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EFECTOS TOXICOSDEL CONTENIDO DE DOS TAMANOS DE
QUISTES DE Sarcocystis aucheniae EN CONEJOSINOCULADOS
EXPERIMENTALMENTE

Toxic EFFecTs oF THE CONTENTS OF Two CcYST SZES OF SARCOCYSTYS AUCHENIAE
IN EXPERIMENTALLY INOCULATED RABBITS

Maria Chileno M 1, Amanda Chavez V.12, Eva Casas A.L, Alfonso Chavera C.3,
Nidia Puray C.t

El objetivo del estudio fue determinar los efectos toxicos de dos tamarios de
macroquistes de Sarcocystis aucheniae (>5 mmy 1-3 mm) en conejosinocul ados experi-
mentalmente, através del tiempo de supervivencia, manifestacionesclinicasy alteracio-
nes anatomopatol 6gicas. Se colectaron macroquistes del cuello de alpacas procedentes
del camal de Huancavelica. Las concentraciones de proteinas antigénicas para los
macroquistes grandes y pequefios, medidas por €l método de Biuret, fueronde 3.3y 2.4
mg/mL, respectivamente. Se utilizaron 52 conejos, delos cual es 25 fueron inoculados con
extractos de macroquistes grandes, 25 con extractos de macroquistes pequefios y 2
guedaron como controles. Cada grupo tratado estuvo compuesto por cinco subgrupos
deconejos, aquienesseaplicé dosisde2.5, 5, 10, 15y 25 ug de proteinapor kilogramo de
peso vivo, vialM. Laevaluacion del tiempo de supervivenciase hizo hastalas 72 h pos-
inoculacion. El tiempo promedio de mortalidad ocurrié a las 7 h post-inoculaciéon y la
dosis de mayor letalidad fue de 15 ?g/kg. Las manifestaciones clinicas més frecuentes
fueron hipertermia, taquipnea, diarrea, inapetencia, incoordinaciony postracién. Laprin-
cipal lesion en la necropsia fue congestion de vasos sanguineos en cerebro y otros
Organos, asi como presenciadeliquido enlascavidadesabdominal, toracicay pericardica.
Ademés, se observo dafio degenerativo en cerebro, higado y rifion, y edemacerebral. No
se observaron alteraciones en muscul o esquel ético. Laseveridad de las|esiones estuvo
relacionada al tamafio de quiste, siendo més severas con |os quistes pequefios. Se en-
contro diferencia estadistica (p<0.05) en el tiempo de supervivencia de los conejos por
efecto deladosisy tamafio delos macroquistes, observandose el 96% de supervivencia
paralos animales inoculados con macroquistes grandes y el 68% paralos pequefios.
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Efectos toxicos del Sarcocystis aucheniae en congjos

ABSTRACT

The aim of this study was to determine the toxic effects of two macrocyst sizes of
Sarcocystis aucheniae (>5 mm and 1-3 mm) in experimentally inocul ated rabbits through
survival time, clinical signs, and pathological changes. Macrocysts from alpaca necks
were collected in the slaughterhouse of Huancavelica, Peru. Antigenic proteins
concentrationsfrom large and small macrocysts, measured by the Biuret method were 3.3
and 2.4 mg/mL, respectively. Twenty fiverabbitswereinocul ated with extractsfrom large
macrocysts, 25 with extractsfrom small macrocysts and 2 animal s were used as controls.
Each treatment group was formed by 5 subgroups of 5 rabbits each, which received, via
IM, doses of 2.5, 5, 10, 15, and 25 ?g of protein per kg of body weight. Survival timewas
evaluated until 72 hours post inoculation. The average interval to death was 7 h and the
more severelethal dosewas 15 ?g/kg. Themost frequent clinical signswerehyperthermia,
tachypnea, diarrhea, inappetence, incoordination, and recumbency. The principal lesion
at necropsy was congestion of blood vesselsin brain and other organs, and fluid in the
abdominal, thoracic, and pericardial cavities. Also, degenerative lesions in brain, liver
and kidney as well as brain oedema were found. Changes in skeletal muscle were not
observed. The severity of injurieswasrelated to size cyst, being worse with small cysts.
Statistical difference (p<0.05) in survival time due to the effect of dose and size of
macrocyst was found. There were 96% survival for animals inoculated with large
macrocysts and 68% for those inoculated with small macrocysts.
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debido alos quistes macroscdpicos de color
blanco que produce, principalmente en €
estfago, cuello, codtillares, brazuelo, lomo'y
pierna (Guerrero et al., 1967; Castro, 1974;
White, 1998). Este protozoo ocasiona
importantes pérdidas econdémicas para la
industria alpaquera, al ocasionar una
disminucién en la produccion y la

