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RESPUESTA INMUNE EN CONEJOS ADOS TAMANOS DE QUISTES DE
Sarcocystis aucheniae

IMMUNE REsPoNSE IN RaBBITS TO Two Sizes oF CysTS OF SARCOCYSTIS AUCHENIAE

Jaime Romero J.:, Amanda Chavez V.*?, Eva Casas A.}, Lenin Maturano H.},
Nidia Puray C.!, Maria Chileno M.

REsSuMEN

El objetivo del estudio fue evaluar la respuesta inmune de macroquistes pequeios y
grandes de Sarcocystis aucheniae utilizando tres protocolos de inoculacion. Para la
obtencion del antigeno se recolectaron cuellos de alpaca con quistes de S. aucheniae del
camal de Huancavelica, Pert. Los quistes colectados fueron clasificados segtin el tama-
flo, en macroquistes grandes (>5 mm) y pequeiios (1-3 mm), obteniéndose una concen-
tracion de proteina antigénica de 3.23 y 2.45 mg/ml, respectivamente. Treinta conejos
fueron inmunizados con 0.05 mg/kg de proteina antigénica derivada de cada tamafio de
macroquiste. Ademas, se considerd tres protocolos de inoculacion (n = 5 conejos). El
protocolo I y IT con uno y dos meses de duracion, respectivamente, donde las proteinas
antigénicas fueron inactivadas con formol, y el protocolo III de 2 meses, con proteina
antigénica inactivada con calor. La respuesta inmune especifica Ag-Ac fue detectada
con la prueba de inmunodifusion doble de agar gel en el 100% con los protocolos [y II,
y 60% con el protocolo III en el caso de macroquistes grandes; asi como en 100, 60 y 40%
de los conejos con los protocolos I, I1 y I1I para macroquistes pequeiios, respectivamen-
te. En conclusion, respuestas inmunes del 86.6 y 66.6% fueron evidenciadas utilizando
proteinas antigénicas provenientes de macroquistes grandes y pequefios, respectiva-
mente, al utilizar los tres protocolos de inmunizacion, aunque en el analisis de Fisher no
se observo asociacion entre protocolos y reaccion Ag-Ac.

Palabrasclave:  Sarcocystis aucheniae, macroquistes, proteinas antigénicas, respues-
ta inmune, protocolos de inoculacion

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the immune response of small and large
macrocysts of Sarcocystis auchenie using three protocols of inoculation. Alpaca meat
samples with S. aucheniae were obtained from the slaughterhouse of Huancavelica,
Peru. Cysts were collected and classified by size in large (>5 mm) and small (1-3 mm),
obtaining 3.23 and 2.45 mg/ml respectively of antigenic protein by the Biuret method.
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Fifteen rabbits were immunized with 0.05 mg/kg of antigenic protein derived from large
and small macrocysts. Besides, three protocols of inoculation were considered (n = 5
rabitts). Protocol I and IT were of 1 and 3 month length where proteins were inactivated
with formalin, and protocol III of 2 months length using heat-inactivated antigen protein.
Specific immune response Ag-Ab was detected by double immunodiffusion in agar gel in
100% of rabbits using protocols I and I and 60% with protocol III in large macrocysts
while 100, 60 and 40% response in protocols I, IT and III in small macrocysts respectively.
In conclusion, immune responses of 86.6 and 66.6% were obtained when using antigenic
proteins from large and small cysts, respectively; however, no association was observed
between protocols and Ag-Ab reaction when using Fisher’s analysis.

Keywords:  Sarcocystis aucheniae, macrocystic, antigenic proteins, immune response,

inoculation protocols

Sarcocystis spp es un parasito perte-
neciente al phylum Apicomplexa, conjunta-
mente con Toxoplasma gondii y Neospora
caninum. Tiene un ciclo de vida indirecto, es
decir, de tipo predador-presa. Afecta a una
amplia gama de mamiferos que actian como
hospederos intermediarios, donde se lleva a
cabo la fase asexual y se desarrollan los quis-
tes que se ubican en la musculatura
esquelética y cardiaca (Leguia et al., 1989).
Los carnivoros (gatos y perros) actiian en su
mayoria como hospederos definitivos, desa-
rrollando la fase sexual del parasito, liberan-
do al medio ambiente esporoquistes y
ooquistes infectivos.

