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RESUMEN

La cria de alpacas es esencial para los habitantes de las alturas andinas, quienes se benefician
econdmicamente y obtienen acceso directo a alimentos de origen animal, como la carne, una
proteina de alto valor nutricional, producida a partir de pastos naturales y en condiciones
climaticas dificiles entre los 3500 y 5400 m.s.n.m., donde solo los camélidos sudamericanos
pueden ser una especie productiva. No obstante, la produccion de carne de alpaca, con su
alto contenido proteico, bajo nivel de colesterol y menor infiltracién de grasa en comparacion
con otras carnes (bovina y ovina), enfrenta una restriccion importante: la presencia de
sarcocistiosis con macro y microquistes, una enfermedad altamente prevalente en estos
animales, que impide una comercializacion optima y provoca grandes perdidas econdémicas
a los productores, depreciando su valor comercial, ya sea por el decomiso o disminucién del
valor real de las propias carcasas. Haciéndose necesario el conocer nuevas metodologias de
diagndstico de esta enfermedad, el presente trabajo de investigacion tuvo como objetivo el
relacionar la presencia de los microquistes de Sarcocistys lamacanis, identificados por
histopatologia con un biomarcador cardiaco como es la Troponina cardiaca cTnl
determinada por inmunocromatografia lateral de columna. Se trabajé con 44 alpacas de la
raza Huacaya destinadas a beneficio, en dos zonas, Tisco y la Estacion Experimental La
Raya, de las cuales se obtuvieron los corazones y muestras de sangre venosa, de los que
respectivamente se prepararon las muestras para histopatologia, encontrandose que en la
totalidad de muestras analizadas (n=44), el 100% presentaban lesiones por infiltracion de los
microquistes de Sarcocistys lamacanis en fibras musculares cardiacas, por otra parte las
muestras serologicas se analizaron con un Kit de Troponinas ¢Tnl Abon® con la
inmunocromatografia lateral de columna, no identificandose la presencia de Troponinas
(n=44) representando el 100% de resultados negativos, por lo que se concluye indicando que
no existe relacion entre las lesiones histopatolégicas de fibras cardiacas infiltradas por

microquistes de Sarcocistys lamacanis y la presencia de Troponinas cardiacas.

Palabras clave: Alpaca, Sarcocystis lamacanis, Troponinas
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ABSTRACT

The raising of alpacas is an activity of vital importance for the high Andean inhabitants who
benefit economically and have direct access to foods of animal origin, such as meat, a protein
of high nutritional quality, whose production is based on natural pastures and in harsh
weather conditions between 3500 to 5400 meters above sea level, where only South
American camelids can represent a productive species, however the production of alpaca
meat with its high protein value, low percentage of cholesterol and with less fat infiltration
compared to other Meat (beef and sheep), faces an important limitation which is the presence
of sarcocystiosis with macro and microcysts, a highly prevalent disease in these animals, not
allowing optimal commercialization great economic losses to producers, depreciating its
commercial value either for the confiscation or decrease of the real value of the same
carcasses. Making it necessary to know new diagnostic methodologies for this disease, the
present research work aimed to relate the presence of Sarcocistys lamacanis microcysts,
identfied by histopathology with a cardiac biomarker such as cardiac troponin cTnl
determined by lateral column immunochromatography. We worked with 44 alpacas of the
Huacaya breed destined for beneficiation, in two areas, Tisco and the La Raya Experimental
Station, from which the hearts and venous blood samples were obtained, from which the
samples were prepared for histopathology, respectively, finding that in all the samples
analyzed (n = 44), 100% presented infiltration lesions of Sarcocistys lamacanis microcysts
in cardiac muscle fibers, on the other hand, the serological samples were analyzed with a
Troponin Kit cTnl Abon® with immunochromatography lateral column, not identifying the
presence of Troponins (n = 44) representing 100% of negative results, for which it is
concluded indicating that there is no relationship between the histopathological lesions of
cardiac fibers infiltrated by microcysts of Sarcocistys lamacanis and the presence of Cardiac

troponins.

Keywords: Alpaca, Sarcocystis lamacanis, Troponins
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INTRODUCCION

El presente trabajo de investigacion despliega, la revision y andlisis exhaustivos de los
fundamentos tedricos y problema en estudio, descripcion de las estrategias metodolégicas
utilizadas en la ejecucion de la investigacion, los resultados y discusion del analisis de la
relacion las troponinas séricas determinadas por inmunocromatografia con histopatologia de
corazén de alpaca para determinar lesiones en el musculo cardiaco causado por Sarcocystis
lamacanis. A manera de anexos se despliega el proyecto completo de investigacion, las
matrices de datos y sistematizacion, matrices de conteo, célculos estadisticos, secuencia
fotogréfica, resultados obtenidos de muestras de sangre remitidas al laboratorio, entre otros

(1).

En el Perl se encuentra la poblacién mas grande de camélidos sudamericanos (CSA) del
mundo con poco mas de 5 millones de cabezas entre las cuatro especies: vicufia, alpaca,
Ilama y guanaco, de las cuales, 3'596,753 son alpacas y representan méas del 85% de las
existentes en el mundo (2). Las alpacas (Vicugna pacos) son manejadas principalmente por
pequefios criadores altoandinos, siendo estos animales su principal fuente de ingreso

econdémico y medio de subsistencia familiar (3).

A lo largo de los afios, la alpaca se ha visto afectada por diversas enfermedades, en su
mayoria, ocasionada por parasitos, entre los cuales, el género taxondmico Sarcocystis
generan baja ganancia de peso y afectan la calidad de carne debido a que son causa de
decomiso total o parcial, ocasionando pérdidas econémicas al criador, y a su vez provocando

un rechazo por el consumidor (4).

El Sarcocystis spp. es un protozoo que se transmite desde su hospedero intermediario o presa
(herbivoro u omnivoro), tal es el caso de los camélidos sudamericanos (CSA) y para el
presente estudio la alpaca, hacia su hospedero definitivo o predador (carnivoro). Este
parasito puede formar macroquistes 0 microquistes, especialmente en los tejidos musculares.
En el Perd, el principal problema que este parasito entrafia es el impacto que tiene sobre la
produccion de camélidos sudamericanos. En las zonas rurales de los andes donde esta
asentada la mayor proporcion de camélidos y donde estos animales representan una fuente
econdmica importante, la Sarcocistosis atenta contra la seguridad alimentaria al menguar la
productividad de estos animales, causar decomisos en los mataderos de canales infectadas

con macroquistes, y causar un sindrome de intoxicacion alimentaria en el hombre, cuando
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consume carne poco cocida e infectada con quistes de Sarcocystis. En el Per( diversos

estudios se han realizado con el afan de encontrar soluciones a este problema (5).

La presencia de microquistes podria estar causando diferentes dafios a las células cardiacas,
cuando los miocitos se necrosan pierden la integridad de la membrana, permitiendo el paso
de macromoléculas al tejido intersticial, desde donde son absorbidas por los capilares y el
sistema linfatico, alcanzando finalmente la circulacion sistémica. Estas macromoléculas se
denominan marcadores biolégicos. Los marcadores bioldgicos que indican lesion celular
miocérdica se han utilizado en medicina humana desde hace mucho tiempo. Uno de los méas
usados es la isoenzima especifica del miocardio de la creatinincinasa, sin embargo, su
determinacion no es util para detectar lesiones celulares miocardicas. Ultimamente se estan

usando otros marcadores especificos como son las troponinasas (6).
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HIPOTESIS

Dado que los microquistes de Sarcocystiosis lamacanis se infiltran entre musculo cardiaco,
es posible que usando la técnica histopatoldgica de microtomia y coloreados con
Hematoxilina y Eosina, es probable que se puede observar los microquistes y determinar la

frecuencia de su presentacion y relacionarlos con los valores de Troponina en la prueba
seroldgica de inmunocromatografia.
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OBJETIVOS

- Relacionar las troponinas séricas determinadas por inmunocromatografia con
histopatologia de corazon de alpaca para determinar lesiones en el mdsculo cardiaco
causado por Sarcocystis lamacanis.

- ldentificar las lesiones en el masculo cardiaco con histopatologia

- ldentificar las troponinas séricas por inmunocromatografia en suero sanguineo de

alpacas afectadas con microquistes de Sarcocystis lamacanis.
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1. MARCO TEORICO
1.1. Alpaca.

Mas de un millén de pequefios productores de los Andes centrales de Sudamérica
tienen alpacas (Vicugna pacos) y llamas (Lama glama) como principal medio de
subsistencia. Los animales proveen carne, leche, fibra, energia de transporte y guano
y, ademas, son un elemento importante de la identidad cultural de sus pueblos. Con
3,9 millones de llamas y 3,3 millones de alpacas la produccion total de fibras de

cameélidos en la region supera los 5 millones de kg anuales (7).

Los camélidos sudamericanos domeésticos (llama y alpaca), se constituyen en el
patrimonio natural de los Andes, no solo porque son las Unicas especies domesticas
que contribuyen en la solucién de problemas econémicos, sociales y alimenticios de
los pobladores de esta regiones, sino también porque son las Unicas especies que
pueden vivir y producir en altitudes mayores a los 3800 msnm, siendo las Unicas
especies domesticas que aprovechan de forma eficiente las praderas nativas que se
distribuyen en estas regiones. Las alpacas y llamas, por sus aptitudes productivas son
muy atractivas para la produccion de fibra y carne respectivamente, pero ambas
especies se ven frecuentemente afectada por la presencia de macroquistes de
Sarcocystis aucheniae y de microquistes de Sarcocystis lamacanis, los cuales
ocasionan grandes pérdidas econémicas, por el rechazo del consumo humano de las

carnes infectadas con sarcocystos, las cuales presentan un aspecto no agradable (1).

Esta enfermedad se le conoce vulgarmente como «triquina» o «arrocillo» y
constituye una zoonosis toxica. ElI consumo de carne infectada, cruda o
insuficientemente cocida puede producir un cuadro de gastroenteritis que cursa con
nauseas, diarreas, colicos y escalofrios, especialmente con el consumo de musculo
cardiaco infectado con microquistes (8). La sarcocistiosis tiene un impacto negativo
en la economia de los productores de alpacas, debido a la presencia masiva de

macroquistes en la musculatura, que conduce muchas veces al decomiso de la carcasa

(4).
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1.2. Sarcocistiosis.

