington, MA, USA) and
incubated with 100 ng/ml recombinant bovine GM-CSF (Kingfisher Biotech Inc, St. Paul,
MN, USA) at 37°C and 5% COg for 5 days. Then, cells were harvested, counted and reseeded
in appropriate culture plates for each assay and incubated for 24 h prior to parasite infection

to reduce possible cellular stress due to handling.

2.3. In vitro assays in the F3 bovine trophoblast cell line
2.3.1. Proliferation kinetics assays

The proliferation kinetics of WT, NcAGRA7 and NcAROP40 in F3 cells were determined
by quantifying the number of tachyzoites at specific times (8, 24, 36, 48, 60 and 72 h
post-infection, pi) by real-time PCR (qPCR), as previously described (Jiménez-Pelayo et al.,
2017). F3 cells were seeded into 24-well culture plates at a density of 2 x 10 cells/well and
infected using a multiplicity of infection (MOI) of 2. Then, the cultures were maintained
at 37°C in 5% COq. The samples were collected at the time points mentioned previously
by adding 200 ul of PBS, 180 ul of lysis buffer and 20 ul of proteinase K (Qiagen, Hilden,
Germany) to each well; transferred to a microcentrifuge tube; and frozen at -80 °C until DNA
extraction. The number of tachyzoites was then quantified by qPCR (see section 2.5). For
each measurement, eight replicates obtained from three independent experiments were used.
The doubling time (Td), defined as the period required for a tachyzoite to duplicate during
the exponential multiplication period (excluding the lag phase and egression period), was
determined by applying nonlinear regression analysis and an exponential growth equation
to each experiment (Regidor-Cerrillo et al., 2011). The Td for each isolate is presented as the

average value obtained from all the determinations that revealed a R? = 0.9.
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2.3.2. Growth competition assay

A growth competition assay (Saeij et al., 2008) was performed to determine if the in
vitro growth capacity of the NcAGRA7 or NcAROP40 strains was impaired in bovine tro-
phoblast cells. F3 cells were seeded into 6-well and 12-well culture plates at a density of
8 x 10 cells/well and 4 x 10* cells/well, respectively. Equal amounts of tachyzoites from
NcAGRA7 or NcAROP40 strains and the WT strain (Nc-Spain7) were mixed and inocu-
lated into 6-well plates, generating two different mixed parasite populations (NcAGRA7
+ WT; NcAROP40 + WT). Parasites were maintained in co-culture for 6 passages in 6-
well plates at a dose of 10? tachyzoites/well. To determine the fitness of KO parasites
against the WT, mixed parasite populations were monitored at passage 0, 1, 3 and 6 by
immunofluorescence (IFAT) staining. At these passages, 12-well plates were infected with
100 tachyzoites/well of the co-cultures and maintained with medium containing 10 uM
pyrimethamine (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) and without pyrimethamine. In
wells with pyrimethamine, only KO parasites grew, while in wells without pyrimethamine,
both KO and WT parasites grew. At 60 hours pi, the 12-well plates were fixed with 3%
paraformaldehyde - 0.05% glutaraldehyde, and parasites were stained by a single IFAT as
described in section 2.6. Total parasite events (parasitophorous vacuoles and lysis plaques)

were counted in each well and the proportion of KO parasites in the population was calcu-

number of parasite events in wells with pyrimethamine
number of parasite events in wells without pyrimethamine

repeated three independent times.

lated as follows: x 100. Experiments were

2.4. In vitro assays in bovine monocyte-derived macrophages
2.4.1. Determination of proliferation kinetics in naive macrophages

The proliferation kinetics of WT, NcAGRA7 and NcAROP40 parasites in naive boM@
were determined by quantifying the number of tachyzoites at specific times (8, 24, 36, 48,
60 and 72 h pi) by qPCR, as previously described (Garcia-Sanchez et al., 2019b). BoM@
were cultured in 24-well culture plates at a density of 10° cells/well and infected using a
MOI of 2. Then, the cultures were maintained at 37 °C in 5% CQOg, and the samples were
collected as explained previously for trophoblast cells (see section 2.3.1.) and kept at - 80 °C
until DNA extraction. For each measurement, 12 replicates obtained from two independent
experiments were used. The Td for each strain was also calculated as described previously
(Regidor-Cerrillo et al., 2011). In parallel, infected boM@ at different times were cultured
in coverslips and labelled using double-immunostaining (see section 2.6) to microscopically
observe the proliferation kinetics of the three strains. The growth of the complemented
strains (iNcAGRA7 and iNcAROP40) was analysed at 48 h pi.
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2.4.2. Parasite susceptibility to IFN-y-mediated growth inhibition in bovine

monocyte-derived macrophages

BoM®@s were seeded into 24-well culture plates at a density of 108 cells/ well, stimulated
6 h later with different doses of IFN-y (0.1, 1, 10 and 100 ng/ mL; Kingfisher Biotech Inc, St.
Paul, MN, USA) and incubated at 37 °C and 5% CQOs. After 24 h, cells were infected at an
MOI of 2 with WT, NcAGRA7 and NcAROP40 tachyzoites. At 48 h pi, samples were collected
and stored at -80 °C until DNA extraction. Tachyzoite yield (TY) was then calculated by
quantifying the number of tachyzoites by qPCR. For each dose, boM@s obtained from at
least two independent experiments were used and more than 12 replicates per dose were

analysed.

2.4.3. Analysis of pattern recognition receptors and cytokine expression in

bovine monocyte-derived macrophages

The mRNA expression levels of pattern recognition receptors (PRRs; TLR-2, TLR-3, TLR-
8, TLR-9 and NOD2), pro-inflammatory cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-12p40 and TNF-a)
and the regulatory cytokine IL-10 were determined by quantitative reverse-transcription
real-time PCR (RT-qPCR) in boM@ infected with the WT, NcAGRA7 and NcAROP40 strains.
BoM@ were seeded into 6-well culture plates at a density of 3 x 108 cells/ well and infected
using an MOI of 2. Samples were collected at 8 h pi and resuspended in 300 uL of RNAlater
(Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK) as previously described (Garcia-Sanchez et al., 2020).
Analysis was performed on 5 replicates obtained from two independent experiments. RNA
was extracted using the commercial Maxwell®16 LEV simplyRNA Purification kit (Promega,
Madison, WI, USA) following the manufacturer’s recommendations. RNA integrity was
checked by 1% agarose gel electrophoresis, and RNA concentrations were determined using
a spectrophotometer (Nanophotomer®; Implen GmbH, Germany). Reverse transcription was
performed with the master mix SuperScript® VILO™cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, Paisley,
UK) using up to 2.5 ug of total RNA. Real-time PCR was performed using the 7500 Fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) and Power SYBR®Green
PCR Master Mix (Applied Biosystems, Waltham, MA, USA) following the manufacturer’s
instructions. The primers used were previously described (Jiménez-Pelayo et al., 2020) and
can be found in supplementary table S16.1. f-Actin and GAPDH were used as housekeeping
genes, obtaining comparable Ct values for all the samples. The relative quantification of gene
expression levels (n-fold change), normalized to the endogenous reference and relative to the
control group (WT), was carried out by the comparative threshold cycle method 27AACK[ivak
& Schmittgen, 2001).

2.5. DNA extraction and parasite quantification by real-time PCR

DNA extraction was carried out using a DNeasy® Blood & Tissue Kit (Qiagen, Hilden,

Germany) according to the manufacturer’s instructions. Concentrations of DNA were deter-
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mined by spectrophotometry using a NanoPhotometer® (Implen GmbH, Munich, Germany)
and adjusted to 20 ng/uL. Quantification of N. caninum tachyzoites was performed from 100
ng of extracted DNA by qPCR using a 7500 Fast Real- Time PCR System (Applied Biosys-
tems, Foster City, CA, USA) and GoTaq® qPCR Master Mix (Promega, Madison, WI, USA).
Primers targeting the Nc-5 region were used as previously described (Collantes-Fernandez
et al., 2002). Finally, the number of tachyzoites was calculated by interpolating the Ct values
on a standard curve that was designed from DNA equivalent to 107! — 10* N. caninum

tachyzoites.

2.6. Immunofluorescence staining

For infected trophoblast cells, single immunofluorescence staining was performed as
previously described (Jiménez-Pelayo et al., 2017). Briefly, parasites were stained using a
hyperimmune rabbit antiserum against N. caninum tachyzoites (1:1000 dilution;Alvarez-
Garcia et al., 2003) and Alexa Fluor 594-conjugated goat anti-rabbit IgG (1:1000 dilution;
Life Technologies, Carlsbad, CA, USA); nuclei were labelled with a solution of 1:10000 DAPI
in PBS.

For infected boM@s, double immunofluorescence staining was performed as described
elsewhere (Garcia-Sanchez et al., 2019b). After permeabilization with Triton X-100, parasites
were stained using hyperimmune rabbit antiserum against N. caninum tachyzoites (1:1000
dilution; Alvarez-Garcia et al., 2003) and Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG
(1:1000 dilution; Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Then, Alexa Fluor-594 phalloidin
(Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK) was used to label the F-actin filaments of boM@.
Nuclei were stained with a solution of 1:10000 DAPI in PBS, and the coverslips were
embedded in Prolong (Thermo Fisher Scientific, Paisley, UK).

For each condition, coverslips were photographed using an inverted fluorescence micro-
scope (Nikon Eclipse TE 200, Chiyoda, TYO, Japan) at a magnification of 100x, the pco.panda
4.2 sCMOS camera (Excelitas PCO GmbH, Kelheim, Germany) and the NIS-Elements BR
software (Nikon, Chiyoda, TYO, Japan).