En el Peru, se ha reportado la presen-
cia de sarcocistiosis en varias especies do-
mésticas. En camélidos sudamericanos
(CSA) se han reportado tres especies:
Sarcocystis tilopodi (llamado también
Sarcocystis guanicoecanis), el cual ocasio-
na quistes macroscopicos en guanacos; S.
lamacanis en alpacas y llamas, que produce
quistes de menor tamafio (microquistes) de
rapido desarrollo y que tienden a localizarse
en la musculatura cardiaca; y S. aucheniae,
que produce quistes macroscopicos de 0.1 a
1 cm de largo, de color blanco con apariencia
de un grano de arroz compacto, los que tien-
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den a crecer lentamente y se presentan prin-
cipalmente en el esofago, cuello, costillas,
brazuelo, pierna, y en general, en cualquier
parte de la musculatura esquelética (Guerre-
ro y Hernandez, 1967; Castro, 1974; White,
1998). Estos quistes se observan a simple vis-
ta, y por tal motivo, ocasionan grandes pérdi-
das economicas por el decomiso de la carcasa
por parte del inspector veterinario (Vilca,
1991); asi como, al rechazo a su consumo
debido al mal aspecto de la carne, limitando-
se la comercializacion de la carne a pesar de
su alto valor proteico y bajo contenido de
colesterol, comparando con otras carnes ro-
jas (Leguia et al., 1989).

Esta parasitosis se diagnostica observan-
do los quistes presentes en la carcasa; sin
embargo, una técnica de diagndstico de S.
aucheniae en el animal vivo fue realizada
por Sam (1988), quien llegd a caracterizar
parcialmente los componentes antigénicos del
quiste y a estandarizar la prueba de ELISA,
la cual viene siendo utilizada como técnica
estandar de diagnodstico. No obstante, esta
técnica muestra reaccion cruzada entre las
especies de S. lamacanis y S. aucheniae
(Sam, 1988), a pesar que Medrano et al.
(2006) mediante la técnica de PCR, remarca
la diferencia antigénica entre ambas espe-
cies, y a partir de esa premisa, Hung (2006)
ha elaborado una vacuna, la cual se encuen-
tra en fase experimental.
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Recientemente se hallaron diferencias
biologicas significativas en perros inoculados
con Sarcocystis aucheniae de tamafos gran-
des y pequefios (Cornejo et al., 2007). Es
asi, que el presente estudio tuvo por objetivo
evaluar la respuesta inmune de macroquistes
pequefios y grandes de S. aucheniae utili-
zando tres protocolos de inoculacion.

Material Bioldgico y Lugar de Estudio

Se trabajo con alpacas infectadas natu-
ralmente con macroquistes de S. aucheniae,
que fueron beneficiadas en el camal de
Huancavelica entre marzo a mayo de 2008.
Se adquirieron cuellos con quistes e inme-
diatamente fueron transportados al Labora-
torio de Parasitologia de la Facultad de Me-
dicina Veterinaria (FMV) de la Universidad
Nacional Mayor de San Marcos (UNMSM),
Lima. Alli, se recolectaron los macroquistes
de S. aucheniae de la musculatura esquelética
y fueron depositados en PBS + antibidtico (so-
lucion buffer fosfato + Penicilina-estrepto-
micina) a una temperatura de 2-3 °C.

Ademas, se emplearon 30 conejos Nue-
va Zelanda de 2.5-3 meses de edad y con
2.2-3.0 kg de peso, procedentes del bioterio
de la FMV-UNMSM. Se les practicé un ana-
lisis coproparasitologico seriado para descar-
tar la presencia de parasitos gastrointestinales,
y se les coloco en jaulas individuales de 0.5
m?, donde recibieron un concentrado comer-
cial y agua ad libitum.