La especificidad de los camélidos sudamericanos domésticos permite la presencia de
dos especies de Sarcocystis en su etapa de huésped intermediario. El S. aucheniae,
el cual manifiesta quistes macroscopicos en la musculatura de Ilamas y alpacas,
quistes que miden entre 0.1 a 1 cm de largo, de un color blanco con apariencia de un
grano de arroz compacto que tienden a crecer lentamente en las fibras musculares
esqueléticas. Por el contrario, el S. Lamacanis, genera quistes de un menor tamafio
(microscadpicos) pero que se desarrollan mas rapidamente y resultan més infectivos
que el anterior, tendiendo a localizarse en la musculatura cardiaca (9,10).

Actualmente, con la finalidad de prevenir y controlar la presencia de la sarcocistiosis,
se estan llevando a cabo diversos estudios tendientes a eliminar estos parasitos
mediante la utilizacion de drogas in vitro como el ponazuril (11,12), asi también se
han evaluado algunos tratamientos con Toltrazuril en caninos infectados

experimentalmente con Sarcocystis sp. procedentes de CSA (13).

Se sefiala que el desarrollo de métodos para el cultivo in vitro de Sarcocystis, se
perfila como una alternativa valida para sustituir a los modelos de experimentacion
animal, ya que se dispondria en el laboratorio de una suspension de parasitos que
podrian facilitar estudios sobre la interaccién huésped-parasito, ademas de disponer
de una fuente de extraccion de proteinas y material genético para estudios

moleculares bioquimicos e inmunolégicos futuros (1).
1.2.1. Etiologia:

Fue reportada por primera vez en Suiza en el muasculo esquelético del raton (Mus
musculatus), lo que llegé a conocerse como Tubulos de Miescher en Suiza
(14,15). El género Sarcocystis estd compuesto por mas de 130 especies (16), de
los cuales menos de la mitad de éstas tienen sus ciclos de vida aclaradas; estas
especies se diferencian en el grado de patogenicidad, estructura y en el ciclo de
vida. Asi mismo refiere que la ultraestructura de la pared del Sarcocystis es el

mejor criterio para la diferenciacion de especies en el género Sarcocystis sp (14).

Comprende un conjunto de enfermedades que afectan a numerosos hospedadores
intermediarios de distintas especies del género Sarcocystis. La caracteristica del
género es la de formar quistes musculares tabicados que delimitan cavidades

internas con numerosos zoitos (17,18).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




&% - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

Desde su descubrimiento por Mischer en 1843, los sarcosporidios se han descrito
en la musculatura de los reptiles, aves y casi todos los mamiferos, incluidos los
hombres, los simios y las ballenas (19,18).

Las especies del género Sarcocystis pertenecen a la clase Coccidia y al phylum
Apicomplexa. Las coccidias son parasitos del tracto digestivo, cuyos elementos
infectantes 0 esporozoitos, estan encerrados en un esporoquiste 0 esporocisto.
Los géneros de coccidias de importancia médica son Eimeria, Isospora, Crypto
sporidium, Toxoplama, Neosporay Sarcocystis, las especies de estos tres Ultimos
aseguran su paso a nuevos hospederos a través de la predacion o carnivorismo
(20,18).

Hasta la actualidad se han descrito 120 especies del género Sarcocystis. Los
miembros de Sarcocystis producen en los animales y el hombre una enfermedad
denominada sarcocistosis 0 sarcosporidiosis. La sarcocistosis en los animales
generalmente es asintomatica y esta bastante difundida en todo el mundo, asi las

prevalencias en los cerdos varian entre 3 a 36 % (21,18).

En CSA se han descrito 3 especies de Sarcocystis spp: Sarcocystis tilopodi (sin.
S guanicoecanis) en guanacos, S. aucheniae en alpacas, llamas y vicufas.
Ambos producen quistes macroscopicos de crecimiento y maduracion lenta en
la musculatura esquelética, y el S. lamacanis, aquel que produce microquistes en

la musculatura cardiaca y son de maduracion rapida (22,10,18).

En investigacion realizada de la Sarcocistiosis ha reportado que los resultados
obtenidos del estudio de la deteccion temprana y el analisis filogenético de las
especies de Sarcocystis que afectan a las alpacas del Peru: Sarcocystis aucheniae
y Sarcocystis lamacanis. Se determin6 que la prueba de ELISA es el método de
eleccion para la deteccién temprana por su alta sensibilidad, y el PCR seria un
método complementario Gtil para estudios mas profundos, y de esta manera se
determind que la especie productora de 15 microquistes (designada como
Sarcocystis lamacanis) pertenece a otra especie, diferente a la que produce

macroquistes (23).
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1.2.2. Clasificacion taxonémica

El género Sarcocystis esta compuesta por mas de 130 especies los cuales se
diferencian en el grado de patogenecidad, estructura y en su ciclo de vida.

Levine, propone la siguiente clasificacion taxonomica:

Reyno : Protista
Sub-Reyno : Protozoo
Phylum : Apicomplexa
Clase : Sporozoasida
Subclase : Coccidiasina
Orden : Eucoccidiorida
Suborden : Eimeriorina
Familia : Sarcocystidae
Subfamilia : Sarcocystinae
Geénero : Sarcocystis
Especie : Sarcocystis lamacanis (15).

1.2.3. Caracteristicas morfologicas

Las formas parasitarias del Sarcocystis aucheniae son: Los ooquistes a
diferencia de los de la clase Isospora sp., estdn esporulados cuando son
eliminados con las heces y contienen dos esporocistos, cada uno de ellos con
cuatro esporozoitos. Los ooquistes presentan una cubierta ooquistica muy tenue
y delicada, por lo que durante la defecacidn o el transito intestinal se rompe con
facilidad, liberando los esporocistos que contiene, encontrandose libres en las
heces; los cuales se identifican morfolégicamente porque tienen un tamafio
aproximado de 12-16 x 9-11 um. Los esquizontes se encuentran en células
endoteliales de los hospedadores intermediarios, son de pequefio tamafio y miden
de 2-8 um de didmetro (24).

Los quistes pueden crecer notablemente y formar estrias blancas como granos
de arroz dentro el masculo, sefialandose que pueden llegar a varios cm de

longitud (20); llegando a medir de 0.1-1 cm de largo (9).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-s#=x . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

1.2.4. Ciclo biolégico

Como se observa en la figura 1 Sarcocystis tiene un ciclo de vida indirecto que
incluye dos hospederos en forma obligatoria; la gametogo6nia y esporogonia
ocurre en la lamina propia del intestino delgado del predador (carnivoro),
hospedero definitivo (HD); y la merogonia o esquizogonia en la presa

(herbivoros), hospedero intermediario (HI) (18).

Asi, el HD desarrolla sarcocistosis intestinal, eliminando ooquistes o
esporoquistes infectivos en las heces, y el HI presenta sarcocistosis muscular. El
HI se infecta al ingerir con el pasto los ooquistes de tipo isosporoide del
Sarcocystis (12-15 x 16-20 pm), los que presentan dos esporocistos o
esporoquistes (8-12 x 10-15 pm) en su interior. Estos ooquistes tienen una pared
muy delgada que se rompen con facilidad, por ello, en las heces se encuentran
casi, exclusivamente, esporoquistes con cuatro esporozoitos cada uno. El ciclo

de vida contintia cuando HD consume carne cruda del HI infectado (25,21).

Figura N° 1

Ciclo bioldgico
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Fuente: Leguia; Casas (8).
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1.2.4.1. Fase intestinal

Esta fase ocurre en el hospedador definitivo, donde se infecta al alimentarse
de un animal herbivoro (presa) o carne infectada con sarcoquistes, los
bradizoitos son liberados por la digestion de los quistes en el estdmago e
intestino del predador, moviéndose activamente, llegando a penetrar la
mucosa intestinal e ingresar al interior de las células subepiteliales de la
lamina propia, donde se dividen en gametos femeninos (macrogameto) y
gametos masculinos (microgameto), estos Ultimos capaces de moverse por si
mismo, abandonan la célula parasitada y penetran a las células que albergan
al microgameto con el fin de fecundarlo y constituir un cigoto el que
posteriormente da origen a un ooquistes compuesto por dos esporoquistes,
con cuatro esporozoitos cada uno, el ooquiste, al poseer una membrana muy
fragil, esporula en la ldamina propia (maduracion), pierde generalmente su

cubierta externa al migrar hacia el lumen intestinal (26).

Por esta razon, son los esporoquistes los elementos eliminados en las
deposiciones del hospedador definitivo, los cuales se pueden identificar
morfol6gicamente porque tienen un tamafio aproximado de 12-16 x 9-11 um.
Son elipsoides, carecen de cuerpo de stieda y en su interior aparte de los
esporozoitos contienen por lo general un residuo granular disperso en forma
de mérula, ubicado lateralmente en cada uno de los polos, la cantidad de
esporoquistes en las heces depende de la especie de Sarcocistis y de la
evolucién de la infeccion en el perro, que tiene un periodo de 4 a 8 semanas,
con recuperacion espontanea. Aparentemente la inmunidad que produce el
Sarcocystis en el huésped carnivoro es minima, ya que este puede reinfectarse
sucesivamente, también se ha observado que perros que excrementan una
gran cantidad de esporoquistes no presentaban anticuerpos al ser analizado

mediante la hemaglutinacion indirecta (27,26).
1.2.4.2. Fasetisular

Esta fase ocurre en el HI (alpaca) quien adquiere la infeccidn al ingerir
pasturas o aguas contaminadas con los esporoquistes, una vez en el intestino
delgado se liberan los esporozoitos, penetrando la mucosa y submucosa
llegando a la circulacién sanguinea, por esta via alcanzan a la

microcirculacién de casi todos los 6rganos, se introducen en las células
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endoteliales donde se multiplican asexualmente en forma muy rapida, ocupan
todo el espacio disponible hasta destruirla para liberarse, estos son merozoitos
de la primera generacion de esquizontes, estos merozoitos vuelven a parasitar
en forma sucesiva a nuevas células del endotelio vascular, se realiza dos a tres

ciclos de reproduccion asexual (26).