2.7. Statistical analysis

All statistical analyses and graphical illustrations were generated using GraphPad
Prism v.7.0 software (San Diego, CA, USA). Differences in the proportion of KOs over time
in the competition assay in F3 cells were analysed with repeated measures one-way ANOVA
followed by Tukey’s multiple comparisons test. The results of the intracellular proliferation
assays (in both F3 cells and naive or IFN-y-stimulated boM@s) and cytokine expression were
analysed using one-way ANOVA test. When statistically significant differences were found,
Dunnett ’s multiple-comparison test was applied to examine possible pairwise comparisons.

Statistical significance for all analyses was established at p < 0.05.
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3. Results

3.1. Deletion of NcGRA7 and NcROP40 has no impact on lytic cycle

progression in bovine trophoblast cells

Neither of the KO parasites showed different proliferation kinetics than WT parasites.
For all three strains, we observed exponential growth from 8 h pi to 72 h pi, with no
significant differences at any specific time (p > 0.5, one-way ANOVA test) (Fig. 6.1A). There
were also no significant differences in the Td values of the different strains tested (p > 0.5,
one-way ANOVA test), although NcAGRA7 (Td = 7.69 +0.33) and NcAROP40 (7.46 +1.67)
parasites showed slight delays compared to WT (6.02 + 0.39). To rule out possible minor
impacts on parasite fitness in trophoblast F3 cells, competition assays were also carried out
by growing the KO strains in competition with the WT strain. The competition assay was
initiated with equal number of WT and KO parasites and kept in coculture for 6 passages
(21 days), during which the proportion of KOs was determined every week at passages 0,
1, 3 and 6. This assay did not identify any significant differences in the proportion of KOs
(NcAGRA7 and NcAROP40) over the time (p > 0.05; Repeated measures one-way ANOVA
test), remaining close to 50% and suggesting that deletion of NcGRA7 and NcROP40 does

not induce any fitness impairment in parasites infecting F3 cells (Fig. 6.1B).

3.2. NcAGRA7 and NcAROP40 strains show fitness defects in naive bovine

macrophages

The naive boM@ model was used to study the growth of the different strains under the
pressure of innate immunity. In naive boM@, both KO strains showed similar proliferation
kinetics to WT, showing exponential growth from 24 h to 48 h pi (Fig. 6.2A). In addition,
all strains had similar Td values (WT: 8.68 + 1.53; NcAGRA7: 8.67+1.61 and NcAROP40:
8.99+0.06; p > 0.05, one-way ANOVA test). However, from 48 h pi onwards, KO strains
showed significantly lower tachyzoite numbers than WT parasites (p < 0.05; one-way ANOVA
test, Dunnett’s comparison post- test) (Fig. 6.2A). Microscopic examination of infected cell
cultures subjected to immunostaining at different time points showed that cells were already
infected with all the strains at 8 h pi (Fig. 6.2B). However, considering the phagocytic
nature of boM@ and that parasite multiplication does not start until 24 h pi, it was not
possible to distinguish between active parasite invasion and phagocytosis, which precludes
the comparison between the invasion rates of the different strains tested. Multiplication
began for all strains at 24 h pi, with the parasitophorous vacuoles reaching their largest
sizes at 48 h pi. At this time-point, slight differences in the parasitophorous vacuole sizes
between and within strains could be observed by microscopic examination, but the size of
parasitophorous vacuoles was not measured. Between 60 and 72 h pi, the rupture of host
cells and egress of tachyzoites were observed in all strains, with no differences in egress time.
To validate the role of NcGRA7 and NcROP40 deletion on parasite fitness, we quantified
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tachyzoite numbers by qPCR at 48 h pi in cells infected with WT and complemented strains,
finding no significant differences ((p > 0.05; one-way ANOVA test). This indicates that
complementation with NcGRA7 and NcROP40 is sufficient to restore parasite fitness.
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Figure 6.1: Analyses of parasite fitness in trophoblast cell line F3. A: Proliferation kinetics
over time of the parental strain Nc-Spain7 (wild-type; WT) and the knockout strains (KO)
NcAGRA7 and NcAROP40 in bovine trophoblast cell line F3. Graph represents the average
number of tachyzoites for each time-point assayed and the error bars indicate the SD. All
the strains fitted the exponential growth equation with an R? > 0.9. Significant differences
between the KOs and the WT were not found (p > 0.05; one-way ANOVA test). B: Competition
assay between the KO strains, NcAGRA7 or NcAROP40, and the parental strain Nc-Spain7
in bovine trophoblast cell line F3. The graph represents the proportion of KO parasites
for each cell culture passage. The experiment was performed in triplicate. No significant
differences in the proportion of KOs over time were present (p > 0.05; Repeated measures
one-way ANOVA test).

3.3. NcAGRA7, NcAROP40 and WT parasites have similar susceptibility to
IFN-y-mediated growth inhibition in bovine macrophages

IFN-y is a crucial cytokine involved in innate immunity and inflammation, playing a
key role in macrophage activation for intracellular parasites clearance. We studied the

susceptibility of the different strains to IFN-y-mediated growth inhibition through para-
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Figure 6.2: Analyses of parasite fitness in bovine monocyte derived macrophages (boM@). A:
Proliferation kinetics over time of the parental strain Nec-Spain7 (wild-type; WT) and the
knockout (KO) strains NcAGRA7 and NcAROP40 in boM@. Graph shows average number of
tachyzoites quantified by qPCR for each time. The error bars indicate the SD. All the strains
fitted the exponential growth from 24 to 48 h pi equation with an R? > 0.9. Significant
differences between the KOs and the WT are denoted by asterisks (**: p < 0.01, one-way
ANOVA test, Dunnett’s comparison post-test). B: Immunofluorescence staining images
showing the lytic cycle of the different strains over time. F-actin is stained red, nuclei
blue and parasites green. Scale bar is 10 um. C: Relative growth (%) at 48 h pi of the
parental strain Nc-Spain7 (wild-type; WT) and the knockout strains (KO) NcAGRA7 and
NcAROP40 in boM@ unstimulated or stimulated with different IFN-y doses. The column
graph represents the relative growth of parasites in boM@, calculated as the percentage of
the total growth of WT tachyzoites in naive boM@. Error bars indicate the SD. (*) denotes
significant differences between naive boM@ and stimulated boM@ (one-way ANOVA test,

Tukey’s comparison post-test). 118
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site quantification at 48 h pi, after invasion and before complete tachyzoite egression. As
expected, all strains displayed a reduced parasite burden in boM@ prestimulated with
IFN-y compared to infected naive boM@ (Fig. 6.2C) (p < 0.01; one-way ANOVA test, Dun-
nett’s comparison post-test). In addition, IFN-y treatment decreased parasite loads in a
dose-dependent manner. Interestingly, we observed lower parasite burdens in KO strains
compared to the WT parasite, both in naive boM@ and in boM@ activated with low IFN-y
concentrations (0.1 and 1 ng/ ml) (p < 0.0001; one-way ANOVA test, Dunnett’s multiple com-
parison post-test). However, these differences between KO and WT parasites disappeared at
the highest doses of IFN-y (10 and 100 ng/ml), where parasite growth was equally inhibited

for all the strains.

3.4. The NcAGRA7 and NcAROP40 knockout strains induce higher
expression of TLR3 than the wild-type strain in bovine macrophages

BoM@ are able to recognize the parasite via PRRs, initiating intracellular signalling
cascades and culminating in the synthesis of pro-inflammatory cytokines, a phenomenon that
may have direct antiparasitic effects. We studied the effect of the deletion of NecGRA7 and
NcROP40 on the expression of several key elements of the innate immune response in naive
boM@ at 8 h pi (Fig. 6.3). NceAGRA7 and NcAROP40 parasites induced the upregulation of
Toll-like receptor 3 (TLR3) compared to WT (p < 0.01 and p < 0.06, respectively, one-way
ANOVA test, Dunnett’s comparison post-test) (Fig. 6.3A). Regarding cytokine expression,
there were no significant changes in the expression levels of any cytokine between boM@
infected with KO or WT strains (Fig. 6.3B). In addition, all infected boM@ had a similar
IL-10/ IL-12 ratio close to 1, showing an equal Th1/ Th2 balance.
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Figure 6.3: Relative mRNA expression levels of PRRs (A) and cytokines (B) in bovine
monocyte derived macrophages (boM@) infected with the parental strain Nec-Spain7 (wild-
type; WT) or the knockout strains NeAGRA7 and NcAROP40 at 8 h pi. The comparative
threshold cycle method was used, and the results are given by 2 22Ct. Box-plot graphs
represent the transcript relative expression, the lower and upper quartiles (boxes), the
minimum and maximum values (whiskers) and the mean (horizontal lines). Significant
differences between infected groups are denoted by horizontal lines and asterisks: * indicates
p <0.05 and ** indicates p < 0.01 (one-way ANOVA test, Dunnett’s comparison post-test).
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4. Discussion

The lytic cycle of N. caninum is a tightly regulated process that includes adhesion to the
host cell, invasion, parasitophorous vacuole formation, multiplication and egress (Sinai &
Joiner, 2001; Dubremetz & Lebrun, 2012; Nolan et al., 2015). This cycle involves a large
number of effector proteins, such as those grouped at the rhoptries and dense granules,
with potential key roles at each step (Horcajo et al., 2018; Pastor-Fernandez et al., 2015b,
2016; Hemphill et al., 2006, 2013). In previous studies, in vitro tachyzoite growth was
identified as a specific trait associated with the virulence phenotype of N. caninum, with a
positive correlation between in vitro tachyzoite replication and pup mortality in the murine
BALB/c pregnant model for neosporosis (Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a).
This result supports the hypothesis that isolates with the highest inherent proliferation
capacities reach higher parasite burdens in target host tissues, contributing to greater host
tissue damage and more severe clinical signs. This also positions in vitro models as a valid
alternative to animal models to perform the initial virulence screenings of newly obtained
strains or isolates. In our case, NcGRA7 and NcROP40 proteins were previously described
as virulence factors in a pregnant murine model, as mice infected with the respective KO
strains showed lower brain parasite loads, and their offspring displayed longer median
pup survival times (Rico-San Roman et al., 2022). In this study, tachyzoite growth of the
KO mutants NcAGRA7 or NcAROP40 was assessed in bovine target cells as a first step to

deepen the potential role of these proteins in the virulence of N. caninum in its natural host.