INTRODUCCION

La sarcocistiosis es una infeccion
parasitaria causada por varias especies de
protozoos del género Sarcocystis, parasitos
de amplia distribucion mundial (Cordero del
Campillo et al., 1999). Su ciclo de vida es

indirecto, de tipo predador-presa, donde los
hospederos definitivos son carnivoros y
actlian como predadores y los hospederos
intermediarios son sus presas. Lainfeccion
en e hospedero definitivo se realiza por la
ingestion de carne infectada con formas
quisticas de Sarcocystis sp, y en el
intermediario por ingestion de ooquistes
eliminados con las heces del hospedero
definitivo (Quiroz, 2000).

La sarcocistiosis presente en los
camélidos sudamericanos (CSA) es causada
por las especiesS. lamacanis, S. aucheniae
y S. guanicoecanis, siendo de mayor
importanciala ocasionada por S. aucheniae
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productividad del animal, ademés de generar
pérdidas por los decomisos de carcasa
(Leguiaet al., 1989).

LosquistesdeSarcocystistienenensu
interior una sustancia proteica, denominada
sarcocistina, con actividad neurotoxica
(Hiepe et al., 1981). La sarcocistina es
considerada como una endotoxina que actta
anivel del musculo cardiaco y tejido nervioso
gastrointestinal (Briggsy Foreyt, 1985). Los
cuadros clinicos causados por estatoxinase
han venido estudiando en | as Ultimas décadas
(Leguia, 2003). Se ha demostrado su accion
letal en congjos utilizando proteinas de
bradizoitos de quistes de S. aucheniae
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obtenidas por sonicacion (Samet al., 1998),
asi como con proteinas de quistes obtenidas
de carne tratada fisica y quimicamente
(Céspedes, 2004).

Cornejo et al. (2007) encontraron
discrepancias biol dgicas entre macroquistes
de S. aucheniae de 2 tamafios (peguefios:
1-3mmy grandes: >5 mm) al infectar canes,
tanto en laduracién del periodo prepatente y
en la carga de esporoquistes eliminados,
como en € porcentgje de mortaidad; sin
embargo, € uso de estos dos tamarios de
macroquistes de S. aucheniae, con fines
diagnosticos, requiere de evaluaciones
previas de la inocuidad del inéculo y la
respuesta inmune gue genera.

El objetivo del presente estudio fue
determinar los efectos toxicos de dos
tamanios de quistes de S. aucheniae (>0.5
mm y 1-3 mm) en conejos inoculados
experimentalmente, evaluando las
manifestaciones clinicas y alteraciones
anatomopatol 6gicas en funcion a las dosis
administradas.

Material Biolégicoy Lugar de Estudio

Se utilizaron cuellos de alpacas infecta
das naturalmente con macroquistes de S.
aucheniae y que fueron beneficiadas en €
cama de Huancavelica. Los macroquistes
se clagficaron por su tamafio en pequefios
(2-3 mm) y grandes (>5 mm). El procesa-
miento paralaobtencion de antigenos serea
liz6 en € Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de
laUniversidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM), Lima.