Posteriormente los zoitos resultantes se distribuyen a las células musculares
esqueléticas (generalmente en los muasculos de cuello, diafragma, eséfago,
muslo e intercostales), cardiacas (fibras miocardicas y fibras de Purkinje ) y
algunas veces en las células del sistema nervioso central, llegando a estas
células se inicia la fase quistica (sarcoquiste), que pueden ser microquistes
y/o macroquistes, estos quistes varian de forma; ovoide, esferoidal y en forma
de herradura, contiene una estructura compleja; posee una capsula con
digitaciones externas (citofanereas) las que varian en nimero, largo y grosor;
de la misma capsula se desprende tabiques incompletos dirigidos al centro,
entre los que se ubican los paquetes de parasitos, cientos y miles de
bradizoitos o cistozoitos que recibe diferentes denominaciones (cistozoito
ameboideo, metrozoito redondo y cistozoito en forma de platano), que
presentaron diferencias en cuanto a forma, densidad electronica y organelas
(22).

Con la ingestion de sarcoquistes por parte del hospedador definitivo se cierra
el ciclo. Los HD e HI varian para cada especie de Sarcocystis. En alpacas los
quistes de Sarcocystis aucheniae alcanzan su mayor tamafio y madurez entre
14 a 18 meses aproximadamente y Sarcocystis lamacanis a partir de los4a 5
meses. Es poco conocido los procesos de respuesta inmunitaria especifica
contra infecciones por sarcocystis. Investigaciones han demostrado que se
produce respuesta tanto de linfocitos B como linfocitos T, siendo la respuesta
celular muy importante. el endotelio infectado por Sarcocystis puede
funcionar como células presentadoras de antigeno durante la fase vascular de
la proliferacion del parasito (22,26).

1.2.5. Caracteristicas de la toxina

La sarcocistina es la sustancia toxica producida por Sarcocystis dotada de
propiedades antigénicas, los quistes ubicados en la musculatura liberan la toxina

al romperse, pasando la toxina al torrente sanguineo y axial, se propaga por todo
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el organismo, lo que producira, entre otras lesiones como abortos en el ganado,
alteraciones del tejido cardiaco, alteraciones hepaticas y en otros 6rganos. En
muchos casos llega a ser letal. La toxina tiene caracteristicas hemoliticas y
hemaglutinantes, asi como propiedades neuroparalizantes, luego que los
sarcosporidios invaden el epitelio intestinal, se albergan provisionalmente en el
higado y en el bazo y llegan a la musculatura con el torrente sanguineo, tras la
muerte de los sarcosporidios, la sarcocistina liberada, desarrolla su accion toxico
degenerativa sobre el tejido circundante y se produce la calcificacion del parésito
y de la estructura que lo rodea (5,26).

1.3. Histopatologia de corazon de alpaca

Los cambios histopatolégicos que se puede ver en la fase aguda son; congestion
severa, hemorragias en los tejidos afectados, con presencia de esquizontes en el
endotelio vascular, en la fase quistica se puede observar quistes microscopicos que
estan ubicados en el tejido muscular cardiaco como también al lado o dentro de las
fibras de Purkinje, de formas alargadas, elipticas y ovoides. A mayor aumento se
puede apreciar la membrana interna fibrosa, debajo de esta una capa granular con
nucleos alargados y cromatina laxa, que en la peri ferie del quiste rodean nidos de
fibroblastos y al proyectar al interior forman compartimientos repletos de bradizoitos.
Se puede observar una ligera respuesta inflamatoria de tipo linfocitaria, leve

infiltrado de tipo leucocitario (28,26).

En cuanto a las lesiones provocados por la Sarcocistiosis: se produce una miopatia
degenerativa por afeccion de la fibra muscular y miositis multifocal con infiltrado
perivascular y del perimisio. A base de linfocitos, plasmaticos y macréfagos. Algunas
fibras presentan acidofilia y homogenizacion de citoplasma y otros, degeneracion
miofibrilar y hasta necrosis, son frecuentes tanto los granulomas, las cuales se
localizan sustituyendo los espacios de las fibras degeneradas, como las grandes areas
de infiltracion eosinofilica. La reaccidn no se produce en todo el masculo ni en todas
las fibras musculares y es independiente de la intensidad de parasitacion, aunque las
lesiones mé&s acusadas se encuentran en la lengua, macetero y diafragma (17,29).

En estudios de prevalencia de Sarcocistiosis microscopica en tejido cardiaco de
alpacas beneficiadas en el Camal de Nufioa - Melgar, sobre la localizacion del
microquiste de Sarcocystis lamacanis a nivel del tejido muscular cardiaco, se observa

que: estos se localizan a nivel intracelular, en las fibras de Purkinje y en las fibras de
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musculo cardiaco, como también se aprecia un infiltracion leucocitaria, congestion

vascular y degeneracidn de las fibras miocardicas al examen histopatologico (30,29).

En las células del musculo liso y en las células de otros tejidos del organismo, no
existen Sarcocystis, en la mayoria de los casos en los cuales se observa el Sarcocystis
microscopica, el sarcolema esta desplazado, pero no existe una evidente reaccién
inflamatoria. En algunos corazones de bovinos intensamente parasitados, se observé
que las fibras de Purkinje (fibras musculares especializadas) contienen muchos
Sarcocystis, pero no se sabe si su presencia tiene alguna consecuencia sobre el
sistema de conduccion; las lesiones microscopicas en becerros consisten en
inflamacion hemorrégica con células mono nucleares (linfocitosis primaria), edema
en corazén cerebro, higado, pulmén, rifiones y masculo estriado, y se observa

inflamacion no supurativa de las meninges y nédulos en el cerebro (31).

La estructura microscopica de microquistes de Sarcocystis indica la infeccion de
68.57% con la forma ovalada y 31.43% fusiforme en alpacas y en llamas el 69.71%
en ovalados, 30.28% en fusiformes, en alpacas y llamas jovenes y adultos en la
unidad de produccion Quimsachata - Lampa; asi mismo indica que, los quistes
microscopicos estan ubicados tanto en el tejido muscular cardiaco como también al
lado o dentro de las fibras de Purkinje (32).

En estudios realizados sobre la biologia celular de Sarcocystis spp. observaron que
los micro quiste de Sarcocystis lamacanis ubicado en la musculatura cardiaca
principalmente son: de forma alargada o eliptica y ovoide, se observa también una
membrana interna fibrosa, debajo de esta una capa granular con nucleos alargados y
cromatina laxa, que en la periferie del quiste rodean nidos de fibroblastos y al

proyectar al interior forman compartimientos repletos de bradizoitos (33).

En investigaciones realizadas sobre la histopatologia de la Sarcocistiosis en alpacas
tratadas con ivermectina al 1 %; a la evaluacion histopatologica de la Sarcocistiosis
a nivel del tejido muscular cardiaco en el grupo testigo encontré un solo tipo de
alteracion histopatoldgica; siendo esta: infiltracién leucocitaria en las muestras
evaluadas; en tanto en el grupo experimental muestra cinco tipos de alteracion
histopatologica; que son: infiltracion leucocitaria, hemorragia, condensacion

segmentada, degeneracion flocular y fibrosis localizada en muestras evaluadas (28).
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Asi mismo sobre la evaluacion histopatolégica en guanacos de dos poblaciones, se
obtuvieron muestras de musculos: esquelético, cardiaco y liso. Los resultados
obtenidos mostraron que todas las muestras analizadas presentan microquistes de
Sarcocystis spp. No se observaron lesiones histopatoldgicas de importancia en las
muestras obtenidas, a excepcion de una respuesta inflamatoria de tipo linfocitaria
(34).

Los cambios histopatoldgicos mas profundas corresponden a una severa congestion
y hemorragia de tejidos afectados, asociados con procesos de degeneracion,
liberacion y muerte de los bradizoitos la (Sarcocistina) por via sanguinea puede
producir la muerte del animal, este proceso evoluciona hacia la fibrosis y
calcificaciones de quistes que dificultan la fisiologia de la contraccion muscular y las
miodistréfias relacionados con el lugar en que se asientan, cara, lengua, faringe,
esofago, esfinter, corazon y puede detectarse trastornos en la masticacion,

insalivacion, deglucion, funcionalidad normal cardiaca (35).

Se han observado hemorragias equimaticas en serosas de todo el tracto intestinal, en
érganos toracico-abdominales (pulmdn, corazon, higado, pancreas, etc.) hidrotérax
hidroperitoneo, hidropericardio, todos los ganglios linfaticos infartados y
hemorragicos, bazo congestionado y hemorragico. El sistema nervioso central,
musculo esqueléticos y cardiacos, con extensas aéreas hemorragicas y necrosis, el

miocardio con una coloracién rojo oscuro, casi negro (8).

El factor mas importante es la especie de Sarcocystis, puesto de que ella deriva la
posibilidad de alcanzar el SNC (Sistema Nervioso Central), que determina la
aparicion de una meningoencefalitis no purulenta causante de las alteraciones

neurologicas (17).
1.4. Pruebas de diagndstico serolégico.

Las pruebas de diagnostico serolégico en general se clasifican en pruebas
convencionales y no convencionales. Entre las convencionales se encuentran la
hemaglutinacion indirecta (HAI), la inmunofluorescencia indirecta (IFI) y el ensayo
inmunoenzimatico (ELISA). Esta Gltima cuenta con muchas ventajas operativas de
automatizacion y de registro e interpretacion de los resultados, ademas de ofrecer una
alta sensibilidad y especificidad (36).
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Las pruebas no convencionales son conocidas también como "pruebas rapidas” de
muy facil ejecucion e interpretacion, presenta la ventaja de poder realizarse en el
campo debido a que no requieren equipamiento especial. La méas conocida y evaluada
es la Inmunocromatografia, que se caracteriza por su bajo costo y facil ejecucion, por
lo que esta especialmente indicada como prueba de tamizaje, siempre y cuando

presente valores de especificidad y sensibilidad aceptables (36,37).