One of the bovine target cells used in this study was a bovine trophoblast cell line
(F3), which is one of the cellular components that form the maternal-foetal interface of the
placentome and plays a key role in the pathogenesis of the neosporosis and in initiating
innate immune response at the placenta level (Jiménez-Pelayo et al., 2017, 2019a). F3 cells
were isolated from a fifth-month pregnant heifer and retained the in vivo characteristics
of bovine cotyledonary trophoblast cells (Hambruch et al., 2010). This line was previously
used to assess the phenotypic traits of the high-virulence isolate Nc-Spain7 and the low-
virulence isolate Ne-Spain1H, corroborating that the differences in virulence observed in
vitro were comparable to those described during experimental infections of pregnant heifers
(Jiménez-Pelayo et al., 2017, 2019a,b). This validated the usefulness of this model to carry
out virulence assays. However, in this study, both KO and WT parasites showed similar
growth kinetics, comparable to those previously observed for the Nc-Spain7 isolate (the
parental strain used for KOs generation) in this cell line (Jiménez-Pelayo et al., 2017). In
addition, parasites lacking the NecGRA7 and NcROP40 genes also showed fitness similar to
that observed in the WT parasites in a competition assay. We previously described that the
offspring of mice infected with both KO strains had longer survival times than offspring of
WT-infected mice; despite this mortality delay in KO-infected groups, neonatal mortality
rates reached values close to 100% in all infected groups, regardless of the strain used for
challenge (Rico-San Roman et al., 2022). Altogether, our results suggest that both KO and WT
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parasites are able to multiply in trophoblast cells, be transmitted to the foetus, and induce
foetal mortality. Another study conducted in VERO cells also found no significant differences
in terms of infection rate or intracellular growth of NcGRA7-deficient parasites compared
to the parental strain (Nc-1 isolate) (Nishikawa et al., 2018). In contrast, using HFF cells,
NcGRA7-deficient parasites showed a lower proliferation capacity than the parental strain
(Nc-1) (Wang et al., 2021a). Regarding NcROP40-deficient parasites, no similar studies
have been performed in N. caninum. However in T. gondii, TgROP40-defective mutants
assayed in HFF cells did not display any multiplication or growth defects either (Wang et al.,
2017). Taken together, these findings suggest that the selection of appropriate cell lines is
paramount to ensure a proper assessment of the potential effects of gene deletions on KO

parasites.

The fitness of NcAGRA7 or NcAROP40 strains was also studied in boM@, a bovine
immune cell model potentially useful to investigate their behaviour under the pressure of
innate immunity. Macrophages constitute the first line of immune defence, and they are
key effectors in the development of the immune response against pathogens (Abe et al.,
2014). We previously demonstrated that N. caninum can infect boM@s and survive and
proliferate within these cells (Garcia-Sanchez et al., 2019b). In addition, boM@s have
been used as an infection model to identify strain-specific virulence abilities to subvert the
activation of innate immune responses. Specifically, differences in virulence between N.
caninum isolates have been reflected in terms of their proliferation capacity, modulation of
the immune response and the host transcriptome in boM@ (Garcia-Sanchez et al., 2019b,a,
2020). In our study, KO parasites were "less prolific" than the WT isolate at 48, 60 and 72 h
pi. Previous studies have shown that the expression of NcGRA7 and NcROP40 transcripts
is increased at similar time points, coinciding with the multiplication and egress phases of
the lytic cycle (Pastor-Fernandez et al., 2015b, 2016). NcGRAY7 is secreted into the host cell
cytosol at 48 h pi (Nishikawa et al., 2018), targets the parasitophorous vacuole membrane
and the intravacuolar tubular network (Hemphill et al., 1998; Aguado-Martinez et al.,
2010; Dong et al., 2017), and may have effects on parasitophorous vacuole formation, as
previously observed for other GRA proteins in N. caninum (Yang et al., 2018). In a previous
study, parasitophorous vacuoles were smaller in NcGRA7-deficient parasites (Wang et al.,
2021a). These findings could indicate that NcGRA7 is not essential for the formation of
the parasitophorous vacuole, although its absence may be involved in the size attained.
Regarding NcROP40, it is a pseudokinase of the ROP2 family localised in the rhoptry bulbs,
but it is not secreted and does not interact with the parasitophorous vacuole membrane,
as evidenced by confocal microscopy (Pastor-Fernandez et al., 2015b). However, NcROP40
sequence has a signal peptide whose presence is a prerequisite for secretory pathways.
Consequently, NcROP40 could be secreted into the cytosol and/or the nucleus of the host cell
and have a potential role in host cell regulation that may affect the intracellular development
and pathogenicity of the parasite (Pastor-Fernandez et al., 2015b; Dong et al., 2017). In fact,

similar findings have been reported previously for other rhoptry proteins such as ROP16
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(Saeij et al., 2006, 2007; Ma et al., 2017a). In addition, although there are few studies on the
ROPA40 protein, it has been shown that overexpression of other ROP2 family members in
T. gondii, such as ROP18, leads to an increase in the intravacuolar replication rate of the
parasite in vitro (E1 Hajj et al., 2007). Accordingly, deletion of NcROP40 could affect the

replication rate of the parasite.

Although there is a lack of knowledge in N. caninum, the closely related parasite 7. gondii
has evolved several mechanisms to counteract IFN-y-induced host defenses, including
the secretion of effector proteins from rhoptry and dense granules that manipulate host
transcription and signalling pathways to control host cell responsiveness to inflammatory
signals (Hunter & Sibley, 2012). IFN-y is crucial in the defence against intracellular
parasites and helps to control the infection by inhibiting tachyzoite growth and replication
(Innes et al., 1995; Yamane et al., 2000; Yarovinsky, 2014). Interestingly, parasites deficient
in the GRA TgIST protein are unable to counteract IFN-y responses of their host cells in vitro,
and are avirulent in mouse models (Olias et al., 2016; Gay et al., 2016). Within this context,
our KO mutant parasites would be expected to be more susceptible to IFN-y-mediated
growth inhibition, as previously observed in 7. gondii (Wang et al., 2020). We corroborated
this hypothesis in our study, and all the parasite strains tested (KOs and WT) reduced their
growth rate in IFN-y activated boM@ in a dose-dependent manner. Remarkably, the use of
high doses of IFN-y greatly reduced parasite numbers, precluding the observation of obvious
differences in the growth rate between KOs and WT observed in naive boM@ and in boM@
activated with low IFN-y doses. However, none of the IFN-y activated boM{ were able
to completely clear any of the parasites. Our results contrast with a recent study, where
NcGRA7-deficient parasites were more easily cleared by murine macrophages (Raw246.7
cells) than the parental strain (Nc-1) (Wang et al., 2021a). This effect was attributed to
the increased aggregation of the immune factor IRGa6 (immunity-related GTPase) to the
parasitophorous vacuole membrane of NcGRA7-deficient parasites, which contributed to
their destruction in the presence of IFN-y (Wang et al., 2021a; Saeij & Frickel, 2017). IRG-
mediated destruction of the parasitophorous vacuole is one of the main mechanisms of 7.
gondii control in murine cells (Yamamoto et al., 2012; Saeij & Frickel, 2017). However,
whileIRGs play a dominant role in killing intracellular parasites in murine cells, humans
and other animals, such as bovines, do not have IFN-y-inducible IRGs (Hunn et al., 2011;
Gazzinelli et al., 2014; Miuller & Howard, 2016). Moreover, IRG-mediated destruction of the
parasitophorous vacuole occurs upon activation of TLR11-12, and these receptors are not
found in the bovine genome (Gazzinelli et al., 2014; Novak, 2014). Therefore, our results
reflect what would be expected for an infection in a bovine target cell and are in line with
what has been described by Gossner & Hassan (2020), who showed that IFN-y stimulation
abrogated most of the 7. gondii-induced transcriptional changes in boM@ as a survival

strategy, thus restricting their replication.