El tamafio de muestra (nimero de co-
nejos) para evaluar la respuesta inmune en-
tre proteinas antigénicas de dos tamaios de
macroquistes se bas6 en un estudio similar
realizado en 30 ratones, donde se trabajo en
la identificacion de proteinas de la membra-
na glicosomal de Leishmania mexicana (De
Jesus et al., 1999).

Para la respuesta inmune se form¢ dos
grupos de 15 conejos. Los animales de cada
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grupo fueron inoculados con proteina
antigénica de macroquistes pequefos y gran-
des de S. aucheniae. Asimismo, cada grupo
se subdividio en tres subgrupos de cinco ani-
males cada uno para seguir un protocolo de
inoculacion.

Procedimiento Experimental

Obtencion del antigeno proteico crudo a
partir de macroquistes y preparacion de
los indculos. Los macroquistes fueron lava-
dos con PBS con antibidticos (penicilina 100
Ul + estreptomicina 100 mg) y clasificados
por tamafio en quistes grandes (>5 mm) y
pequeiios (1-3 mm), empleando una regla
esterilizada. Con ayuda de una canaleta, pin-
za plana y jeringa de tuberculina se rompie-
ron los macroquistes para obtener los
bradizoitos y una pequefia proporcion de ca-
pas del quiste. Los bradizoitos fueron filtra-
dos utilizando un embudo con gasa estéril. El
filtrado fue llevado a un tubo falcon conte-
niendo PBS y antibiotico (penicilina 100 UI +
100 mg estreptomicina) y centrifugado por
tres veces a 500 rpm x 15 min. El sedimento
se colocd en un beaker de 10 ml y llevado a
sonicacion a 60 ciclos por 2 min. Al sonicado
resultante se le agregdé PBS en caso de
obtenerse una solucion consistente y nueva-
mente fue centrifugado a 14 000 rpm x 30
min. El sobrenadante fue pasado por un filtro
de 0.22 um. El filtrado, tanto de macroquistes
grandes y pequefos, fue envasado en viales
de 1.5 ml y conservado en congelacion.

Medicion de proteinas. Se determino la can-
tidad de proteinas en los macroquistes por el
método de Biuret (Bradford, 1976; Arce et
al., 2007).

Prueba de esterilidad. Se hicieron cultivos
bacteriologicos del filtrado final para descar-
tar contaminacion microbiana. Para el culti-
vo de aerobios se empled Agar Trypticasa de
soya (TSA), caldo Trypticasa de soya, Agar
Mac Conkey, Caldo verde brillante, Caldo
Tetrationato y para los anaerobios se empled
Caldo Tryoglicolato y Agar Saboraud
glucosado.
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Cuadro 1. Dias de inoculacion y sangria para los tres protocolos de inoculacion empleados

Respuesta inmune de quistes de Sarcocystis aucheniae

en el estudio

Dia Protocolo I Protocolo 11 Protocolo III
| Sangria Sangria Sangria
Inoc.! viai.m. Inoc.' via intradérmico Inoc.* via intradérmico
4 Sangria
5 Inoc.’ via s.c.
8 Sangria
9 Inoc.! viai.m.
12 Sangria
13 Inoc.” viai.m.
15 Sangria Sangria
16 Inoc.’ via i.m. y s.C. Inoc.’ via im. y s.c.
22 Sangria
30 Sangria Sangria
31 Inoc.” via i.m. y s.C. Inoc.’ via i.m. y s.C.
46 Sangria Sangria
47 Inoc.' viaim. ys.c. Inoc.*via im. ys.c.
62 Sangria Sangria

Y Inoculacién Fraccion de antigeno y Adyuvante de Freund completo + formol 10%

2 Inoculacion Fraccién de antigeno y NaCl 0.85%

% Inoculacion Fraccién de antigeno y Adyuvante de Freund incompleto + formol 10%
Inoculacion Fraccion de antigeno y Adyuvante de Freund completo
® Inoculacion Fraccién de antigeno y Adyuvante de Freund incompleto

Inactivacion del antigeno de S. aucheniae.