Los sistemas inmunocromatograficos son sistemas rapidos, basados en la captura
inmunoldgica de un coloide coloreado durante su paso a través de una membrana
sobre la cual ha sido inmovilizado un anticuerpo (o un antigeno). Las principales

caracteristicas de estos sistemas son:

Rapido: basta afiadir la muestra al sistema y esperar entre 5y 20 minutos.
e Sencillo: no requiere ningun instrumental de laboratorio complicado.
o Facil de interpretar: aparece una linea indicando si el sistema es positivo o no.

o Fiable: lleva incorporada una linea de control cuya aparicion verifica el correcto

funcionamiento del ensayo.
o De facil ejecucion: puede ser realizado por personal no especializado (37).

La Inmunocromatografia es una técnica que permite visualizar la reaccion antigeno-
anticuerpo por la acumulacion de oro coloidal o latex en zonas especificas de la
membrana de nitrocelulosa donde previamente se han fijado anticuerpos o antigenos
de captura (38).

Teniendo en cuenta las potencialidades del uso de oro coloidal para marcaje de
proteinas, este ha tenido un gran desarrollo en los ultimos afios. Las particulas se
pueden fabricar en diferentes tamafios, desde 2-3 nm hasta 150 nm y se adsorben a
todo tipo de proteinas formando complejos muy estables que permitan que conserven

sus propiedades y su actividad bioldgica (39).

Los componentes principales de una tira inmunocromatogréafica se muestran en el
esquema de la Figura 2. Cada determinacion estd compuesta por una tira de
nitrocelulosa (NC), con una porosidad que permite el flujo lateral de sustancias, la
cual se encuentra adherida a una superficie de plastico que le confiere rigidez, la tira
puede estar contenida o0 no dentro de un casete de plastico. La NC puede ser

sensibilizada en una primera linea (zona de capaz de unir al exceso de conjugado de
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oro coloidal. La membrana de NC se pone en contacto por el extremo mas cercano a
la linea de captura con la almohadilla de muestra o una membrana capturadora de
eritrocitos si se utiliza como muestra sangre total. A continuacion, se encuentra una
membrana de fibra de vidrio donde se deposita el conjugado de oro coloidal, que
puede estar compuesto por anticuerpos-oro coloidal para la deteccién de antigenos o
conjugado de antigeno-oro coloidal si es para la deteccion de anticuerpos. En el
extremo superior de la NC se localiza un material absorbente o mecha, que facilita la
migracion de la muestra (40).

Cuando se adiciona una muestra de sangre o suero en la almohadilla de muestra, esta
se pone en contacto con la membrana. En el caso de utilizar sangre total, los
eritrocitos son capturados por un filtro y la parte liquida de la sangre continta su
migracion produciendo la solubilizacion del conjugado. Si la muestra de sangre tiene
anticuerpos 0 antigenos, segun sea el caso, estos reaccionan con las
inmunoglobulinas conjugadas con las particulas de oro formando inmunocomplejos
que migran a través de la NC originandose asi la fase movil del sistema. En presencia
del analito en la muestra de sangre, el reactivo fijado en la zona de captura reacciona
con el conjugado unido al analito, formando una linea coloreada. Al mismo tiempo
el exceso de conjugado, no atrapado en la zona de captura, continda migrando y es
atrapado por un reactivo fijado en la zona control capaz de reaccionar con el
conjugado de oro coloidal, formandose una segunda linea horizontal coloreada como
demostracion de que los reactivos han funcionado correctamente. La linea de control
se forma tanto con las muestras positivas, como con las muestras negativas. El ensayo

no se considera valido si esta linea no aparece (41).

En la mayoria de las pruebas de diagnéstico rapido se utilizan antigenos
recombinantes o péptidos sintéticos. De hecho, la mayoria de las pruebas
inmunocromatogréficas disponibles en el mercado estan preparadas con antigenos
recombinantes. Sin embargo, utilizar un antigeno recombinante o un péptido para

aumentar la especificidad no siempre proporciona los resultados esperados (36,37).

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE

TESIS UCSM

Figura N° 2
Esquema general de los principales componentes de una tira inmunocromatografica
para la deteccion de antigeno o anticuerpo en la muestra estudiada

Almohadilla de Membrana de

conjugado nitrocelulosa
Almohadilla de Membrana

muestra o 0 0 oAdsorbente

[=h--l—|
=> ¢ o

Fujo Zona de captura  Zona del test

Fuente: Acosta (42).

Actualmente se recomienda la utilizacion de mezclas de recombinantes con el objeto
de incrementar la sensibilidad sin resentir la especificidad (37). Recientemente, se ha
preconizado la estrategia el empleo de antigenos totales en las pruebas de tamizaje y
metodologia recombinante para la confirmacion, aunque esta estrategia todavia no

esta protocolizada (36,37).

Como se observa en la figura 3 los tests inmunocromatograficos pueden ser
clasificados de acuerdo con el sistema de migracién o el tipo de reaccion. En cuanto

a la forma de migracion pueden ser vertical u horizontal (36).

Figura N° 3
Esquema general de la clasificacion test inmunocromatograficos segun tipo
demigracién
Arm ] ] B ol

- = C —1C O

— — T 3 3 I | Positivo

1 D U | = = | - Negativo

Positivo Negativo

Fuente: Engler (38).
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A) Vertical, la tira es sumergida en la muestra para la reaccion.

B) Horizontal, la muestra es adicionada directamente a la almohadilla de muestra por
medio de una pipeta (36).

Segun el tipo de reaccion, los dos enfoques predominantes para las pruebas son el no
competitivo (o directa) y el competitivo (o inhibicion competitiva). El esquema de
reaccion competitiva se usa con mas frecuencia cuando se prueba moléculas
pequefias con determinantes antigénicos Unicos, que no pueden unirse a dos
anticuerpos simultdneamente. Es importante prestar atencién a la cantidad de
anticuerpo unido a las microesferas, en relacion con la cantidad de antigeno libre en
la muestra. Si la muestra no contiene un exceso de antigeno libre, solo algunas de las
microesferas se uniran a la zona de captura, (sefial débil) y daran un resultado
ambiguo (38,41,43,44).

1.4.1. Inmunocromatografia.

La inmunocromatografia se basa en la migracion de una muestra través de una
membrana de nitrocelulosa. La muestra es afiadida en la zona del conjugado, el
cual estad formado por un anticuerpo especifico contra uno de los epitopos del
antigeno a detectar y un reactivo de deteccién. Si la muestra contiene el antigeno
a problema, éste se unira al conjugado formando un complejo inmune y migrara
a través de la membrana de nitro celulosa, si no migraran el conjugado y la
muestra sin unirse. La zona de captura esta formada por un segundo anticuerpo
especifico contra otro epitopo del antigeno. Al llegar la muestra a esta zona, los
complejos formados por la union del antigeno y conjugado quedaran retenidos y
la linea se coloreara (muestras positivas). En el caso contrario las muestras son
negativas. La zona control esta formada por un tercer anticuerpo que reconoce
al reactivo de deteccion. Cuando el resto de muestra alcanza esta zona, el
anticuerpo se uniré al conjugado libre que no ha quedado retenido en la zona de
captura. Esta linea es un control de que el ensayo ha funcionado bien, porque se

colorea siempre, con muestras positivas y negativas (45).
1.4.1.1. Biomarcadores Cardiacos

Los marcadores biologicos se definen como aquellos parametros que
objetivamente pueden medirse y evaluarse como indicadores de un proceso
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biolégico normal, un proceso patologico o una respuesta farmacoldgica frente

a una intervencion terapéutica (46).

Los biomarcadores o marcadores bioldgicos son sustancias producidas y
liberadas de un 6rgano o tejido, y pueden indicar dafio celular (biomarcadores
estructurales) o alteracion de una determinada funcion sea normal o
patoldgica (biomarcadores funcionales). Estas sustancias pueden ser medidas
por medio de los fluidos corporales y permiten encontrar alteraciones
provocadas en un o6rgano o tejido. ElI biomarcador ideal debe proveer
informacion de lesion o funcion de un tejido u 6rgano, que articulado a otras
pruebas diagnosticas, nos brinda informacion sobre el diagndstico, pronostico
y respuesta al tratamiento realizado en el paciente (47).

Cuando los miocitos se necrosan pierden la integridad de la membrana,
permitiendo el paso de macromoléculas al tejido intersticial, desde donde son
absorbidas por los capilares y el sistema linfatico, alcanzando finalmente la
circulacion sistémica. Estas macromoléculas se denominan: marcadores

bioldgicos (48).

Los marcadores bioldgicos que indican lesion celular miocardica se han
utilizado en medicina humana desde hace mucho tiempo. Uno de los mas
usados es la isoenzima especifica del miocardio de la creatinincinasa, sin
embargo, su determinacion no es util para detectar lesiones celulares

miocérdicas en el perro (49).

Las manifestaciones sintomaticas de una cardiomiopatia aguda pueden ser
variadas, y el ECG no es de uso comun en al menos 50% de los casos, lo que
representa un riesgo potencial para el diagnostico erréneo. Por lo tanto, los
marcadores bioquimicos y enzimas cardiacas se consideran muy importantes
y esenciales para el diagnéstico de cardiomiopatias como el infarto agudo
(50).

Inicialmente, las transaminasas y la creatina fosfokinasa (CK) fueron
utilizados como marcadores de diagnostico, y poco a poco, la mejora de los
marcadores como la creatina fosfokinasa cardiaca banda miocéardica (CK-
MB) evolucionaron y tienden a ser mas especificos, como las troponinas. Las

troponinas son mas eficaces que CK - MB, ya que ayuda no sélo en el
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diagnostico, sino también en la evaluacién de riesgos y la toma de decisiones
terapéuticas. Sin embargo, la blsqueda de un marcador cardiaco ideal
continla, a pesar de las troponinas parecen tener muchas cualidades de un

marcador ideal (51).