The different proliferation observed between strains in naive boM@ could also be at-
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tributed to the different abilities of the parasites to modulate host immunity, as this capacity
has been widely associated with virulence (Feng et al., 2010; Ma et al., 2017a). KEGG
pathway analysis of N. caninum-infected murine macrophages demonstrated that NcGRA7
robustly activates host signalling pathways, especially cytokine and chemokine produc-
tion (Nishikawa et al., 2018). Although there are no studies on NcROP40, the ability of
pseudokinases to modulate host cell signalling has been extensively demonstrated in T.
gondii (Reese & Boyle, 2012). In this study, higher expression levels of TLR3 were found in
boM@ infected with both defective strains than in those infected with the WT strain. It has
been demonstrated that the TLR3-TRIF signalling pathway enhances resistance against
N. caninum infection in mice, since it improves Th1l immune responses (Miranda et al.,
2019). This could explain the better control of parasite multiplication in infections with
KO parasites. However, we did not observe a clear activation of a Thl-type response in
our study, as no differences in the expression of proinflammatory cytokines after infections
by WT and KO strains were found. Nevertheless, considering that cytokine expression
was analysed at an early stage of the infection (8 h pi), we cannot rule out whether this
Th1 stimulation by downstream response to TLR3 activation occurs at later time points
during the infection. We also cannot exclude whether Th1 activation could be mediated by
other pro-inflammatory cytokines not included in our experimental design. For instance,
activation of the TRIF-dependent pathway results in the production of IFN-S and IFN-a
(Jiménez-Dalmaroni et al., 2016; Leichtle et al., 2009; Mineo et al., 2009). However, this
hypothesis contrasts with the findings of a previous study, where the production of the proin-
flammatory cytokines IL-12p40 and IL-6 was lower in murine macrophage cultures infected
with NcGRA7-deficient parasites than in those infected with a different parental strain, the
Nec-1 isolate (Nishikawa et al., 2018). Previous works have shown that the Nc¢-Spain7 isolate
may partially circumvent the proinflammatory response that could allow its multiplication
during the first cycles of propagation (Garcia-Sanchez et al., 2019a; Jiménez-Pelayo et al.,
2019a, 2020). Our results suggest that this capacity could be reduced in our KO strains,
although the mechanisms by which the NcGRA7 and NcROP40 proteins may evade TLR3
stimulation, and thus a harmful response against the parasite, remain to be elucidated.

In summary, the use of in vitro cultures can provide an initial approach to study certain
mechanisms involved in parasite virulence, since they would attain reproducible results and
the reduction of experimental animals. However, the selection of appropriate cell lines is
paramount to ensure reliable results. The present study was pioneered the use of bovine
cells for virulence factor evaluation in N. caninum. In trophoblast cells, no differences
were observed in the growth of NcGRA7- or NcROP40-deficient strains. However, in boM@,
reduced growth capacity was observed in both KO strains. Future research on the putative
activation pathways related to NcGRA7 and NcROP40 proteins will be necessary to help us
better understand the functions of these proteins and their role in N. caninum virulence in

bovines.
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Supplementary Materials

Supplementary Table 6.1: Sequences of primers used for cytokine real-time PCR (qPCR).
Source: Jiménez-Pelayo et al. 2020.

Gene Forward primer Reverse primer

TLR-2 5-ACGACGCCTTTGTGTCCTAC-3 5-CCGAAAGCACAAAGATGGTT-3
TLR-3 5-GAGGCAGGTGTCCTTGAACT -3 5-GCTGAATTTCTGGACCCAAG-3
TLR-8 5-GACGCTTCTGTCACGGACTG-3 5-TTGCTTTGGTTGATGCTCTG-3
TLR-9 5-AGTTCCCTCGTGTCCCTGT-3 5-CACCTCCGTGAGGTTGTTGT-3
NOD2 5-AGACCACCACGGATATGTACC-3  5-AGCACCAGGAAGCCAAGAG -3
IL-1b 5-ACCTGAACCCATCAACGAAATG-3 5-TAGGGTCATCAGCCTCAAATAACA -3

IL-6 5-CTGGGTTCAATCAGGCGATT-3 5-GGATCTGGATCAGTGTTCTGA -3
IL-8 5-CCACACCTTTCCACCCCAAA-3 5-CTTGCTTCTCAGCTCTCTTC-3
IL-12p40 5- AGTACACAGTGGAGTGTCAG-3 5-TTCTTGGGTGGGTCTGGTTT-3
TNF-«a 5-CCAGAGGGAAGAGCAGTCC-3 5-GGAGAGTTGATGTCGGCTAC-3
B -actin 5-ACACCGCAACCAGTTCGCCAT-3 5-GTCAGGATGCCTCTCTTGCT-3
GAPDH 5-ATCTCGCTCCTGGAAGATG-3 5-TCGGAGTGAACGGATTCG-3
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CAPITULO

DISCUSION

Actualmente, las bases moleculares y los mecanismos responsables de la virulencia en
N. caninum son, en gran medida, desconocidos. Se ha demostrado una amplia variabilidad
intraespecifica, observandose notables diferencias en las tasas de invasion y en el crecimiento
de taquizoitos en modelos in vitro (Rojo-Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2011;
Dellarupe et al., 2014b; Jiménez-Pelayo et al., 2017; Garcia-Sanchez et al., 2019b), asi
como en las tasas de mortalidad, morbilidad, transmisién vertical y mortalidad neonatal
en modelos animales murinos (Rojo-Montejo et al., 2009b; Regidor-Cerrillo et al., 2010;
Dellarupe et al., 2014a). Ademas, los aislados mas virulentos en el modelo murino gestante
presentan mayores tasas de invasién y proliferacién in vitro, lo que indica que ciertos
rasgos fenotipicos in vitro son predictivos de la virulencia in vivo (Regidor-Cerrillo et al.,
2011). Como consecuencia, se ha podido clasificar a los aislados en alta -Nc-Spain7, Nec-
Spain4H y Nec-Bahia- o baja -Nc-SpainlH, Nc-Spain2H y Ne-Ger6- virulencia. Hasta la
fecha, el nimero de aislados caracterizados en modelos bovinos gestantes es muy escaso
(Rojo-Montejo et al., 2009a; Chryssafidis et al., 2014; Regidor-Cerrillo et al., 2014; Jiménez-
Pelayo et al., 2019b), pero los resultados obtenidos con ciertos aislados, como Ne-Spain7
o Nc-SpainlH, confirman los resultados obtenidos en los modelos previamente descritos,
observandose importantes diferencias en la capacidad del aislado para induir la muerte
del feto. Sin embargo, los factores moleculares implicados en las diferencias fenotipicas

observadas no se han esclarecido hasta el momento.

En T. gondii, las diferencias en la virulencia intraespecifica se han asociado con el
polimorfimo genético de ciertos factores de virulencia y su interaccién con el hospedador,
como sucede con las proteinas de las roptrias y de los granulos densos ROP5, ROP18, ROP16
y GRAG6 (Saeij et al., 2006; El Hajj et al., 2007; Reese et al., 2011; Behnke et al., 2011,
Ma et al., 2014). En cambio, los estudios realizados en N. caninum sugieren un limitado

polimorfismo a nivel genémico (Khan et al., 2019a; Calarco et al., 2018; Beck et al., 2009),

127



CAPITULO 7. DISCUSION

por lo que las diferencias en la expresion génica o en la abundancia de proteinas podrian
tener un papel mas relevante en la explicacién de la variabilidad fenotipica. De hecho,
estudios comparativos entre dos o tres aislados de diferente virulencia mediante técnicas
tradicionales (Regidor-Cerrillo et al., 2012) y mediante técnicas émicas (Horcajo et al., 2017,
2018; Garcia-Sanchez et al., 2019a) mostraron variaciones en los perfiles proteémicos y
transcriptémicos entre aislados. Estos resultados podrian explicar, al menos parcialmente,
las diferencias biolégicas observadas entre aislados y ayudar a identificar posibles factores
clave en la virulencia de N. caninum. Aquellas proteinas o genes con mayor abundancia o
expresion en los aislados de alta virulencia se postularon como posibles factores de virulencia.
Sin lugar a duda, el estudio de su funcién e implicacién en la patogénesis de la enfermedad

merece una mayor investigacion.

El objetivo general de la presente Tesis Doctoral fue la identificacion y caracteri-
zacion de posibles factores de virulencia de N. caninum. En primer lugar, se realiz6
la comparacién del proteoma de un amplio nimero de aislados, con diferente origen y vi-
rulencia, mediante cromatografia liquida unida a espectrometria de masas sin marcado
de la muestra (label free LC-MS/MS) (Objetivo 1). Los estudios realizados hasta la fecha
habian comparado dos o tres aislados de diferente virulencia, mientras que en este estudio
se compar6 un mayor numero de aislados. El panel de aislados incluy6 los anteriormente
mencionados: Nc-Spain7, Ne-Spain4H y Nc-Bahia, representando los aislados de alta viru-
lencia, y Nc-SpainlH, Nec-Spain2H y Nc-Ger6, representando los aislados de baja virulencia.
La tecnologia proteémica de alto rendimiento LC-MS/MS proporcioné una herramienta
excepcional para el estudio global del proteoma, ya que permite el analisis e identificacion
masiva de mezclas complejas de proteinas. Por otra parte, esta tecnologia podria ofrecer
una imagen mas detallada que el transcriptoma de la base molecular de la virulencia y la
diversidad fenotipica en N. caninum, ya que previamente se encontré una débil correlacién
entre la expresion de genes y la abundancia de proteinas, resaltando la importancia de la
regulacion post-transcripcional en estos parasitos (Horcajo et al., 2018). No obstante, este
abordaje presenta algunas limitaciones, como la posible falta de deteccion de proteinas de
membrana debido a su naturaleza hidrofébica que, junto a los defectos en la anotacién del
genoma de N. caninum, podria contribuir a la pérdida de informacién relevante. Esta falta de
anotacién del genoma se puso en evidencia al clasificar como hipotéticas un gran nimero de
las proteinas detectadas. En este estudio, se realizaron comparaciones por parejas de aislados
y entre grupos de aislados de alta y baja virulencia. Esta estrategia permiti6 identificar un
conjunto de proteinas con diferente abundancia entre los aislados de alta y baja virulencia
en varias comparaciones, aunque la gran mayoria de proteinas diferencialmente abundantes
fueron especificas para cada comparacién. Las proteinas se clasificaron segtun su funcién o
localizacién en: proteinas del metabolismo y mecanismos redox; proteinas relacionadas con
el ADN, ARN y sintesis proteica; proteinas implicadas en la union, adhesion e invasion de la
célula hospedadora (como las proteinas de micronemas -MIC-, proteinas relacionadas con

antigenos -SRS-, proteinas del glideosoma o proteinas del complejo de membrana interna
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-IMC-); y proteinas implicadas en el desarrollo intracelular del parasito y la modulacién de
la respuesta inmunitaria del hospedador (proteinas de las roptrias -ROP- y proteinas de los
granulos densos -GRA-). En todas las categorias hubo proteinas con mayor abundancia en

los aislados de alta o de baja virulencia.