Se baso en la inactivacion de la protei-
na antigénica cruda a través de dos métodos:
uso de formol diluido, obtenido a partir de mo-
dificaciones de los protocolos de Bonilla y
Zavaleta (1997) y de Sam (1988); asi como
la inactivacion por tratamiento térmico
(Marin, 1993), la cual es usada en procesos
de aislamiento y purificaciéon de componen-
tes celulares termoestables (Labeque et al.,
2003). Ademas, se empleo: a) Adyuvante
completo de Freund (ACF), que potencia la
produccion de anticuerpos al producir la for-
macion de granulomas en el sitio de inyec-
ciéon (Arce et al., 2007), y b) Adyuvante in-
completo de Freund (AIF), que también au-
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menta la produccidn de anticuerpos pero sin
formacion de granulomas.

Para la inactivacion con formal, se usé
inicialmente formol 0.4%, luego al 4% vy fi-
nalmente al 10%, que fue la dilucion que dio
mejores resultados. A esta dilucion se agrego
PBS 2x y adyuvante en la proporcion del 50%
en base a la emulsion. Toda la dilucidon se
homogeniz6 con una jeringa de tuberculina y
agujade 21 x 0.5”.

Para la inactivacion por tratamiento tér-
mico, los antigenos de macroquistes fueron
diluidos en tampoén de ph 7 y envasados en
viales de 200 pl. Se colocaron en agitacion
constante en baifios termoestables de agua o
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Cuadro 2. Respuesta egpecificn Ag=Ac en macrogquistes de Sorcacvsiin sachenice mediante
la prucka de mmunodifusion doble en gel agar empleando cinco conejos por
tratamiento

Profocolos de Crmizies gramdes (=3 min) Chnizles pequeiios {1=3 mm)
incculacion’ N® y N® "

[ L5 100k T JENI]

[ 505 1008 18 Gl

I 33 Gl 255 40

' |- proteina antigénica inactivedo con formol, 1 mes de inmunizacian; |I: proteina antigénica inactivado
con formal, 2 meses de inmunizadcdan; Il proteina andigenica ingctivada con tratamiento térmico, 2

masas e Nz acian

glicerina con temperatura de 70 °C hasta lle-
gar a 100 °C durante 15 minutos. Las solu-
ciones se enfriaron rapidamente en un bafio
de agua de hielo (2-3 °C), y se homogenizaron
a centrifugacion (500 rpm por 15 segundos).
Seguidamente, se agregd PBS 2x y, en el ul-
timo paso, se afiadio el adyuvante en un 50%
de la emulsion para luego ser inoculado al
animal, en dosis decrecientes de antigeno.

Protocolos de Inoculacion

Se utilizaron tres protocolos de inocula-
cion de proteinas antigénicas crudas para la
obtencion de anticuerpos. El momento y la
via de inoculacion dependieron del protocolo
establecido. Los conejos fueron observados
desde una hora antes hasta 12 horas post-
inoculacion. Se registro la temperatura rectal
una hora antes y una hora post-inoculacion.

La dosis de proteina antigénica fue de
0.05 mg/kg. Esta dosis fue empleada en un
estudio paralelo donde se inocul6 cantidades
decrecientes de antigeno que variaron de 25
a 0.025 mg/kg y se observo el tiempo de su-
pervivencia o mortalidad a la dosis adminis-
trada (Chileno, 2009).

En el Protocolo I, el periodo de inmuni-
zacion fue de un mes y la inactivacion de la
proteina antigénica se realizé con formol 10%
(Bonillay Zavaleta, 1997). El Protocolo I fue
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similar pero con periodo de inmunizacion de
dos meses (Sam, 1988). En el Protocolo II1
se empleod un periodo de inmunizacion de dos
meses y la inactivacion se hizo mediante un
tratamiento térmico (Marin, 1993). El mo-
mento de la inoculacioén y el momento de la
sangria estan estipulados dentro de los proto-
colos, y se muestran en el Cuadro 1.