Se utilizaron 52 congjos de laraza Nue-
vaZelanda, de2 a3 kg depesoy de 3 meses
de edad, procedentesddl bioteriodelaFMV -
UNMSM. Se les practicd un andlisis
coproparasitol 6gico seriado paradescartar la
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presenciade parasitosgastrointestinaes. Cin-
cuenta conegjos se distribuyeron en dos gru-
pos experimentalesy dos conejos se emplea
ron como controles no tratados.

Preparacion de Extractos Quisticos

Se colectaron macroquistes de la mus-
culaturaesqueléticacervical delasapacasy
se depositaron en PBS (solucion buffer
fosfato) a baja temperatura (2-3 °C). Luego
se lavaron con PBS y antibidtico (penicilina
100 Ul + estreptomicina 100 mg), y se clasi-
ficaron seguin su tamafio como macroquistes
pequefios (1-3 mm) y grandes (>5 mm), em-
pleando una regla esterilizada.

Se extrgo € contenido de los quistes
con sumo cuidado. Se les sujetd con pinza
plana en unacanaeta, y € contenido fue ab-
sorbido con una jeringa de tuberculina. Los
bradizoitos obtenidos se filtraron a través de
una gasa estéril en un embudo, se les coloco
en un tubo Facony sellevaron a una centri-
fuga refrigerada (Sorvall Super Speed RC-
2) a500 rpm por 15 minutos, con PBSy an-
tibictico.

Se colect6 € sedimento en un Beaker
de 10 mL y sellevo d sonicador (Fisher mo-
delo 300) por 60 ciclos por segundo en 4 in-
tervalos de 30 segundos (Sam et al., 1998).
El sonicado fue centrifugado a 14 000 rpm
por 30 minutos, y € sobrenadante se pasd
por un filtro de 0.22 mm. Losfiltrados se con-
servaron en congelacion a -20 °C en viades
de 2 mL. Los niveles de proteina de cada
lote de antigeno fueron medidos por & méto-
do de Biuret. Paraldlamente, se realizé un
cultivo bacteriol 6gico, para garantizar su es-
terilidad.

M etodologia Experimental

L os conegjos de cada uno delos dos gru-
posfueroninoculadosintramuscularmente con
proteina antigénica de macroquistes de S.
aucheniae, recuperada de quistes pequefiosy
grandes, endosisde 2.5, 5, 10, 15y 25 pg/kg,
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Cuadro 1. Temperatura corporal de conejos inoculados con diversas cantidades de proteina
antigénica de macroquistes grandes (>5 mm) y pequefios (1-3 mm) de S

aucheniae
_ R . - T° maxima post- Rangq dela
Dosis T° preinoculacion . ) presentacion de la T°
inoculacion .
(Hg/kg) maxima (horas)
Pequefio Grande Pequefio Grande Pequefio Grande
25 38.2 38.7 40.3 40.3 2-7 2-4
5 38.3 38.5 40.2 40.0 34 4-8
10 38.6 38.4 40.0 40.0 3 2-4
15 38.1 38.3 40.2 40.5 3 34
25 38.4 38.6 40.5 40.3 2-3 2-7
Control 38.2 38.5

Cuadro 2. Periodo (horas) de supervivencia de conejos inoculados con diversas cantidades
de proteina antigénica de macroquistes grandes (>5 mm) y peguefios (1-3 mm) de

S. aucheniae
. . i Dosis de i noculacion (ug/kg)
Tipo de macroquiste Congo

25 5 10 15 25

1 16 44 10 10 9

2 7 10 8 8 7

Pequefio 3 72 9 7 8 8

4 20 20 10 8

5 19 12 9 7

1 72 72 13 17 13

2 72 9 10 9 72

Grande 3 72 35 10 23 20

4 72 39 11 20 19

5 72 72 11 18 18
disudtos en un volumen de indculo de 1 mL L os congjosfueron monitoreados por 72
de suero fisioldgico. Los dos conejos contro- horas. Se registré latemperatura rectal pre-
les recibieron tnicamente suero fisiol6gico (1 viamente a la inoculacion y luego se hizo a
mL), viaintramuscular. interval os de una hora. Se redliz6 la necrop-
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Cuadro 3. Tiempo (horas) de supervivencia de conejos (n = 5 por grupo) inoculados con
diversas cantidades de proteina antigénica de macroquistes grandes (>5 mm) y