En los aislados de alta virulencia encontramos un mayor nimero de proteinas mas
abundantes relacionadas con el metabolismo de carbohidratos y energia y con el metabolis-
mo de lipidos o glicerofosfolipidos, tanto en las comparaciones por pares de aislados como
en las comparaciones entre los grupos de alta y baja virulencia. Los estudios previos que
han comparado el transcriptoma del taquizoito de los aislados Nec¢-Spain7 y Nec-SpainlH
también han reportado un gran nimero de genes relacionados con el metabolismo energético
con una mayor expresion en el aislado de alta virulencia Nc-Spain7 (Horcajo et al., 2017;
Garcia-Sanchez et al., 2019a). En T gondii se ha comprobado que la regulacién metabdélica de
los aislados puede estar implicada en las diferentes tasas de crecimiento y virulencia (Song
et al., 2013). Los resultados obtenidos sugieren un mecanismo mas eficiente para la obtencion
de energia en los aislados mas virulentos, lo que podria explicar sus tasas de crecimiento
mas rapidas. Entre las proteinas diferencialmente abundantes, cabe destacar dos proteinas
relacionadas con el metabolismo de los lipidos: una proteina relacionada con la lisofosfolipasa,
NCLIV_044560; y una proteina con funcién de unién a acil-CoA, NCLIV_066640; las cuales
tuvieron mayor abundancia en el grupo de aislados de alta virulencia y en varias compa-
raciones por pares de aislados. Por otra parte, la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa
(G6PDH, NCLIV_000940), implicada en la glucolisis, también mostré una mayor abundancia
en los aislados de alta virulencia, tanto en las comparaciones por grupos como en algunas
comparaciones por pares. Esta proteina ya se encontré anteriormente mas expresada en el
proteoma de taquizoitos del aislado de alta virulencia Ne-Spain7 comparado con el aislado de
baja virulencia Nc-SpainlH (Regidor-Cerrillo et al., 2012). La funcién de la GGPDH también
se ha relacionado con el mantenimiento del equilibrio celular redox mediante la produccién
de NADPH (Ho et al., 2007), por lo que el nivel de actividad G6PDH de los aislados podria
determinar su sensibilidad al estrés oxidativo y, por tanto, su capacidad para sobrevivir
en la célula hospedadora. En T. gondii, la proliferacion de los taquizoitos en macréfagos se
ha relacionado con el mecanismo redox y la disminucién de la produccién de radicales de
oxigeno en la célula hospedadora (Shrestha et al., 2006). En macréfagos bovinos infectados
con N. caninum, se observé que el aislado de alta virulencia, Nc-Spain7, mostré una mayor
proliferaciéon y una menor induccién de la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
que el aislado de baja virulencia, Ne-SpainlH (Garcia-Sanchez et al., 2019a,b). Se deduce,
por tanto, que podria ser interesante realizar mas estudios para determinar el papel de la
G6PDH en N. caninum.

Las proteinas implicadas en la replicacion del ADN, el procesamiento del ARN y la
sintesis proteica también fueron mas abundantes en los aislados de alta virulencia, tanto en
las comparaciones por pares de aislados como en las comparaciones por grupos de virulencia.

Estas funciones estan fuertemente relacionadas con las altas capacidades de crecimiento del
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estadio del taquizoito. La enzima ARNm capping (NCLIV_043900) tuvo mayor abundancia
en el grupo de aislados de alta virulencia y en los aislados Ne¢-Spain7 y Ne-Spain4H frente
al resto de aislados de baja virulencia. Ambos aislados tuvieron la mayor proliferacion en
estudios in vitro (Regidor-Cerrillo et al., 2011; Dellarupe et al., 2014b), por lo que pudieron
necesitar una gran sintesis de ARNm para su replicacién. Esta enzima es esencial en la
biogénesis del ARNm, lo protege de la degradacién y recluta factores que promueven el
empalme del ARN, la exportacion y el inicio de la traducciéon (Furuichi & Shatkin, 2000).
Ademas, la ADN polimerasa (NCLIV_028330) fue la tnica proteina con mayor abundancia en
todos los aislados de alta virulencia en todas las comparaciones, por lo que podria contribuir
a las mayores tasas de crecimiento in vitro de los aislados mas virulentos, proporcionandoles

una replicacion del ADN mas eficiente.

En general, los aislados de alta virulencia tuvieron mayores tasas de invasién en estudios
in vitro en comparacién con los aislados de baja virulencia (Regidor-Cerrillo et al., 2011;
Dellarupe et al., 2014b), por lo que cabria esperar que tuvieran una mayor abundancia
de efectores relacionados con estos procesos (proteinas relacionadas con SRS y proteinas
MIC), los cuales ayudan al establecimiento de una adhesién mas estable entre el taqui-
zoito y la célula hospedadora (Hemphill et al., 2006, 2013). Sin embargo, estas proteinas
presentaron una mayor abundancia en el grupo de aislados de baja virulencia, similar a lo
descrito en estudios previos (Horcajo et al., 2017, 2018). En las comparaciones por pares
de aislados los resultados no fueron concluyentes, encontrando algunas proteinas como Nc-
SAG3 (NCLIV_034740), el ortélogo de la proteina TgSRS16E (NCLIV_010050) o NcMIC17B
(NCLIV_038110) con mayor abundancia tanto en aislados de alta virulencia como en aislados
de baja virulencia, dependiendo de la comparacion, por lo que la abundancia diferencial de
estas proteinas podria estar relacionada con los mecanismos especificos de invasién de cada
aislado. Cabe senalar que las proteinas que contienen dominios SRS no sé6lo estan implicadas
en los procesos de adhesién e invasion, sino que también son altamente inmunogénicas, pu-
diendo estar relacionadas con la diferente estimulacién inmunitaria de los aislados (Lekutis
et al., 2001; Garcia-Sanchez et al., 2019b; Jiménez-Pelayo et al., 2019a). Se ha sugerido que
el aislado de alta virulencia Nc-Spain7 podria ser capaz de eludir parcialmente la respuesta
proinflamatoria, mientras que Nc-SpainlH induce una respuesta protectora frente a la
infeccion (Jiménez-Pelayo et al., 2019a; Garcia-Sanchez et al., 2020), lo que podria explicar
la mayor proliferacién del aislado Nc-Spain7 en los macréfagos bovinos (Garcia-Sanchez

et al., 2019b) y su transmisién maés eficiente in vivo (Jiménez-Pelayo et al., 2019b).

En cuanto a las proteinas relacionadas con el citosqueleto y 1a motilidad, encontramos
mayor abundancia en el grupo de aislados de baja virulencia, similar a lo descrito en
trabajos previos para otras proteinas relacionadas con la misma funcién (Horcajo et al., 2017,
2018), lo que podria intentar compensar la deficiencia en otros mecanismos desconocidos pero
relevantes para la invasion. Se pone en evidencia la necesidad de realizar mas investigaciones
para tratar de conocer a fondo este proceso en N. caninum. En el grupo de aislados de
alta virulencia, solo el ortélogo de TgIMC24 (NCLIV_028050) tuvo mayor abundancia.
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Las proteinas IMC tienen multiples funciones y estan implicadas en la divisién asexual
y gametogénesis (Dubey et al., 2017), favorecen la motilidad (Keeley & Soldati, 2004) y
contribuyen a la capacidad del parasito para proliferar y causar enfermedad (Chen et al.,
2017), por lo que esta proteina podria ser un factor importante en la mayor capacidad de

invasién y crecimiento de los aislados altamente virulentos.

Por ultimo, las proteinas secretadas por las roptrias (ROP, RON) y granulos densos
(GRA) estuvieron reguladas de forma diferencial entre los distintos aislados, siendo, en
general, mas abundantes en los aislados de alta virulencia. Las roptrias y los granulos
densos son organulos secretores exclusivos de los parasitos apicomplejos, cuya funcién esta
relacionada con el desarrollo intracelular, la proliferaciéon y la modulacién de la respuesta
inmunitaria del hospedador (Mercier et al., 2005; Dubremetz & Lebrun, 2012; English
et al., 2015; Hakimi & Bougdour, 2015; Fereig & Nishikawa, 2020). En 7. gondii, muchas
de estas proteinas se han descrito como factores de virulencia (Boothroyd & Dubremetz,
2008; Sibley et al., 2009; Behnke et al., 2015; Rosowski et al., 2011; Bougdour et al., 2013;
Zhang et al., 2019). En N. caninum, aunque el conocimiento de los mecanismos moleculares
patogénicos no es tan amplio, algunas proteinas de las roptrias (ROP16, ROP5) y de los
granulos densos (GRA7, GRA17, GRA6, GRA2) ya se han descrito como factores de virulencia
(Ma et al., 2017a,b; Nishikawa et al., 2018; Yang et al., 2018; Zhao et al., 2020; Dong et al.,
2021). Ninguna de las proteinas de las roptrias descritas anteriormente como factores
de virulencia presentaron una abundancia diferencial en este estudio. Sin embargo, la
pseudoquinasa de bradizoito 1 (BPK1; NCLIV_007770) y un miembro de la familia de
las roptrias quinasas ROP20 (NCLIV_068850), presentaron una mayor abundancia en los
aislados de alta virulencia, tanto en el grupo de aislados de alta virulencia como en diferentes
comparaciones por pares. Ambas proteinas ya mostraron mayor abundancia en estudios
transcriptémicos y proteémicos previos (Horcajo et al., 2017, 2018; Garcia-Sanchez et al.,
2019a), por lo que podrian ser factores de virulencia importantes para N. caninum. En cuanto
a las proteinas GRA previamente descritas como factores de virulencia en N. caninum, solo
NcGRA7 (NCLIV_021640) fue mas abundante en el aislado de alta virulencia Nc-Spain7 en

las comparaciones por pares.