Un marcador cardiaco ideal que guie a un buen diagndéstico, hasta el momento
no existe. Los investigadores han planteado la hipétesis de varias
caracteristicas que deberia tener un marcador cardiaco ideal (52).

La alta especificidad es importante para ser considerado un biomarcador
cardiaco ideal, y concentraciones mas altas de este marcador deben ser visto

en el miocardio y con concentraciones mas bajas en tejido no cardiaco (50).

La distribucion tisular del marcador es importante, tanto en condiciones
fisiologicas, asi como patoldgicas. La velocidad de liberacion del marcador
es importante en la lesion del miocardio. Su aparicion inmediata tras la lesion
puede facilitar el diagnostico precoz. Por ejemplo, las troponinas muestran
una liberacion inicial con la concentracion pico en 12-24 horas de la lesion y

un segundo pico 2-4 dias después de la lesion (52).

Ultimamente se estan usando otros marcadores especificos como son las
troponinas. Las troponinas son proteinas asociadas al musculo que regulan la
interaccion, mediada por calcio, entre la actina y miosina. Las troponinas
constan de tres proteinas distintas: I, Cy T. La troponina C (TnC) se encuentra
en el musculo cardiaco y esquelético, siendo exactamente igual en ambos, por
lo que su valor diagnodstico para las lesiones miocardicas es nulo. Sin
embargo, se ha demostrado que la troponina I (Tnl) y la troponina T (TnT),

presentan una secuencia de aminoacidos exclusiva de los miocitos (53).

Las troponinas pueden ser beneficiosas es el diagndstico tardio de dafio
cardiaco; sin embargo, tienen la desventaja de no ser capaz de detectar

lesiones posteriores, en tales situaciones CK-MB son mas utiles (54,55).

Los ensayos de laboratorio clinico dentro de las pruebas diagndsticas para las
lesiones cardiovasculares, estos métodos son la determinacion de la actividad
enziméatica de CK y LDH. Sin embargo, en la dltima parte del siglo 20,

ensayos de alta especificidad y sensibilidad para la deteccion de dafio
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miocardico, tales como las troponinas, son buenos ensayos capaces de

determinar con mayor precision dafio cardiaco (56).

La deshidrogenasa lactica sérica (LDH) y CK en suero fueron desarrollados
y utilizados como marcadores cardiacos, a principios de 1960, convirtiéndose
CK poco a poco el marcador de eleccién, como resultado de su aumento

temprano despues de injurias cardiacas (57).

Diferencias en la especificidad de sustrato para la isoenzima LDH fueron
utilizadas para desarrollar ensayos para suero a -hidroxibutirato
deshidrogenasa (HBD; isoenzymal LDH), que mostr6 un aumento de la

especificidad para la deteccion de dafio miocardial (58).

Los procedimientos electroforéticos se han desarrollado para la demostracion
de las isoenzimas de CK y la LDH, que eran reconocidas por tener mayor
especificidad que la actividad total de CK. Se desarrollaron procedimientos
analiticos para la actividad de CK-MB después de la produccion de

anticuerpos para la subunidad-B (59).

Ahora es generalmente aceptado que la medicion de actividad de marcadores
enzimaticos tales como la aspartato aminotransferasa (AST), Lactato
deshidrogenasa LDH y CK-MB son de poco valor en la evaluacion de la

lesion miocardica, debido a la falta de especificidad tisular (54).

El valor de CK total es limitado; sin embargo, aparece en el torrente
sanguineo relativamente pronto después de la lesion por lo que todavia puede
ser de algin valor cuando se utiliza en combinacion con marcadores mas

sensibles, como las troponinas (60).

Marcadores especificos de dafio cardiaco tienen un rol importante en el
diagnostico de infarto cardiaco. Los marcadores séricos de mas reciente uso
sirven para diagnéstico de dafio de miocardio por cirugia, miopatias,
ejercicio, miocarditis; y diversas intervenciones médicas, tales como
angioplastias, ablacion por radiofrecuencia y cardioversion eléctrica de
arritmias (61).

Muchas de estas condiciones y procedimientos son investigadas usando
modelos experimentales con animales. Hay un incremento en el interés de la

deteccion especifica del dafio miocardico en especies no humanas. Ademas,
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la investigacion basica involucra modelos animales para estudios de la
patologia humana, y la investigacion médica e intervenciones quirurgicas, y
como base en el estudio toxicoldgico en la industria farmacéutica (62).

Los anélisis predictores de dafio cardiaco también pueden ser usados en
animales de granja y animales domésticos. Con animales como sujetos
experimentales, hay que tener ciertas consideraciones debido a las diferencias
en el metabolismo interespecies, localizacién y especificidad de los tejidos.
Las complicaciones asociadas con la coexistencia del dafio del musculo
esquelético y el musculo cardiaco, como se ve con humanos, en animales son
exacerbadas. El exceso de manipulacidn, restricciones e inyecciones, son los
que podrian dafiar el musculo esquelético, todos estos factores son de
relevancia limitada para el estudio dirigido a humanos. Ademas, las miopatias
subyacentes en animales pueden pasar desapercibido o0 ausentes en exdmenes
regulares o exhaustivos, como se ve con humanos. La eleccion de anestésicos
y relajantes musculares usualmente difieren de los usados con humanos, y
estos medicamentos pueden tener perfiles toxicolégicos menos

documentados (63).

Algunos de los metabolitos convencionales usados en medicina clinica para
detectar dafio miocardico son aplicados para uso con muestras de origen no
humano. Asi, la determinacién de la actividad enzimtica de creatina
fosfokinasa y sus isoenzimas, las isoenzimas de LDH, o la de beta-hidroxi-
butirato deshidrogenasa, son del todo factibles, pero a ellos les falta
especificidad y sensibilidad para detectar el dafio en el miocardio. En un
esfuerzo para caracterizar la eficacia del ensayo clinico para troponina
cardiaca I, troponina cardiaca T, estas troponinas fueron medidas en musculo
cardiaco y esquelético de diversas especies de mamiferos de laboratorio y
comparado con determinaciones de creatina fosfokinasa total y sus isoformas
CK-MM y CK-MB (64).

1.4.1.2. Troponinas sericas

La troponina es una proteina globular de gran peso molecular presente en el
musculo estriado, en el masculo cardiaco y en el musculo esquelético. La
Troponina T fue descrita en 1989 y la Troponina | en 1992, y en la actualidad
son consideradas el estandar de oro dentro de los marcadores bioquimicos
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para el diagndstico del dafio miocardico, arrebatandole el titulo a la CK-MB
la cual no tiene un papel prondstico para los pacientes con sindrome agudo
coronario. La Troponina T aparece en el plasma en casos de isquemia o
muerte tisular, con una especificidad del 98% en el hombre para el infarto
agudo al miocardio; es un marcador temprano, que refleja datos sobre la
extension y evolucion de este, tambien se utiliza en el diagnostico de
microinfartos en pacientes con angina inestable y en la monitorizacién de la
fibrinolisis (65).

En medicina veterinaria, uno de los primeros estudios en el que se determina
la concentracion de Tnl en el miocardio de perros (Doberman) enfermos con
ICC (secundaria a cardiomiopatia dilatada), es el de O'Brien y col." en 1997.
En este estudio se comprueba la existencia de una alta concentracion de Tnl
en el miocardio de perros sanos, en relacion con los enfermos, de [0 que se
deduce que la determinacion de esta concentracion en suero podria servir

como marcador de lesion cardiaca al igual que ocurre en humanos (66).

Las troponinas T (TnT), C (TnC) e | (Tnl) constituyen un grupo de proteinas
especificas del tejido muscular, las cuales desempefian un papel en la
regulacion de la interaccion actina-miosina durante el proceso de contraccion
muscular. Este complejo se puede disociar a altas concentraciones (6 M) de

urea o acido etilendiaminotetracético (EDTA) (67).

La TnT tiene un peso molecular de 37 kD y su funcion es fijar el complejo de
troponina a la tropomiosina. Estd presente en dos fracciones celulares: una
soluble libre en el citoplasma y otra unida al sistema fibrilar. Existen tres
isoformas de TnT que difieren entre si en 6 a 11 residuos de aminoacidos que
son altamente polares. La TnC tiene un peso molecular de 17 kD y une 2 mol
de Ca2+ por cada mol de proteina. Es responsable de la regulacion del proceso
de activacion de los filamentos delgados durante la contraccion del musculo
cardiaco y esquelético. Existen dos isoformas que son codificadas por genes
diferentes de copia Unica. Sin embargo, no es posible desarrollar un
procedimiento de deteccion de TnC que sea cardioespecifico, debido a que

hay reactividad cruzada con la TnC del musculo esquelético (66).

La Tnl tiene un peso molecular de 24 kD y ejerce un efecto inhibitorio sobre
la actividad ATPasa de la actomiosina estimulada por Mg2+ . La regién de la
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Tnl responsable de su actividad inhibitoria, ha sido identificada por Syska y
colaboradores y corresponde a los residuos aminoacidicos 96-115. Existen
tres isoformas de esta proteina que son especificas de tejido en humanos: de
musculo cardiaco (Tnlc), de muasculo esquelético rapido y de musculo
esquelético lento. La isoforma cardiaca tiene 32 aminoacidos adicionales en
el extremo amino, los cuales le confieren cardioespecificidad cardiaca. Esta
region aminoterminal contiene dos residuos de serina (Ser23 y Ser24) cuya
fosforilacion por la proteina-quinasa dependiente de 3’-5’ AMPc participa en
la contraccion muscular promovida por agonistas b-adrenérgicos del corazon
(67).

Existen tres isoformas de esta proteina que son especificas de tejido en
humanos: de musculo cardiaco (Tnic), de masculo esquelético répido y de
musculo esquelético lento. La isoforma cardiaca tiene 32 aminoacidos
adicionales en el extremo amino, los cuales le confieren cardioespecificidad
cardiaca. Esta region aminoterminal contiene dos residuos de serina (Ser23 y
Ser24) cuya fosforilacion por la proteina- quinasa dependiente de 3°-5 AMPc
participa en la contraccion muscular promovida por agonistas b-adrenérgicos

del corazon (66).

