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LA PRODUCQI()N DE IN'I"ERFERON GAMMA (IFN-y) SE ASOCIA A UNA MENOR
CONCENTRACION PLASMATICA DE PROTEINA ASOCIADA A LA GESTACION-1Y -2
(PAG-1Y PAG-2) EN VACAS LECHERAS GESTANTES CRONICAMENTE INFECTADAS
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INTRODUCCION

Neospora caninum es un parasito coccidio intracelular que causa aborto en ganado vacuno
lechero a nivel mundial (Dubey y Schares, 2011). En el noreste espafiol, el riesgo de aborto en
vacas seropositivas es 12-18 veces comparado con el resto de animales, con tasas de abortos
de hasta 44% (Lopez-Gatius et al., 2004). En trabajos previos, se ha demostrado que la
inseminacién de vacas frisonas seropositivas a N. caninum con semen de toros de razas
carnicas reduce el riesgo de aborto (Lopez-Gatius, 2005), e incrementa los valores de las
proteinas asociadas a la gestacion (PAG) respecto al uso de semen frison (Serrano et al.,
2009). En rumiantes, las PAGs se han clasificado en dos grandes grupos: el grupo 1, el mas
abundante, que se expresa en las células binucleadas del trofectodermo, y el grupo 2 que se
expresa de manera mas uniforme por todo el trofectodermo (Green et al., 2000). Su funcién se
desconoce, aunque en vacas seropositivas a N. caninum parecen ser un indicador de aborto
(Lopez-Gatius et al., 2007a, Garcia-Ispierto et al., 2012). Por otra parte, la produccion de
interferén gamma (IFN-y) confiere proteccion contra el aborto y se asocia con una menor
respuesta humoral (Lépez-Gatius et al., 2007b; Almeria et al., 2009). El objetivo de este estudio
fue investigar la interaccién de IFN-y y las Proteinas Asociadas a la Gestacion de grupo 1
(PAG-1), y grupo 2 (PAG-2) en vacas lecheras crénicamente infectadas por N. caninum.

MATERIAL Y METODOS

Este estudio se realiz6 en una granja comercial de vacas de alta produccion lechera situada en
la franja Lleida-Huesca, con una historia conocida de abortos asociados a N. caninum. Se
incluyeron 43 vacas gestantes cronicamente infectadas por N. caninum que no abortaron, en
condiciones 6ptimas de manejo y alimentaciéon. Las vacas se inseminaron artificialmente con
dosis seminales de toros de aptitud carnica de fertilidad probada. Los diagnésticos de gestacién
se realizaron el dia 28-34 tras la inseminacién mediante ecografia transrectal, y los dias 90,
120, 150, 180 mediante palpacion rectal. No se incluyeron gestaciones gemelares en el estudio.
De cada animal se tomaron muestras de sangre de la vena coccigea en tubos con EDTA (10
ml) (BD Vacutainer®, Becton, Dickinson and Company, Plymouth, GB) los dias (+4 dias) 40, 90,
120, 150, 180 y 210 de gestacion. La sangre se centrifugé inmediatamente (1500 g, 10 min), y
el plasma recogido se conservé a -80°C. La concentracion plasmatica de PAG-1 y PAG-2 se
determindé mediante radioinmunoensayo (RIA) (Garcia-Ispierto et al., 2012). La determinacién
de IFN-y se realiz6 mediante ELISA con un kit comercial (Bovine IFN-y EASIA, Biosource,
Nivelles, Bélgica) (Lopez-Gatius et al., 2007b). La seropositividad frente a N. caninum se
determind mediante andlisis serolégicos anuales con un kit ELISA comercial (CIVTEST® anti-
Neospora; Hipra, Girona, Espana). De cada animal se tomaron datos de la concentracion
plasmatica de IFN-y, PAG-1 y PAG-2 los dias 40, 90, 120, 150, 180 y 210 de gestacion. Las
vacas se clasificaron como productoras (presencia de IFN-y en al menos una muestra durante
el periodo de estudio) o no productoras de IFN-y. Los datos se analizaron estadisticamente
mediante analisis de medidas repetidas GLM ANOVA con el paquete estadistico SPSS v.17
(SPSS Inc., Chicago, IL, EE.UU.). Los valores medios se expresaron como la media +
desviacion estandar (SD).
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RESULTADOS Y DISCUSION