En resumen, los resultados obtenidos en este primer objetivo podrian ayudar a la iden-
tificaciéon de posibles factores clave en la virulencia de N. caninum y a la explicacién de
mecanismos implicados en determinados rasgos fenotipicos observados en modelos in vitro e
in vivo. Los aislados de alta virulencia mostraron mayor abundancia de algunas proteinas
que podrian estar implicadas en la virulencia, como un miembro de la familia de la roptria
quinasa ROP20, la proteina BPK1, la proteina ADN polimerasa y algunas proteinas GRA.
Su papel en la virulencia del parasito merece una mayor investigacion. Ademas, son necesa-
rios estudios funcionales y mejoras en la anotacién actual del genoma de N. caninum para

mejorar el conocimiento de las bases moleculares de la virulencia de este parasito.

Como consecuencia de los resultados obtenidos en este trabajo y en estudios anteriores

realizados por el grupo SALUVET, se seleccionaron las proteinas NcGRA7 y NcROP40 para
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continuar su estudio, planteando la hipétesis de que podrian contribuir a la virulencia del
parasito (Objetivo 2). Ambas proteinas presentaron una mayor abundancia en los aislados
de alta virulencia en comparaciones proteémicas (Regidor-Cerrillo et al., 2012) y juegan un
papel importante durante distintas fases del ciclo litico de V. caninum (Aguado-Martinez
et al., 2010; Pastor-Fernandez et al., 2015b). Ademas, ambas proteinas se han usado como
candidatos vacunales en ratones, exhibiendo una proteccién parcial frente a la infeccién
(Pastor-Fernandez et al., 2015a; Vemulapalli et al., 2007; Aguado-Martinez et al., 2009; Lv
et al., 2015). Por otro lado, los estudios recientes utilizando parasitos mutantes deficientes
en NcGRA7 han demostrado la disminuciéon de su virulencia en ratones (Nishikawa et al.,
2018; Wang et al., 2021a; Abdou et al., 2022), aunque para ello se utilizaron modelos poco

normalizados.

Con objeto de caracterizar estos posibles factores de virulencia y comprender mejor las
interacciones parasito-hospedador, se realizaron mutantes knockout (KO) en dichas proteinas
mediante la tecnologia CRISPR/Cas9 (Subobjetivo 2.1), generando las cepas NcAGRA7
v NcAROP40. Esta técnica se aplic6 por primera vez a N. caninum en 2018, para generar
mutantes defectivos en NcGRA7, demostrando que las construcciones desarrolladas para
T. gondii se pueden emplear en N. caninum (Arranz-Solis et al., 2018). Desde entonces, el
mismo procedimiento se ha utilizado para generar otros KO en N. caninum (Nishikawa et al.,
2018), aunque algunos autores describieron fracasos o eficiencias muy bajas y tuvieron que
modificar y emplear construcciones especificas para N. caninum (Yang et al., 2018; Zhao et al.,
2020; Dong et al., 2021). En este estudio, la cepa NcAROP40 y las cepas complementadas con
la copia del gen delecionado se generaron siguiendo el mismo procedimiento que Arranz-Solis
et al. (2018), obteniendo buenos resultados. Ademas, tanto para la generacién de NcAGRA7
(Arranz-Solis et al., 2018) como para la generacién de NcAROP40, se utilizé el aislado
bien caracterizado y de alta virulencia Nc-Spain7 como cepa parental (wild-type, WT) en
lugar del aislado ampliamente utilizado para otros estudios Ne-1. Nc-Spain7 representa un
excelente aislado de referencia ya que, a diferencia de Nc-1, se ha mantenido mediante un
numero reducido de pases en cultivo celular para preservar sus rasgos fenotipicos (Bartley
et al., 2006) y ha sido ampliamente caracterizado en modelos in vivo e in vitro, mostrando
resultados comparables (Regidor-Cerrillo et al., 2010, 2011, 2014; Jiménez-Pelayo et al.,
2017, 2019b; Garcia-Sanchez et al., 2019b).

La influencia de estas proteinas en la virulencia del parasito se evalué en un modelo
murino gestante de infeccién congénita y cerebral por N. caninum perfectamente caracteri-
zado en estudios previos (Lopez-Pérez et al., 2008; Arranz-Solis et al., 2015) (Subobjetivo
2.2). Este modelo es lo suficientemente sensible como para detectar diferencias de virulencia
entre aislados (Regidor-Cerrillo et al., 2010; Dellarupe et al., 2014a). El uso de modelos
normalizados es de gran importancia para obtener resultados sélidos, reproducibles y com-
parables entre grupos, ya que se ha demostrado que los resultados dependen de la estirpe de
raton, el aislado y el niimero de pases en cultivo celular del parasito, 1a dosis de infeccion, la

via de administracién y el momento de la infeccién durante la gestacion.
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La delecién de los genes NcGRA7 y NcROP40 result6 en una reduccion de la virulencia
en este modelo, ya que los tiempos medios de supervivencia de las crias nacidas de madres
infectadas con los parasitos KO fueron significativamente mayores que los de las crias de
madres desafiadas con el parasito WT, siendo el grupo infectado con NcAGRA?7 el que tuvo
el mayor tiempo medio de supervivencia. Estas diferencias no se observaron al comparar el
efecto de las cepas complementadas y el WT, apoyando el papel de NcGRA7 y NcROP40 en
la virulencia del parasito. No obstante, la tasa de mortalidad de las crias fue superior al 95%
en todos los grupos infectados, lo que sugiere una transmisién vertical cercana al 100 % para
todas las cepas. La reduccion de la virulencia de los parasitos KO también se observé en las
hembras gestantes infectadas con estas cepas, ya que mostraron signos clinicos mas leves,
menores cargas parasitarias en el cerebro y menores tasas de mortalidad en comparacion
con las infectadas con el WT, siendo, de nuevo, el grupo infectado con NeAGRA7 el que
obtuvo los mejores resultados. Estudios previos también demostraron menores tasas de
mortalidad y menores cargas parasitarias cerebrales en ratones infectados con una cepa
deficiente en NcGRA7 que en los infectados con la cepa parental Nc-1 (Nishikawa et al.,
2018; Wang et al., 2021a). Por el contrario, otro estudio realizado en un modelo murino
gestante observé mayores tasas de mortalidad y cargas parasitarias cerebrales similares en
las hembras infectadas con la cepa deficiente en NcGRA7 y su cepa parental, Nc-1 (Abdou
et al., 2022). Sin embargo, en este estudio se observé un efecto en la supervivencia de las
crias, presentando menores tasas de mortalidad (50 %) las crias nacidas de madres infectadas
con un parasito deficiente en NecGRA7. Las diferencias observadas en nuestro trabajo pueden
ser debidas al momento de la infeccion (3,5 dias frente a 7 dias de gestacion), a la cepa
utilizada para la generacion de los KO (Ne-1 frente a Nc-Spain7) y a la estirpe de ratén
(C57BL/6 frente a BALB/c). La infeccién a mitad de gestacion (dia 7) produjo mayores tasas
de mortalidad y transmisién vertical en las crias que la infeccién a principio o a final de
gestacion (Lopez-Pérez et al., 2008). Esto es debido, probablemente, al grado de desarrollo
de la placenta. A principio de la gestacion es posible que N. caninum no llegue al feto porque
aun no se ha producido la implantacién (dia 4,5), 1o que explicaria las mayores tasas de
mortalidad observadas en nuestro trabajo. Ademas, a diferencia del aislado Nec-Spain?,
Nec-1 presenta un elevado niimero de pases en cultivo celular y se ha demostrado que el
mantenimiento prolongado en cultivo celular puede atenuar la virulencia in vivo (Bartley
et al., 2006). Los resultados obtenidos en infecciones murinas experimentales con esta
cepa son inconsistentes, mostrando una gran variabilidad en las tasas de supervivencia
(Nishikawa et al., 2018; Wang et al., 2021a; Collantes-Fernandez et al., 2006a), todo esto
corrobora la importancia de utilizar un modelo normalizado y un aislado bien caracterizado
con un nimero de pases controlado. Por otra parte, aunque no existen estudios con parasitos
deficientes en ROP40 en N. caninum, los estudios realizados en 7. gondii no mostraron
diferencias en la virulencia en ratones en comparacion con la cepa parental (Wang et al.,

2017), pero exhibieron una carga reducida de quistes en el cerebro (Fox et al., 2016).
En cuanto a la respuesta inmunitaria humoral, las hembras gestantes infectadas con
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parasitos KO presentaron niveles de IgG1 significativamente mas bajos que las infectadas
con parasitos WT. Cabe sefialar que el predominio de IgG1 se asocia a una respuesta
Th2 (Liew, 2002), 1a cual favorece una mayor multiplicaciéon del parasito en los tejidos del
hospedador (Kano et al., 2005; Long & Baszler, 2000). Las hembras gestantes infectadas
con NcAGRA7 tuvieron los niveles mas bajos de IgG1 y la mayor reduccién de la virulencia,
mientras que las infectadas con WT tuvieron los mayores valores de IgG1l y de carga
parasitaria. Por otra parte, la produccién de citoquinas no parecié indicar que existiera una
regulacién diferencial de la respuesta inmunitaria inducida entre la cepa WT y las cepas
KO.