Suero y Anticuerpos

Las muestras de sangre se colectaron
de las venas marginal o safena, o por pun-
cion cardiaca. El suero se obtuvo por
centrifugacion de la sangre a 1500 rpm x 5
min. La muestra de sangre al inicio del estu-
dio tuvo por finalidad verificar la ausencia de
anticuerpos. Las posteriores extracciones se
hicieron para monitorear la presencia de
anticuerpos, mediante la técnica de
inmunodifusién doble en gel agar (Lange et
al. 1980), técnica de facil manejo, al no re-
querir un equipo especial y no depender de
las condiciones medioambientales (Garcia et
al., 2000).

Analisis Estadistico
Se empleo la prueba exacta de Fisher y
como variables se utilizaron la respuesta Ag-

Ac, tamafio de los macroquistes y los proto-
colos de inoculacion.

Rev Inv Vet Pert1 2012.; 23 (2): 220-227



Respuesta inmune de quistes de Sarcocystis aucheniae

REesuLTADOS

La cantidad de proteina obtenida por el
método de Biuret fue de 3.23 mg/ml para
macroquistes grandes y 2.45 mg/ml para
macroquistes pequefios.

En el Cuadro 2 se muestra los resulta-
dos de la reaccion Ag-Ac mediante la prue-
ba de inmunodifusion doble en gel agar para
los tres protocolos empleados, tanto para
macroquistes grandes y pequeiios. En el caso
de quistes grandes, todos los conejos reac-
cionaron en los protocolos [ y I1, en tanto que
para los macroquistes pequefios solo ocurrid
en el Protocolo L.

Combinando los resultados de los tres
protocolos se encontr6 que 13 de los 15 co-
nejos tuvieron una respuesta especifica Ag-
Ac en macroquistes grandes (86.6%) y en 10
de 15 conejos en macroquistes pequeiios
(66.6%), sin encontrar diferencias estadisti-
cas.

Discusion

La concentracién proteica obtenida en
macroquistes grandes (3.23 mg/ ml) y peque-
fos (2.45 mg/ml) fueron menores a los re-
portados por Mansilla (1993) y Sam et al.
(1999), quienes trabajaron con todo el quiste
sin diferenciar tamafios y cubiertas, y llega-
ron a obtener entre 5.6 a 6.4 mg/ml. La me-
nor concentracion proteica obtenida en el
estudio se debio a la forma de extraccion de
los cistozoitos de sus quistes, contando con
una escasa cantidad de cubierta.

La dosis de 0.05 mg/kg de proteina
antigénica administrada a conejos fue la do-
sis ideal empleada en un estudio sobre el efec-
to toxico de quistes de S. aucheniae de di-
verso tamafio (Chileno, 2009). Se optd por
esta dosis debido a que concentraciones muy
pequenias podrian producir tolerancia (Arce
et al., 2007).
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En la inactivacion del antigeno para la
obtencion del suero hiperinmune se sigui6 ini-
cialmente la técnica descrita por Sam et al.
(1998) con formol al 0.4%; sin embargo, los
conejos presentaron signos clinicos de pos-
tracion, disnea, pupila contraida, etc, compa-
tibles con intoxicacion por sarcocistina (Sam
etal., 1998). Esto probablemente fue debido
a que el antigeno se extrajo en el estudio ori-
ginal mediante el machacado de los
cistozoitos y de sus cubiertas, en tanto que
en el presente estudio el contenido de los
cistozoitos se obtuvo con ayuda de una jerin-
ga de tuberculina y se tuvo escasa cantidad
de cubierta. Debido a esto, se vario la con-
centracion de formol a 4% (Labeque et al.,
2003) sin resultados favorables, y finalmente
a 10%, donde se logrd la supervivencia de
los animales inoculados y, consecuentemen-
te, la inactivacion de la sarcocistina.