La Tnl y la TnC se asocian fuertemente y la fortaleza de esta interaccion
depende de la saturacion de los sitios de unién de Ca2+ de la TnC. En
presencia de Ca2+, la constante de asociacion de los complejos de Tnly TnC
es 108 -109 M-1. Se han identificado multiples sitios de union entre Tnl y
TnC. Supuestamente, la Tnl se enrolla alrededor de la hélice central de TnC
en presencia de Ca2+ y establece contactos con los dominios globulares de
las regiones C-terminal y N-terminal de la TnC donde se encuentran los sitios
de union del cation bivalente. La TnT facilita la fijacion de TnCy Tnl en los

filamentos de actina-tropomiosina (67).

La interaccion de la TnT con la TnC y la Tnl no es tan fuerte como la del
complejo Tnl-TnC. La Tnlc presenta regiones muy antigénicas que
corresponden a los extremos amino y carboxilo. Por métodos de prediccion
de estructura secundaria, se demostré que la Tnlc humana presenta cinco
regiones de hélice alfa, por lo que se clasifica como una proteina de tipo hélice
alfa total. La union de los resultados del analisis epitépico —gran cantidad de
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anticuerpos monoclonales (AcM) reconocen epitopos lineales— con el
analisis de prediccion de estructura, indica que la Tnlc humana
probablemente no sea una proteina globular, sino que quizas adopte una
conformacién extendida que permite que una gran parte de la secuencia

aminoacidica sea reconocida por el sistema inmune (40).

Los biomarcadores son definidos como indicadores de procesos bioldgicos
normales, procesos patolégicos o intervenciones farmacoldgicas; los cuales
proveen informacion acerca del nivel en que se encuentra la enfermedad, la
extension del dafio y el prondstico del paciente. El uso de biomarcadores para
organos distintos al corazon es bien aceptado, tal es el caso del higado y el
riién, los cuales tienen marcadores bioquimicos como: la alanin
aminostransferasa (ALT), nitrogeno uréico en sangre (BUN) entre otros; que
ayudan a determinar como estdn funcionando. Son procedimientos no
invasivos, rapidos, claves para el diagndstico y monitoreo de enfermedades
(40).

El corazén aparte de ser una maquina de bombeo es también, un érgano
endocrino el cual produce sustancias con acciones natriuréticas como
diuréticas, las cuales mediante situaciones de estrés o de enfermedad; son
liberadas al torrente sanguineo cuando se presenta alguna lesién en el
corazon, donde una discontinuidad de los filamentos del musculo y dafio en
las células de membrana, llevan a una necrosis del miocito, permitiendo que
sustancias marcadoras sean liberadas a circulacion; en este caso esas
sustancias son las troponinas cardiacas: Troponina | y Troponina T (Tnl y

TnT) siendo componentes del complejo actina y miosina (68).
1.5. Anatomo - fisiologia cardiovascular.
15.1. Corazon.

Se encuentra en el centro de la cavidad torécica, cubierto por los pulmones, entre
los espacios intercostales tercero y sexto, sostenido por los grandes vasos;
rodeado por un saco fibroso, el pericardio, formado por dos capas: una parietal
y otra visceral, entre las cuales existe una pequefia cantidad de liquido, que
permite el movimiento del corazon durante las fases de contraccion y relajacion.

El corazon se ubica dentro del mediastino medio, espacio central situado entre
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las cavidades pleurales y la separacion entre los sacos pleurales izquierdo y

derecho; esta rodeado por el pulmén (69).

La region ventral del corazon reposa sobre el suelo de la cavidad torécica,
tocando al tejido que rodea las estérnebras. La region craneal del corazon toca al
mediastino craneal y la region dorsal, al mediastino medial. Es una bomba
muscular, cuya funcién es mover la sangre a través de todo el sistema circulatorio
mediante sus contracciones ritmicas, el corazén tiene paredes, la mas interna es
el endocardio, seguido de miocardio o musculo cardiaco y la mas externa que es
el epicardio. El corazdn esté constituido por musculo estriado especializado en
un esqueleto de tejido conjuntivo, el musculo cardiaco se divide en auricular,
ventricular y células marcadoras de paso y conductoras especializadas. La
naturaleza autoexcitatoria de las células del musculo cardiaco, permiten que el

corazon funcione como una bomba de alta eficiencia (70).
1.5.2. Estructura.
1.5.2.1. Auriculas.

Las auriculas tienen paredes muy delgadas y cumplen con varias funciones
muy importantes como: son una reserva elastica y conducto del seno venoso
al ventriculo, son potenciadoras de la accion de bombeo, aumentan el llenado
ventricular, mantienen baja la presion auricular media y se encargan de la

oclusion de la véalvula auriculoventricular antes de la sistole ventricular (71).

La auricula izquierda (Al) es una cavidad que recibe sangre de las venas
pulmonares y se encuentra separada del ventriculo izquierdo (V1) por medio
de una valvula bicaspide Ilamada valvula mitral, que permite el pasaje de
sangre hacia el ventriculo y este expulsa la sangre hacia la aorta a través de la
valvula aortica. La auricula derecha (AD) recibe la sangre de las venas cava
craneal y caudal, la pasa al ventriculo derecho (VD) por la valvula tricispide

y del ventriculo hacia la arteria pulmonar (70).
1.5.2.2.  Ventriculos.

Constituyen la mayor parte del peso del corazén. EI VD tiene paredes mas
delgadas y es aproximadamente solo un tercio de la masa del ventriculo
izquierdo. Cuando los ventriculos estan llenos de sangre se contraen y el

aumento en presion en ellos abren las valvulas semilunares (aortica y
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pulmonar), y sale la sangre hacia todo el cuerpo y hacia los pulmones, y

repitiendo este proceso durante cada latido cardiaco (71).
1.5.2.3. Pericardio:

Es un saco de doble pared que contiene pocos mililitros de liquido seroso,
para proporcionar una superficie lubricada a los movimientos cardiacos; este
saco es ligeramente mas grande que el tamafio del corazon durante la diastole.
Por ser una capa sin elasticidad protege contra la expansion aguda del
corazon. Debido a esta inelasticidad, la acumulacion excesiva de liquido
intrapericardico bajo presion, tiende a colapsar las venas que entran a las
auriculas impidiendo o deteniendo el llenado cardiaco (taponamiento
cardiaco). Cuando hay un agrandamiento cardiaco gradual, como la
hipertrofia, 0 una acumulacion croénica de liquido por el exudado en el
pericardio, este se ensancha para contener el volumen incrementado. La
ausencia congénita o la eliminacion quirdrgica del pericardio no afectan

comunmente la funcidn cardiaca (71).
1.5.2.4. Morfologia de la célula miocardica.

Como se observa en la figura 4 las células miocardicas, estan rodeadas de una
membrana plasmaética intacta llamada sarcolema. Sin embargo, constituyen
un sincitio funcional, por la presencia de uniones estrechas o de hendidura
(nexos), que tienen resistencia que permiten el paso de iones y probablemente
moléculas pequefias (71).
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Figura N° 4

Organizacion de la célula miocardica

SARCOLEMA . MITOCONDRIA MIOFILAMENTOS
5 / /
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FLLAMENTO GRUESO — —
FILAMENTO DELGADO ~

ACTINA TROPOMIOSINA  MIOSINA

Fuente: Alfaro (69).
1.5.2.5. Celulas conductoras y de marcapaso.
Existen tres tipos de células especializadas para la formacion del impulso:

Células P: son llamadas asi porque sirven como marcapasos (pacemaking),
tienen una estructura interna mas primitiva que las células contractiles bien
diferenciadas y se tifien palidamente. Estas células se localizan en los nodulos
senoauricular y auriculoventricular. Células transicionales: Son mas delgadas
que otras células miocardicas y tienen una diferenciacion intermedia entre las
células P y las contréactiles, se piensa que forman la conexidn entre células P
y tejido circundante. Fibras de Purkinje: Son grandes, contienen pocos

filamentos contréctiles (71).
1.5.2.6. Células Miocardicas Contractiles o Activas.

Estas células se especializan en la contraccion y conduccion, pero la mayoria
de ellas no inician los impulsos. Cada célula miocardica tiene un nucleo
central, esta empaquetada con miofibrillas contractiles y contiene numerosas
mitocondrias. Las células miocardicas de trabajo son un tipo especializado de
célula muscular lisa, como las de las arterias que han adquirido caracteristicas
y propiedades que se asemejan a las del musculo esquelético. Muchas células

estan organizadas principalmente en serie y se conectan extremo con extremo

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




: - UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE , CATOLICA

TESIS UCSM -2 DE SANTA MARIA

por medio de los discos intercalados, con lo que se forman las fibras

miocardicas (71).

Los discos intercalados son los sistemas de union que asocian las células
musculares cardiacas para formar las fibras del miocardio, estas estructuras
se encuentran en regiones de la membrana donde los extremos de dos células
se enfrentan y se ubican en lugar de un disco Z. Los discos intercalares
presentan una porcion transversa, en la cual se ubican dos tipos de uniones
intercelulares: la fascina adherens es un tipo de unién propia del corazén, su
estructura es semejante a la de las zonas de adhesion de los epitelios; esta
estructura ancla filamentos de actina a la membrana plasmatica y también une
las membranas de células adyacentes; de esta manera se asocian el aparato
contractil de cada célula con el de la célula vecina; y la mécula adherens que
corresponde a desmosomas tipicos que se ubican en las porciones transversas
y paralelas del disco; ancla filamentos intermedios de la fibra cardiaca y
participa junto con la fascia adherens, en la adhesion de las membranas

plasmaticas de celulas vecinas (72).
1.5.2.7. Propiedades de las células miocardicas.
1.5.2.7.1. Conductividad.

Las células miocardicas son capaces de transmitir potenciales de accion
(PA). Aunque las células individuales estan separadas por membranas
plasmaticas, el impulso pasa de célula a célula, probablemente a través de

las uniones estrechas especializadas, conocidas como nexos (72).
1.5.2.7.2. Contraccion muscular.