pequefios (1-3 mm) de S. aucheniae

Dosis Tamario de Media de Error Intervalo de confianza
(ng/kg) macroquiste supervivencia estandar Minimo M 4aximo
. Pequefio 272 10 7 47
' Grande 72'a - - -
- Pequefio 192 7 6 32
' Grande 452 11 24 66
Pequefio o2 1 8 10
10.0 =
Grande 112 1 10 12
Pequefio 8 0 8 9
15.0 o o
Grande 17 2 13 22
Pequefio 8 0 9
25.0 =
Grande 282 10 9 48

' Todos los conejos sobrevivieron hasta la Ultima medicion (72 horas)
ab Superindices con letras diferentes indican que las medias son diferentes (p<0.05)

saalos congos que murieron por efecto de
la inoculacion, asi como a los congos que
sobrevivieron el periodo experimental. Se
evaluaron las lesiones y dteraciones anato-
micas macroscopicas, y se colectaron mues-
tras de pulmon, intestino delgado, rifion, higa
do, bazo, ganglio popliteo, cerebro y muscu-
lo. Losteidos se colorearon con tincidn con-
vencional de H-E, para la evaluacion
histopatol 6gica

Evaluacion dela Toxicidad Antigénica

Se consider6 @ nimero de animales que
sobrevivieron. Se determind € tiempo de su-
pervivenciade los congjosinoculados en cada
tratamiento considerandose 72 horas como
el tiempo maximo de observacion, a traves
dd andlisis tiempo a un evento (Curva de
Kaplan Meier).

Se utilizaron las variables dosis, tamafio
de macroquiste, tiempo de supervivencia y
nimero de animales sobrevivientes para €

andisis de Regresion de Cox, donde se de-
termind las variables estadisticamente signi-
ficativas que intervienen en la supervivencia
de los animalesinoculados con |os dos tama:
fios de macroquistes de S. aucheniae.

REsuLTADOS

El extracto quistico deS. aucheniae de
los qui stes pequefios (1-3 mm) y grandes (>5
mm) después del procesamiento (homoge-
nizado, lisadoy centrifugado) presentaron 2.4
y 3.3 mg de proteina/mL., respectivamente.

Los signos clinicos mostrados para el
grupo inoculado con macroquistes peguerios
fueron de hipertermia, tagquipnea, pupilacon-
traida, lagrimeo, pérdida de apetito, diarres,
fiebre, sdlivacion, incoordinacion y postracion.
En e caso de los congos inoculados con
macroquistes grandes, los signos clinicosfue-
ron similares, con la diferencia que los ani-
males presentaron hipotermia previa a la
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muerte. Larecuperacion delosanimalesque
sobrevivieron fue progresiva. Se inicié con
ingesta de agua'y comida, mayor actividad y
estabilizacion de latemperatura corpord. La
temperatura promedio en |os congos inocu-
lados se muestra en e Cuadro 1. Latempe-
ratura corpora se eevé a partir de las dos
horas post-inoculacion.

En & Cuadro 2, se observa que todos
los congjos inoculados con macroquistes gran-
desadosisde 2.5 ug/kg sobrevivieron a pe-
riodo experimental de 72 horasy en caso de
los conejos inoculados con macroquistes pe-
quefios solo sobrevivio € 20%. Los porcen-
tajes de mortalidad fueron de 68 y 96% para
los conejos inoculados con quistes grandes y
pequefios, respectivamente. Asimismo, pudo
observarse que los animales inoculados con
quistes grandes permanecieron mas tiempo
Vivos que los inoculados con quistes peque-
fios (Cuadro 3).