Los resultados obtenidos demuestran que las proteinas NcGRA7 y NcROP40 son factores
de virulencia de N. caninum, ya que su delecién se asocié con una disminucién de la virulen-
cia en un modelo murino gestante normalizado, siendo mas modesto el impacto producido
por la delecién de NcROP40. El efecto observado pudo ser debido a defectos en la capacidad
de invasién/ proliferacion de las cepas KO, a defectos en la capacidad de atravesar barre-
ras (placenta o barrera hematoencefalica) o a mecanismos de modulacién de la respuesta

inmunitaria.

Las infecciones en ratén son los modelos mas utilizados para evaluar factores de virulen-
cia y diferencias de comportamiento entre aislados, sin embargo, pueden no ser adecuados
para investigar los mecanismos subyacentes a las interacciones entre N. caninum y su hospe-
dador natural, los bovinos. Por tanto, el siguiente objetivo fue investigar el papel de estas dos
proteinas en el crecimiento de los taquizoitos y en la modulacion de la respuesta inmunitaria
en células diana bovinas (Subobjetivo 2.3) como primer paso para profundizar en el papel
de estas proteinas en la virulencia de N. caninum en los bovinos. Para ello se utilizaron
células del trofoblasto de la placenta bovina (linea celular F3), y macréfagos bovinos (boM@),
que demostraron ser muy utiles para estudiar rasgos fenotipicos diferenciales de los aislados
Nec-Spain7 y Ne-SpainlH (Jiménez-Pelayo et al., 2017, 2019a,b; Garcia-Sanchez et al., 2019b,
2020, 2021). La capacidad de proliferacién de las cepas KO se compar6 con la de la cepa WT

en ambas poblaciones celulares.

Al analizar el crecimiento de los parasitos en las células F3, no se observaron diferencias
entre las cepas KO y el parasito WT, ni en la cinética de proliferacion ni en el ensayo de
competicion con la cepa WT. Las células F3 fueron aisladas de una novilla de quinto mes de
gestacion y conservan las caracteristicas in vivo de las células trofoblasticas de los cotiledones
de la placenta bovina (Hambruch et al., 2010). Los resultados obtenidos en la caracterizacion
en raton mostraron que, a pesar de los mayores tiempos medios de supervivencia de las crias
de ratones infectados con las cepas KO, las tasas de mortalidad neonatal alcanzaron valores
cercanos al 100% en todos los grupos. En conjunto, los resultados sugieren que los parasitos
KO serian capaces de multiplicarse en las células del trofoblasto y transmitirse al feto. Un
estudio similar realizado en células VERO tampoco encontré diferencias significativas en el
crecimiento de parasitos deficientes en NcGRA7 en comparacién con su cepa parental (el

aislado Nc-1) (Nishikawa et al., 2018). Por el contrario, en células HFF, los parasitos defi-
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cientes en NcGRA7 mostraron una menor capacidad de proliferacion que Nc-1 (Wang et al.,
2021a). No existen otros estudios con taquizoitos de N. caninum deficientes en NeROP40,
sin embargo, estudios realizados en T. gondii no mostraron ninguna alteracién significativa
en el crecimiento de parasitos deficientes en dicho gen en HFF (Wang et al., 2017). Al igual
que sucede con los modelos in vivo, la seleccion de lineas celulares adecuadas y aislados bien

caracterizados es primordial para obtener resultados fiables y reproducibles.

Por otra parte, los macréfagos constituyen la primera linea de defensa y son efectores
clave en el desarrollo de la respuesta inmunitaria bovina (Abe et al., 2014), por lo que se
estudi6 el crecimiento de las cepas NcAGRA7 y NcAROP40 en dichas células para investigar
su comportamiento cuando se ven sometidas a la presiéon inmunitaria. Los resultados
muestran que las cepas KO tuvieron una capacidad de proliferaciéon significativamente
menor que la cepa WT a las 48, 60 y 72 h pi, momentos en los que previamente se observo
una mayor expresién de los transcritos NcGRA7 y NcROP40 (Pastor-Fernandez et al.,
2015b, 2016), y que coinciden con las fases de multiplicacién, egresion y reinvasién del ciclo
litico del parasito. NcGRA7 se secreta en el citosol de la célula hospedadora a las 48 h pi
(Nishikawa et al., 2018) y se dirige a la membrana de la vacuola parasitéfora y a la red
tubular intravacuolar (Hemphill et al., 1998; Aguado-Martinez et al., 2010; Dong et al.,
2017), pudiendo tener efectos sobre la formacion de la vacuola parasitéfora. Un estudio
anterior observé que las vacuolas parasitéforas de las cepas deficientes en NcGRA7 fueron
mas pequefias que las de Nec-1 (Wang et al., 2021a). Por su parte, NcROP40 no interactia con
la membrana de la vacuola parasitéfora y no hay evidencias de su secrecién por microscopia
confocal (Pastor-Fernandez et al., 2015b). Sin embargo, NcROP40 tiene un péptido sefial
en su secuencia, cuya presencia es un prerrequisito para entrar en las vias secretoras. En
consecuencia, NcROP40 podria ser secretada al citosol y/o al ntcleo de la célula hospedadora,
pudiendo tener un papel en la regulacién de la célula hospedadora (Pastor-Fernandez et al.,
2015b; Dong et al., 2017), tal y como se describi6 previamente para otras proteinas de las
roptrias como NcROP16 (Ma et al., 2017a).

Aunque apenas se conocen los aspectos relacionados con la patogenia durante la infeccion
por N. caninum, se ha demostrado que determinadas cepas de T. gondii han desarrollado
varios mecanismos para contrarrestar las defensas del hospedador, incluyendo la secrecion
de proteinas efectoras de organulos especializados (ROP y GRA) las cuales intervienen en
las vias de transcripcion y sefializacion del hospedador, modulando la respuesta inmunitaria
(Hunter & Sibley, 2012; Rastogi et al., 2020). De esta manera, los parasitos deficientes en
la proteina de granulos densos TgIST, fueron incapaces de contrarrestar la respuesta de
IFN-y de sus células hospedadoras in vitro y son avirulentos in vivo (Olias et al., 2016;
Gay et al., 2016). El IFN-y es una molécula crucial en la defensa frente a los parasitos
intracelulares y ayuda a controlar la infeccion inhibiendo el crecimiento y la replicacion de
los taquizoitos (Innes et al., 1995; Yamane et al., 2000; Yarovinsky, 2014). En este contexto,
cabe esperar que los parasitos KO sean mas susceptibles a la inhibicién del crecimiento

mediada por IFN-y, como se ha observado previamente en 7. gondii (Wang et al., 2020).
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Sin embargo, la estimulacién de los boM@ con IFN-y mostré una inhibicién similar del
crecimiento de taquizoitos en todas las cepas de forma dosis-dependiente. Las dosis altas
de IFN-y causaron la disminucién del nimero de parasitos, eliminando las diferencias
observadas entre grupos en boM@ no estimulados. Por el contrario, un estudio reciente
demostré que los parasitos deficientes en NcGRA7 fueron eliminados mas facilmente por los
macréfagos murinos estimulados con IFN-y (células Raw246.7) que la cepa parental (Nc-1)
(Wang et al., 2021a), probablemente debido a la mayor agregacién del factor inmunitario
IRGa6 (GTPasa relacionada con la inmunidad) a 1a membrana de la vacuola parasitéfora
de los parasitos deficientes en NcGRA7, contribuyendo a su destrucciéon en presencia de
IFN-y (Wang et al., 2021a; Saeij & Frickel, 2017). En T gondii, GRA7 forma un complejo
con ROP5/ROP18 y regula la inactivacion especifica de IRGa6 por ROP18 (Hermanns et al.,
2016; Alaganan et al., 2014). La destruccién de la vacuola parasitéfora mediada por IRGs es
uno de los principales mecanismos de control de 7. gondii en células murinas (Yamamoto
et al., 2012; Saeij & Frickel, 2017). Sin embargo, estas enzimas no se encuentran en muchas
especies de mamiferos, como el bovino (Hunn et al., 2011; Gazzinelli et al., 2014; Miiller &
Howard, 2016), por lo que el efecto de la destruccion de la vacuola parasitéfora mediada por
IRGs no se observaria en nuestro estudio. Ademaés, Gossner & Hassan (2020) demostraron
que la estimulacion con IFN-y anulaba la mayoria de los cambios transcripcionales inducidos

por T. gondii como estrategia de supervivencia en boM@, restringiendo asi su replicacidn.