Esta depende de una produccion de fuerza tensil al contraerse y acortar su
longitud y también fuerzas contractiles como producto de la conjugacion
y propiedades alostéricas de dos proteinas: la actina y la miosina. El inicio
y la terminacidn de los procesos de contraccion dependen de dos proteinas
adicionales que se hallan en los musculos esquelético y cardiaco: la
Troponina y la tropomiosina (71).

La contraccion del miocardio difiere de la del musculo esquelético en
varios aspectos como son: las células miocéardicas individuales, separadas

anatomicamente transmiten impulsos a traves de los limites celulares y de
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este modo se comportan como un sincitio funcional; la duracion de la
contraccion es mayor, el periodo refractario es mas largo; el indice de
aumento de la fuerza durante la contraccion es menor al igual que la
velocidad de acortamiento. EI musculo cardiaco no esta organizado con
base en una unidad muscular y se comporta como un sincitio fisioldgico,
de manera que todas las células miocardicas se activan durante cada
contraccion, en un modo de todo o nada (72).

1.5.2.8. Proteinas contractiles.

Las cuatro proteinas contractiles que fueron mencionadas anteriormente
(actina, miosina, troponina, tropomiosina) se han obtenido de miofibrillas de
musculo cardiaco. La actina y la miosina del corazon convierten la energia
quimica del metabolismo del sustrato en energia mecénica de contraccion. La
miosina es una proteina grande con forma similar a un palo de golf de dos
cabezas. La cola de lamolécula de miosina corresponde al eje del palo de golf
y se observan dos nudos en cada terminal de la cola. Las colas de miosina se
conjugan de manera especifica con otras colas de miosina y forman agregados
bipolares llamados filamentos gruesos, tal como se observa en la figura 5 (72).

Figura N° 5
Filamento de miosina

Cabezas de la
~ miosina

Fuente: Lamb (73).
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La miosina y la actina forman una red organizada dentro de las células
miocardicas, las cuales interactdan ciclicamente con lo que generan una
fuerza contréactil. Los filamentos delgados de actina se extienden desde la
linea Z hacia el sarcobmero. La cabeza de miosina conjuga de manera
especifica el ATP con la actina; ésta se autoconjuga para formar filamentos
largos y delgados que se denominan filamentos delgados en el musculo y
microfilamentos en otros tipos celulares. Los filamentos de actina pueden
desempefiar funciones importantes desde el punto de vista arquitectonico en
todas las células animales; proveen hilos fuertes que pueden atarse en
conjunto de diferentes maneras para formar conjugados gruesos o tramas
entrelazadas (Figura 3). Tanto los haces como las cadenas de actina se utilizan

para dar base a las células con formas particulares (71).

Este sistema de proteinas contractiles requiere cierto control, de manera que,
por ejemplo, el corazén lata de un modo ritmico y el musculo esquelético se
contraiga en forma coordinada. A nivel corporal, el principio de la
contraccion muscular esta bajo el control de los estimulos eléctricos
provenientes de los nervios o de otras células eléctricas activas. La
transmision de la excitacion eléctrica al sistema de la actinomiosina, se
denomina acoplamiento de excitacion-contraccion. El acoplamiento de
excitacion-contraccion en todos los tipos de musculos depende de los cambios
en la concentracion intracelular de calcio. En el masculo esquelético cardiaco
existen dos proteinas filamentosas delgadas: la Troponina y la Tropomiosina,
gue son necesarias para este acoplamiento. Las troponinas son proteinas
estructurales que intervienen en el acoplamiento actina-miosina que se
produce, durante la contraccion muscular. Existen tres troponinas: T (TnT), |
(Tnl) y C (TnC) que, actuando sobre los filamentos de actina, regulan la
fuerza y la velocidad de la contraccion muscular, como muestra la figura 6
(72).
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Figura N° 6
Filamentos de actina y miosina
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Fuente: Vidal (74).

La tropomiosina es una proteina reguladora gruesa y larga, que esta enrollada
alrededor del filamento de actina y cubre los sitios de unién activos durante
el periodo entre contracciones, demostrado por la figura 7. Hay moléculas de
Troponina unidas a la tropomiosina. Cuando la célula se despolariza, el calcio
se difunde al sarcoplasma desde el exterior de la célula y se libera del interior
del reticulo sarcoplasmico. El calcio se combina con la Troponina y un
cambio en la conformacion de la molécula provoca que la tropomiosina se

retire de los sitios de unidn de la miosina con la actina (71).
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Figura N° 7

Filamento de actina, tropomiosina y troponina

Tropomiosina

Filamento de Troponina

Actina

Fuente: Vidal (74).

La tropomiosina se encuentra cubriendo los sitios de union de la actina con la
miosina como en el motor de actinomiosina, el control del musculo estriado
muestra muchos casos de las funciones de la conjugacion especifica, por
ejemplo: la conjugacion especifica del calcio con la Troponina y la
conjugacion de la tropomiosina con ambas, la actina y la Troponina. La
conjugacion de la tropomiosina con la actina sélo tiene una funcion
reguladora, sino también estructural; el filamento de actina se estabiliza por
la tropomiosina y asi hace lo menos posible por desintegrarse en sus unidades

constitutivas (72).

La Troponina es una proteina que esta formada por tres subunidades que son:
Troponina T (proporciona un punto de union entre la tropomiosina y la
Troponina), Troponina C, que es la responsable de la fijacion del calcio, por
lo que participa también en el proceso de la contraccion muscular, y
finalmente la Troponina I que tiene una funcion inhibidora de la ATPasa de

la actomiosina (71).
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1.6. Analisis de antecedentes investigativos.

e Correlacion entre la infeccion por microquistes de S. lamacanis y CK-MB,
AST y LDH en alpacas

El estudio tuvo por objetivo determinar la correlacion entre el ndmero de
microquistes de S. lamacanis en miocardio (N°Mq) y los niveles de CK-MB, AST
y LDH en sangre de alpacas, a fin de usarlos como predictores de salud o grado
de infeccion por sarcocistiosis. Se utilizaron 41 alpacas de raza Huacaya de 3-5
afios del matadero Municipal de Huancavelica- Provincia de Huancavelica-Perd,
las muestras de sangre se colectaron antemortem y las de miocardio post-mortem.
El 100 % de los animales presentaron microquistes de S. lamacanis, y los
coeficientes de correlacion entre el N°Mq y CK-MB fue de 0.17, AST 0.04 y para
LDH 0.06. Se concluye que la correlacion es muy baja o casi nula, por lo que, las
enzimas evaluadas, no podrian ser utilizadas como predictores de dafio muscular

por infeccion de microquistes de S. lamacanis en alpacas (18).

e Histopatologia de la Sarcocistiosis en Alpacas tratadas con ivermectina al
1%

En su trabajo de investigacion, se tiene las siguientes conclusiones: a. La
evaluacion histopatolégica de la Sarcocistiosis a nivel del tejido muscular
estriado esquelético encontraremos: Los macro quistes son de ubicacion
intracelular en un 100% y los micro quistes de ubicacion intracelular en un
99.50% vy extracelular en un 0.50%. Las alteraciones histopatoldgicas
identificadas son: infiltracion leucaocitaria en 68.75%, hemorragia en 18.75%,
hialinizacion segmentaria 6.25%, condensacion segmentaria en 12.50% y
degeneracion flocular en 37.50% de Alpacas tratadas con lvermectina al 1%. En
el grupo testigo, la infiltracion leucocitaria fue del 25% y la hemorragia en un
12.50%. A un afio de tratamiento el 56.25% de muestras de tejido muscular
esquelético presenta quistes degenerados y a los dos afios consecutivos de
tratamiento el 18.75% de muestras evidencian quistes degenerados; existiendo
diferencia significativa entre los dos periodos de tratamiento (P < 0.05). b. A la
evaluacion histopatoldgica de la Sarcocistiosis a nivel del tejido muscular
cardiaco apreciamos: Los micro quistes fueron de ubicacion intracelular en un
99.90% vy extracelular en un 0.10%. Las alteraciones histopatologicas
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identificadas son: infiltracion leucocitaria en 87.50%, hemorragia en 31.25%,
condensacién segmentaria en 6.25% de alpacas tratadas con ivermectina 1 %. En
el grupo testigo la infiltracion leucocitaria fue del 25.00%. A un afio de
tratamiento el 50% de muestras de tejido muscular cardiaco presenta quistes
degenerados y a los dos afios consecutivos de tratamiento el 12.50% de muestras
evidencian micro quistes degenerados; habiendo diferencia significativa entre
ambos periodos de tratamiento (P < 0.05) (28).

e Frecuencia de micro quistes (Sarcocystis lamacanis) entre las fibras
musculares cardiacas en alpaca (Vicugna pacos), beneficiadas en los camales
de Nufioa y Ayaviri, Departamento de Puno, 2016. Chirinos Torres, José