Se observo la presencia de liquido en
las cavidades abdominal, toracica y
pericardica, congestion intestinal, hepéticay
renal, timpanizacién de intestinos y ciego,
pequeiias zonas hemorrégicas en la mucosa
intestinal y géstrica, y moderado crecimiento
del bazo. Las ateraciones més importantes
se hallaron en € cerebro. La congestion de
los vasos sanguineos se presentaron en € 96%
de animales inoculados con macroquistes
pequefios y en & 56% de animales inocula
dos con macroquistes grandes. La presencia
deliquido en la cavidad craneana se hdlé en
el 84 y 44% de animales inoculados con
macroquistes pequefios y grandes, respecti-
vamente.

El grado de las lesiones en los érganos
fue dependiente deladosisinoculada; esdecir,
amenor dosis se observaron ateraciones de
leves a moderadas y mientras la dosis
inoculada incrementaba las alteraciones
observadas variaron de moderadas aseveras.

- Cerebro: En la mayoria de los casos se
observo un proceso neuronal degenerativo
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con edema perivascular y perineurondl, fi-
gurasde satdlitosisy neuronofagia. En caso
delos animaesinoculados con macroquis-
tes pequefios presentaron, ademas,
microtrombos.

- Pulmoén: Ambos grupos presentaron en-
grosamiento del septo aveolar, restos de
polimorfos nucleares, leve amoderadacon-
gestion, enfisema y pequefias areas
hemorréagicas.

- Higado: Ambos grupos presentaron pér-
dida de la citoarquitectura trabecular, tu-
mefaccion turbia de los hepatocitos con
presenciade multiplesfocos de polimorfos
nucleares, leve amoderada congestion de
sinusoides y proliferacion de los conduc-
tos biliares.

- Intestino: Se observo severa exfoliacion
de las vellosidades, pero de tamafio varia-
ble. También presentaron infiltracion de
célulasmononucl eares, edema, congestion
y pequefias zonas hemorrégicas. En caso
de los animales inoculados con
macroquistes pequefios, se observo, ade-
mas, microtrombos.

- Bazo: Enlamayoriade congosdelos dos
grupos se observé de leve a severa
deplecion linfoide, incremento de la pulpa
roja, moderada a severa hemorragia, y
edema interfolicular.

- Rifién: En ambos grupos se observo tu-
mefaccion turbiadelostibulosrenales con
obliteracion de sus lUumenes. Los
glomeérulos mostraron de leve amoderado
aumento detamarfio y congestion. Paralos
animales inoculados con macroqui stes pe-
quefios, la congestion en @ area medular
fue mas severa que los inoculados con
quistes grandes.

- Ganglio linfatico: Presentaron, en suma-
yoria, hiperplasia folicular linfoide, mode-
rada congestion y edema intrafolicular
linfoide.

- Mdsculo: No se encontré cambios estruc-
turales anivel de fibras.

Se encontraron diferencias estadisticas
(p<0.05) con respecto al tiempo de supervi-
vencia, dosis y tamafio de macroquistes.
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Existen diferencias bioldgicas y
antigénicas en base al tamafio de los
macroquistes de S. aucheniae, las cuaes
han sido demostradas en canes (Corngjo et
al., 2007) y en congjos (Romero, 2009); de
ali laimportanciay necesidad de evaluar los
efectos tdxicos de los dos tipos de quistes,
para usarlos como aternativa en la obten-
cion de antisueros.

La composicion exacta de la
sarcocistina presente en los quistes de
Sarcocystis no esta bien definiday solo se
conoce laactividad biol6gicadelos extractos
de quistes de diversas especies de
Sarcocystis. Esta actividad varia segin la
especie dd parasito o del hospedador y dela
dosis de proteina antigénica (Hiepe et al.,
1981; Sdeque et al., 1991; Manslla, 1993,
Sato et al., 1995).