Los estudios realizados en macréfagos murinos con parasitos deficientes en NcGRA7
demostraron que esta proteina activa las vias de sefializacién del hospedador, especialmente
la produccién de citoquinas y quimioquinas (Nishikawa et al., 2018). Aunque no hay estudios
en NcROP40, la capacidad de las pseudoquinasas para modular las vias de senalizacion de
las células hospedadoras se ha demostrado ampliamente en 7. gondii (Reese & Boyle, 2012).
Por lo tanto, la diferencia de proliferacién observada entre cepas en boM@ sin estimular
podria atribuirse a una alteracion en la capacidad del parasito para modular la respuesta
inmunitaria del hospedador, ya que esta capacidad se ha asociado ampliamente a la viru-
lencia (Feng et al., 2010; Ma et al., 2017a; Garcia-Sanchez et al., 2019a; Jiménez-Pelayo
et al., 2019a, 2020). Los resultados obtenidos en este estudio demostraron mayores niveles
de expresion de TLR3 en boM@ infectados con las cepas KO que en los infectados con la
cepa WT. La via de sefnalizacién TLR3-TRIF mejora la resistencia frente a la infeccién por
N. caninum en ratones, ya que mejora la respuesta inmunitaria Th1l (Miranda et al., 2019),
lo que podria explicar el mejor control de la multiplicacién de los parasitos KO en nuestro
trabajo. Sin embargo, no se observé una clara activacién de la respuesta Thl, ya que no
se encontraron diferencias en la expresion de citoquinas proinflamatorias entre los boM@
infectados con la cepa WT y los boM@ infectados con las cepas KO. No obstante, no podemos
descartar que la estimulacién Th1 como respuesta a la activacién de TLR3 se produjera mas
tarde, ya que la expresion de citoquinas se analiz6 en una fase temprana de la infeccion
(8 h pi). Ademas, la activacién de la via dependiente de TRIF da lugar a la produccién de

interferén de tipo I (IFN-f e IFN-a), que no se ha analizado en este estudio (Leichtle et al.,
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2009; Mineo et al., 2009; Jiménez-Dalmaroni et al., 2016).

Esta investigaciéon ha sido pionera en el uso de células bovinas para la evaluaciéon
de factores de virulencia de N. caninum. Los resultados obtenidos sugieren que NcGRA7
y NcROP40 podrian estar implicados en la manipulacién de los mecanismos de defensa
inmunitaria innata frente a N. caninum, observando diferencias entre el comportamiento
de las cepas de parasitos KO y la cepa WT en boM{@, con una menor proliferacién y una
mayor estimulacién del receptor TLR3. Se necesita proseguir la investigacion sobre las vias
de activacion en las que participan estas proteinas para comprender mejor sus funciones y
su papel en la virulencia de N. caninum durante la infeccién en los bovinos. En resumen,
los resultados obtenidos en la presente Tesis Doctoral permiten confirmar a las proteinas
NcGRA7 y NcROP40 como factores de virulencia en un modelo murino gestante normalizado
y han caracterizado el comportamiento de las cepas deficientes en dichas proteinas en
células diana bovina. Adicionalmente, se ha descrito al boM@ como un modelo adecuado
para evaluar factores de virulencia del parasito en el curso de la infeccion. Finalmente, los
posibles factores de virulencia identificados en el Objetivo 1 merecen ser investigados en

profundidad ya que podrian ser candidatos vacunales adecuados.
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CONCLUSIONES

OBJETIVO 1. Identificacion de posibles factores de virulencia en Neospora

caninum.

Primera. La comparacion del proteoma del taquizoito de seis aislados de N. caninum con
diferente virulencia ha demostrado la existencia de variaciones en la abundancia de proteinas
entre los mismos.

Segunda. Los aislados de alta virulencia muestran una mayor abundancia de algunas
proteinas especificas de parasitos apicomplejos que podrian estar implicadas en la invasion,
el desarrollo intracelular de N. caninum o la modulacién de la respuesta inmunitaria del
hospedador. Entre ellas cabe destacar un miembro de la familia de las roptrias ROP20,
la proteina pseudoquinasa 1 de bradizoito (BPK1) y las proteinas de los granulos densos
GRA32, GRA6 y GRAT.

Tercera. Los aislados de alta virulencia también muestran una mayor abundancia de
determinadas proteinas implicadas en el metabolismo de la energia y de los 4cidos nucleicos,
lo que podria explicar su mayor capacidad de replicacién. Entre ellas, cabe destacar una
proteina relacionada con la lisofosfolipasa, otra con funcién de unién a acil-CoA, la glucosa-6-
fosfato deshidrogenasa (G6PDH) y la ADN polimerasa.

OBJETIVO 2. Evaluacién y caracterizacion de los posibles factores de virulen-
cia de Neospora caninum NcGRA7 y NcROP40.

Primera. Se ha aplicado con éxito la tecnologia CRISPR/Cas9 para la obtencién de una
cepa deficiente en NcROP40 (NcAROP40), confirmando que los plasmidos desarrollados
para T. gondii pueden utilizarse en N. caninum, sin necesidad de promotores especificos. El
empleo del aislado de alta virulencia Nc-Spain7 como cepa parental presenta la ventaja de
su caracterizacion en modelos in vitro e in vivo y haberse mantenido con un nimero de pases
bajo y controlado en cultivo celular.

Segunda. La delecién de NecGRA7 y NcROP40 se asocia con una reduccién parcial de la
virulencia en el modelo murino gestante, confirmandose NcGRA7 como factor de virulencia y
postulandose NcROP40 como un nuevo factor de virulencia en N. caninum.

Tercera. La delecion de NcGRA7 ocasiona una mayor atenuacién de la virulencia que

la delecion de NcROP40. Los animales inoculados con los parasitos deficientes en NcGRA7
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muestran signos clinicos més leves, menores cargas parasitarias en cerebro y mayor tiempo
medio de supervivencia de las crias.

Cuarta. No se observan diferencias entre las cepas deficientes y la cepa parental en
su crecimiento in vitro en las células del trofoblasto bovino. Este hecho, unido a la elevada
mortalidad neonatal observada en el modelo murino, permite postular que la delecion de
estos genes no altera la capacidad del parasito de multiplicarse en las células del trofoblasto
ni su transmision al feto.

Quinta. El macréfago bovino es un modelo in vitro adecuado que permite la caracteri-
zacion inicial de los posibles factores de virulencia mediante el estudio del crecimiento del
parasito en las distintas fases del ciclo litico y de la modulacién de la respuesta inmunitaria
innata en la especie diana.

Sexta. Las cepas delecionadas tienen una menor capacidad de crecimiento en el macro-
fago que la cepa parental, presentando un menor nimero de taquizoitos totales en distintas
fases del ciclo litico, lo que sugiere la existencia de alteraciones durante la replicacién en
esta célula.

Séptima. La funcién de las proteinas NcGRA7 y NcROP40 no parece estar afectada por
la respuesta al IFN-y en bovinos, ya que la estimulacién de los macréfagos bovinos con IFN-y
muestra una inhibicién similar del crecimiento de los taquizoitos, de forma dosis-dependiente,
en las cepas deficientes y en la cepa parental.

Octava. Los mayores niveles de expresion del receptor TLR3 en los macréfagos infectados
con los parasitos deficientes en las proteinas NcGRA7 y NcROP40 sugieren que estas
proteinas podrian estar implicadas en la manipulacién de los mecanismos de la defensa

inmunitaria innata frente a N. caninum.
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OBJECTIVE 1. Identification of potential virulence factors in Neospora cani-

num.

First. Comparative tachyzoite proteome analysis among six N. caninum isolates with
different virulence has shown variations in protein abundance between isolates.

Second. High virulence isolates show an increased abundance of some apicomplexan
parasite-specific proteins that may be involved in invasion, intracellular development of V.
caninum or modulation of the host immune response. These include a member of the rhoptry
kinase family ROP20, bradyzoite pseudokinase 1 (BPK1) and the dense granule proteins
GRA32, GRA6 and GRATY.

Third. High virulence isolates also show a higher abundance of certain proteins involved
in energy and nucleic acid metabolism, which could explain their higher replication capacity.
These include a lysophospholipase-related protein, an acyl-CoA-binding protein, the glucose-
6-phosphate dehydrogenase (G6PDH) and a DNA polymerase.

OBJECTIVE 2. Evaluation and characterisation of Neospora caninum virulen-
ce factors NcGRA7 y NcROP40.

First. CRISPR/Cas9 technology has been successfully applied to obtain a NcROP40-
deficient strain (NcAROP40), confirming that plasmids developed for T. gondii can be used
in N. caninum, without the need for specific promoters. The use of the highly virulent isolate
Nc-Spain7 as the parental strain has the advantage of having been characterised in in
vitro and in vivo models and of having been maintained with a low and controlled passage
number in cell culture.

Second. NcGRA7 and NcROP40 deletion is associated with a partial reduction of
virulence in the pregnant murine model, confirming NcGRA7 as a virulence factor and
postulating NcROP40 as a novel virulence factor in N. caninum.

Third. NcGRA7 deletion results in a greater attenuation of virulence than NcROP40
deletion. Animals inoculated with NcGRA7-deficient parasites show milder clinical signs,
lower parasite loads in the brain and longer median survival time of offspring.

Fourth. No differences are observed between the deficient strains and the parental

strain in their in vitro growth in bovine trophoblast cells. This fact, together with the high
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neonatal mortality observed in the murine model, allows us to postulate that deletion of these
genes does not alter the parasite’s ability to multiply in trophoblast cells or its transmission
to the foetus.

Fifth. Bovine macrophage is a suitable in vitro model that allows initial characterisation
of potential virulence factors by studying parasite growth at different stages of the lytic cycle
and modulation of the innate immune response in the target specie.

Sixth. Defective strains have a lower growth capacity in the macrophage than the
parental strain, showing a lower total number of tachyzoites at different stages of the lytic
cycle. This suggests the existence of alterations during replication in this cell.

Seventh. The role of NcGRA7 and NcROP40 proteins does not appear to be affected by
the response to IFN-y in cattle, as stimulation of bovine macrophages with IFN-y shows a
similar inhibition of tachyzoite growth in a dose-dependent manner in the defective strains
and in the parental strain.

Eighth. The increased expression levels of TLR3 receptor in macrophages infected with
NcGRA7- and NcROP40-defective parasites suggest that these proteins may be involved in

manipulating the mechanisms of innate immune defence against N. caninum.
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