La lactacion media de las vacas incluidas en el estudio fue de 2,4 + 1,5, con una produccién
lechera a dia 50 de lactacion de 43,0 + 8,4 kg. El 21% de los animales presentaron al menos
una muestra de plasma positiva a IFN-y durante el estudio. El dia de gestacién y la produccién
de IFN-y afectaron significativamente las concentraciones plasmaticas de PAG-1 y PAG-2. Los
niveles de PAG-1 y PAG-2 incrementaron con el tiempo de gestacién (P<0,001). Las vacas no
productoras de IFN-y presentaron niveles significativamente superiores de PAG-1 durante el
periodo de estudio (P=0,025, Fig 1A; efecto intersujetos) y un mayor incremento de PAG-1 y
PAG-2 (P=0,007, Fig. 1A'y P=0,038, Fig. 1B, respectivamente; efecto intrasujetos) el dia 120 de
gestacion, respecto a las vacas productoras de IFN-y. El IFN-y se asocia a la respuesta inmune
celular (respuesta Th1), y ejerce funcidn protectora ante infecciones por protozoos aunque su
produccién continuada puede ser potencialmente dafina en hembras gestantes (Almeria et al.,
2009). La funcion de las PAGs parece estar relacionada con el mantenimiento de la gestacién
mediante la inmunosupresién materna a nivel local (Klisch et al., 2008, Egen et al., 2009). La
gestacién implica el equilibrio de multitud de procesos fisiolégicos. De este modo, la produccién
de IFN-y en vacas cronicamente infectadas por N. caninum no abortadas afectaria la secrecion
de PAGs, principalmente secretadas por las células binucleadas, posiblemente por procesos
inflamatorios asociados a esta molécula (Lépez-Gatius et al., 2009). En conclusion, los animales
cronicamente infectados por N. caninum productores de IFN-y presentaron una menor
concentraciéon plasmatica de PAG-1 durante la gestacion y un menor incremento de PAG-1 y
PAG-2 el dia 120 de gestacion respecto a las no productoras de IFN-y.
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Figura 1. Efecto de la produccion de interferén gamma (IFN-y) (IFNy-, n=34 vs. IFNy+, n=9)
sobre la concentracion plasmatica de proteina asociada a la gestacion -1 (PAG-1) (A) y -2
(PAG-2) (B) en vacas de leche

GAMMA INTERFERON PRODUCTION IS RELATED TO LOWER PREGNANCY
ASSOCIATED GLYCOPROTEIN-1 AND -2 (PAG-1 AND PAG-2) CONCENTRATIONS IN
NON-ABORTING CHRONICALLY NEOSPORA CANINUM-INFECTED DAIRY COWS

ABSTRACT: The objective of this work was to study the interaction between gamma interferon
(IFN-y) production and plasma pregnancy-associated glycoprotein-1 (PAG-1) and -2 (PAG-2)
concentrations throughout pregnancy in non-aborting chronically Neospora caninum-infected
cows. Gamma interferon was detected at some point along the pregnancy in 9 (21%) of the 43
Neospora-seropositive cows. General lineal models (GLM) repeated measures ANOVA revealed
significant effect of IFN-y production on plasma PAG-1 and PAG-2. IFN-y production was related
to lower PAG-1 concentrations throughout gestation (P<0.05), respect to cows not producing
IFN-y. Moreover, cows not producing IFN-y showed significantly increased PAG-1 and PAG-2
concentrations at Day 120 of gestation (P<0.01 and P<0.05, respectively), respect to cows
producing IFN-y. These results indicate that IFN- y production has an effect on placental PAG
secretion in non aborting Neospora-infected cows.

Keywords: Neospora caninum, gamma interferon, pregnancy associated glycoproteins, dairy
COows.
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