Los signos clinicos post-inoculacion,
identificadosen e estudio, confirman € efecto
toxico del contenido antigénico de quistes de
S. aucheniae en congos (Mansilla, 1993).
Dubey et al. (1989) sefidan la probabilidad
gue algunos Sarcocystis se rompan con €l
tiempo y liberen los productos toxicos como
la sarcocistina. Esta toxina desarrolla su ac-
cioén toxico-degenerativa sobre € tgjido cir-
cundante produciendo la calcificacion del
parasito y de laestructuraque lo rodea. Asi-
mismo, es posible que las sustancias libera-
das estimulen la produccion del factor de
necrosis tumora (TNF) (Hiepe, 1972), que
promueve lafase agudadel proceso inflama
torio (Fayer y Jonhson, 1973; Dubey et al.,
1989; Nakamura et al., 1999).

Dentro de los signos clinicos observa-
dos, la hipertermia observada fue smilar a
los hallados en otras especies de Sarcocystis
(Mansilla, 1993; Saito et al., 1995; Céspe-
des, 2004; Godoy et al., 2007; Granados et
al., 2007). Esta hipertermia puede atribuirse
a mecanismo de defensadd organismo fren-
tealatoxina. Asimismo, lataguipnea obser-

vada es una manifestacion clinica evidente
frente a pequefias elevaciones de tempera
tura, debido a un aumento de metabolismo
paraatender lamayor demanda periféricade
oxigeno y de nutrientes (Guinart y Lopez,
1997).

L aslesiones macroscopicas fueron com-
patibles con resultados presentados en otros
reportes (Mansilla, 1993; Godoy et al., 2007).
El dafio degenerativo cerebra fue la lesidn
mas importante observada en ambos grupos.
La formacién de microtrombos en animales
inoculados con macroquistes pequefios y en
aquellos inoculados con la dosis més ata de
macroquistes grandes, debida a la coagula-
cién intravascular causada por latoxina (Tri-
go, 1993), demuestra su capacidad
neurotoxica.

Organos detoxificadores como rifion e
higado sufrieron diversas ateraciones, debi-
do a que sus células presentan un metabolis-
mo muy activo y su funcion es la degrada-
cion de productos nocivos como las toxinas
(Trigo, 1993). Los procesos degenerativos
observados en los 6rganos son modificacio-
nes celulares debido a la alteracion del equi-
librio intra-extracelular (Trigo, 1993). Lasle-
siones observadas fueron similares alas ob-
tenidas por Mansilla (1993) y Céspedes
(2004).

El contenido en los quistes resulto leta
en e 96% de los cong os inoculados con ex-
tracto de quistes pequeriosy en el 68% en €
caso de quistes grandes. Asimismo, se ob-
servo grandes diferencias en términos de su-
pervivenciaen congosinoculadoscon 2.5 ug
de proteinas de macroquistes grandes o pe-
guenos. Estos resultados confirman otrosre-
portes que sefidan que la dosis letal minima
para Sarcocystis sp. se encontraria por de-
bgo de los 50 g de proteinalkg (Mansilla,
1993). En € presente estudio, la dosis leta
minima fue de 2.5 ug /kg para macroquistes
grandes, en tanto que la dosis para
macroquistes pequefios estaria en rangos
menores. La diferencia de la toxicidad ob-
servadaes probable que seadebidaal estado
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de desarrollo que se encuentran los quistes
més pequefios que contienen en su interior
mayor niimero de metrozoitos que taguizoitos.
Esta determinacion de la dosis minima letal
esimportante paralaproduccion de antisueros
y Su uso posterior en diferentes pruebas de
diagnostico seroldgico (Romero, 2009).

CONCLUSIONES

~J

~)

Los macroquistes pequefios (1-3 mm)
fueron méastdxicos que los macroquistes
grandes (>5 mm), observandose mani-
festaciones clinicas post-inocul acion.

La dosis de 2.5 pg/kg de contenido de
macroquiste grande de S. aucheniae no
fue letd en los conejos incoluados.
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