En la inmunizacion de los congjos, en
los protocolos I1 y 111, se utilizo las vias de
inoculacion subcutanea e intramuscular en
forma simultanea a partir del dia 16. Este
manejo tuvo la ventaja de presentar el
antigeno por dos vias, teniéndose mayores
probabilidades de obtener una mayor respues-
ta inmune. Por otro lado, para incrementar la
fagocitosis de las proteinas y, consecuente-
mente, la respuesta inmune, se emplearon
adyuvantes cuya funcion es retardar la libe-
racion del antigeno y favorecer su captacion
por los macrofagos, ayudando de esta forma
a presentar el antigeno a los linfocitos T. Es-
tos actuian inicialmente protegiendo al antigeno
de una dispersion rapida atrapandolos en un
deposito local y, ademas, al contener subs-
tancias que estimulan la respuesta inmune del
huésped, logran reclutar macrofagos al sitio
donde se halla depositado el antigeno,
incrementando la proporcién local de
fagocitosis (Arce et al., 2007).

El adyuvante Freund completo, al estar
compuesto por una emulsion salina en aceite
mineral con micobacterias (Mycobacterium
tuberculosis) muertas por calor, induce la
produccion de granulomas. Debido a esto, y
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para evitar efectos indeseados en los anima-
les inoculados, solo se aplicd en la primera y
ultima fase de los protocolos, mientras que
en los refuerzos se us6é generalmente el
adyuvante Freund incompleto.

En el Protocolo I, donde se tuvo un mes
de inoculacion con antigeno inactivado con
formol al 10% se produjo una respuesta total,
tanto para los antigenos provenientes de
macroquistes grandes como de pequefios,
garantizando la produccion de anticuerpos al
comparar con los otros protocolos que no
ofrecian igual respuesta; sin embargo, la mor-
talidad de los conejos fue de cerca de 50%,
lo que en la practica limitaria el nimero de
animales que sobrevivirian para la obtencion
de suero. Las muertes posiblemente se de-
bieron a la insuficiente produccion de
anticuerpos que mostraron los animales, sin
tener la proteccion contra las toxinas de
Sarcocystis.

El efecto térmico, segtin algunos auto-
res, es considerado uno de los métodos de
eleccion frente al de formol debido a que con-
tribuye a la eliminacion de posibles contami-
nantes y, ademas, no se emplean sustancias
dafiinas para el humano (Marin, 1993;
Labeque et al., 2003). Nakamura et al.
(1999) pudieron demostrarlo en el caso de
Sarcocystis cruzi, donde la fraccion proteica
termolabil era responsable de la toxicidad
observada; sin embargo, esto no pudo ser
corroborado en el presente estudio, donde los
tres protocolos fueron efectivos para produ-
cir anticuerpos.

Por otro lado, Labeque et al. (2003)
demostraron que el mejor protocolo para la
inactivacion de antigeno fue la aplicacion del
tratamiento térmico (inactivacion en bafio
Maria a 100 °C), aunque la limitante resulta-
ria ser el tiempo que deberian mantenerse
las proteinas en temperaturas altas, debido a
que un exceso podria provocar la
desnaturalizacion de los componentes celu-
lares termolabiles como las proteinas y tam-
bién los LPS termoestables responsables de
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la respuesta inmunoldgica. Por lo tanto, el
factor de manipulacion de la temperatura en
este estudio pudo influir en el resultado ya
que las muestras procesadas eran dependien-
tes del tiempo utilizado en la inactivacion tér-
mica (Marin, 1993).

Se puede concluir que los extractos de
proteinas antigénicas provenientes de
macroquistes grandes (>5 mm) de S.
aucheniae presentaron una mayor respues-
ta inmune que los provenientes de
macroquistes pequefios (1-3 mm) al usar tres
protocolos de inmunizacion; sin embargo, no
se observo asociacion entre protocolos y re-
accion Ag-Ac al analisis de Fisher.
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