Luis

Este estudio se llevo a cabo en camales municipales ubicados en los distritos de
Ayaviri y Nufioa, provincia de Melgar, departamento de Puno, cuya ubicacion
geogréfica esta entre las coordenadas 14°52'55" latitud Sur y 70°35'24" longitud
Oeste. Se trabajo durante los meses de Agosto (2016) a Enero (2017), con 50
alpacas entre machos y hembras en edades de 2 a 6 afios, distribuidas
proporcionalmente para cada camal; realizando el muestreo de corte histologico
en el ventriculo izquierdo y derecho de alpacas beneficiadas. Resultando una
frecuencia del 100% de sarcocistiosis en las alpacas estudiadas con un promedio
de 3.5 microquistes por ejemplar. Presentandose en el camal de Nufioa una mayor
frecuencia de ejemplares con microquistes, 1o que respecta al sexo las hembras
tanto de la raza Huacaya y Suri resultaron con una frecuencia alta a los
microquistes, a su vez ejemplares de 2 a 5 afios se muestran méas susceptibles a
esta enfermedad, aun asi, ni la raza, sexo ni edad son factores condicionantes para
la presencia de microquistes de Sarcosystis lamacanis. Concluyendo de forma
general que todas las muestras beneficiadas dieron positivas, por lo que se
recomienda, concientizar tanto al productor como al médico veterinario de los
camales realizando el decomiso en su totalidad de los corazones para dar un
proceso adecuado para la eliminacién, evitando de esta forma el hospedero
definitivo cumpla su funcion en esta enfermedad, a su vez se recomienda

continuar con esta linea de investigacion (75).
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e Prevalencia e Histopatologia de sarcocistiosis cardiaca en llamas del distrito

de Conduriri provincia del Collao

En trabajo de investigacion se realiz6 en el camal municipal del distrito de
Conduriri, provincia de El Collao, las muestras fueron procesadas en el
Laboratorio de Histopatologia de la Universidad Nacional del Altiplano y
Essalud - Puno; con el objetivo de determinar la prevalencia de Sarcocistiosis
microscopica en tejido cardiaco de llamas, segun edad (jovenes y adultos) y
procedencia (alta o cerros y baja o pampa); asimismo se realiz6 la descripcion
histopatologica de muestras positivas durante los meses de enero febrero y marzo
del afio 2014, para determinar la prevalencia se muestrearon 360 llamas de los
cuales 180 fueron jévenes y 180 adultos; los resultados indican que la prevalencia
general de Sarcocistiosis microscopica en tejido cardiaco de llamas fueron
87.77%, segun edad, las llamas adultas mostraron mayor prevalencia con 49.44%
en relacion a llamas jovenes con 38.33%; y, segun procedencia las llamas de las
zonas que habitan en la parte alta o cerro mostraron mayor prevalencia con
49.16%, sin embargo las zona baja o pampa mostraron menor prevalencia de
38.61% respectivamente, en ambos casos se encontro diferencia significativa (P<
0.05). Para describir las alteraciones histopatologicas se examinaron 51 muestras
positivas a Sarcocystis lamacanis, siendo estas: infiltracion eosinofilica con
49.02%, congestion vascular con 35.29% y degeneracion de fibras miocéardicas
en un 15.69% (29).

e Prevalencia de sarcocistiosis en tejido cardiaco de crias de alpacas muertas
enel CIP la Raya

La sarcocistiosis de la alpaca, sigue siendo una enfermedad de alta prevalencia,
ocasionando pérdidas econdémicas al criador alpaquero, a su vez constituye una
enfermedad de tipo toxico para el hombre. En la actualidad no se cuenta con una
informacion que precise el tiempo de formacién de quistes en camélidos
sudamericanos. Por la alta prevalencia de la enfermedad en estas especies, se
sugiere que podria existir una infeccion transplacentaria, lo cual motivd la
realizacion de este trabajo de investigacion, con el objetivo de determinar la
prevalencia de sarcocistiosis en tejido cardiaco de crias de alpacas, en el Centro
de Investigacion y Produccion LA RAYA, que se encuentra ubicado a 4,200

m.s.n.m., en la provincia de Melgar-Puno, durante la campafia de paricion del afio
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2014 (Enero, Febrero, Marzo y Abril), se evaluaron 206 muestras de tejido
cardiaco de crias muertas, segun edad cronolégica, correspondiendo a 153 crias
de (0-30) dias de nacido, 48 crias de (31 -60) dias de nacido y 5 crias de (61 -90)
dias de nacido; la edad cronolégica de las madres fue: 47 madres jovenes, 95
madres adultas, 42 madres viejas y 22 madres sin registro de edad; la metodologia
utilizada para el diagndstico de sarcocistiosis de tejido cardiaco fue mediante la
técnica de compresion en lamina, en la totalidad de las muestras, de las cuales 40
muestras fueron evaluadas por histopatologia, en los Laboratorios del CIP La
Raya e Histologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la UNA-
Puno. Habiéndose obtenido los siguientes resultados: no se encontrd estructuras
quisticas de Sarcocystis lamacanis en tejido cardiaco de crias de alpacas muertas
por diferentes causas; tampoco existe relacion alguna con la edad cronoldgica de
las madres. Este resultado nos indica que no existe una transmision vertical de
este parasito en alpacas, la transmision horizontal sigue siendo la Unica via
conocida hasta la fecha (26).
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CAPITULO II
METODOLOGIA
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1. METODOLOGIA
1.1. De los animales, obtencion de muestras y lugar de experimentacion.

La presente investigacion se realiz6 con 44 alpacas destinadas a beneficio, en dos

lugares como son Tisco y la Estacion Experimental la Raya.
1.2. ldentificacion de las lesiones en el muasculo cardiaco con histopatologia.

e Usando un bisturi y una pinza, se procedioé a tomar aproximadamente de 2 a 3

cm3 de tejido muscular cardiaco de la zona ventricular del corazon.

e Las muestras tomadas se colocaron en frascos de plastico conteniendo formol
bufferado al 10%, debidamente identificados; y colocados en una caja de

tecnopor para el Laboratorio (76).

e Para el examen histopatologico de tejido muscular cardiaco de los corazones de
alpaca, se consider6 las muestras que resultaron positivos a Sarcocystis

lamacanis, utilizando la técnica de “parafina” siguiendo los siguientes pasos:
- Reduccion: La muestra fijada fue reducida, al tamafio de 1 a 2 cm.
- Luego se colocé en una solucion de formol al 10%.

- Hidratacion: luego de ser fijada se elimino el formol mediante un bafio
continuo en agua corriente que dur6 12 horas.

- Deshidratacién y aclaramiento: Para que los colorantes se adhieran al tejido
sin dificultad, se colocaron en alcoholes en concentraciones ascendentes con

fines de extraer el agua del tejido.

- Inclusion en parafina: El tejido seguidamente se sumergié en parafina

liquida calentada a temperatura constante (estufa) de 56°C.
- Tacos de parafina: se confeccion6 mediante los moldes o placas de Leukart.

- Microtomia: se utilizé el micrétomo tipo Minot el cual corta el taco en

pequerias rodajas de 5 micras de grosor.

- Tincion: se utilizé la coloracién hematoxilina - eosina, coloreando el ntcleo

de color azul con hematoxilina y citoplasma rosado con eosina.

- Montaje: se utilizd para este proposito "balsamo de Canada” con laminillas

y portaobjetos (34).
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1.3. Identificacion de las troponinas séricas por inmunocromatografia en suero

sanguineo de alpacas afectadas con microquistes de Sarcocystis lamacanis

e Para la toma de muestras se necesito la ayuda de una persona para sujetar a la
alpaca y otra persona para sujetar a la alpaca del cuello, luego se procede a separar
la fibra hasta llegar a la piel para poder identificar la vena yugular, una vez
identificada se procede a atomizar con alcohol la zona de extraccion de muestra,
que sera con un Tubo Vacutainer BD ® de 6ml Color Amarillo, con activador de
coagulo, un capuchoén y una aguja de doble filo, que se introducira en un angulo

de 45° tal como se muestra en la figura 8 y 9.
Figura N° 8
Preparacién del animal para sacar muestra de sangre
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Fuente: Elaboracion propia

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




-»===( . UNIVERSIDAD
REPOSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM <  DE SANTA MARIA

Figura N° 9

Angulo para sacar la muestra

Fuente: Elaboracion propia.

e Se analizaron las muestras con un kit rpido de inmunocromatografia lateral de

columna de Troponinas CTnl Abon®
e La sangre total obtenida fue procesada inmediatamente.

e Se separo el suero de la sangre venosa tan pronto como fue posible para evitar

hemolisis, mediante centrifugacion a 5000 rpm x 5 minutos.
e Se usaron para la prueba solamente sueros claros, no hemolizados.
o El examen se realiz6 inmediatamente después de obtener la muestra.
e Se procedi6 a almacenar las muestras de suero entre 2°C a 8°C hasta por 3 dias.

e Para realizar la prueba se tomd la precaucion de que el dispositivo del examen,
las muestras, buffer y/o controles hayan adquirido temperatura ambiente (15-30

°C) antes del examen.

e Se asegurO antes de abrir el sobre que contiene el dispositivo, éste estuvo a

temperatura ambiente.

e Se retird el dispositivo del examen del sobre sellado y utilizamos

inmediatamente.
e Se colocé el dispositivo del examen en una superficie limpia y nivelada.

e Se sostuvo el gotero verticalmente y transferimos 3 gotas de suero
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(aproximadamente 75 uL) al pocillo de la muestra (77).
e Se encendio el temporizador y esperamos por 10 minutos.
e Los resultados se clasificaron en:

- Positivo: Cuando hay aparicién de dos lineas rojas distintas. Una linea roja
debe estar en la regién de la linea de control (C) y la otra linea roja debe estar

en la region de la linea de prueba (T).

NOTA: La intensidad del color rojo en la region de linea de prueba (T)
variara dependiendo de la concentracion de los cTnl presentes en la muestra.
Por consiguiente, si una sombra en el color rojo esta en la regién de linea de

prueba (T), se debe considerar positivo.

- Negativo: Una linea roja aparece en la region de la linea control (C) . No
aparece ninguna linea aparentemente ni roja ni rosada en la region de linea de
prueba (T).

- No Valido: La linea de control (C) no aparece. Las razones mas probables
para que falle la linea de control es que el volumen de muestra sea insuficiente
0 que las técnicas de procedimiento no se realizaron en forma adecuada.
Revise el procedimiento y repita la prueba con una nueva placa. Si los
problemas persisten, no siga utilizando la placa y contacte su distribuidor
local (78).

Figura N° 10.
Procedimiento del Kit rapido de inmunocromatografia lateral de columna de
Troponinas CTnl Abon®

1. Add Specimen into 2. Then add 1-2 drop 3. Waiting for - P ° o

. Negative w'

'U 2 . | ] = - . " | « : ®.

e ] -] A VE—— = -
T————— e———— Positive Invalid

Fuente: Elaboracién propia

sample hole of buffer 3 10-15Minite

Los resultados obtenidos y sistematizados se analizaron mediante estadistica

descriptiva con indicadores de centralizacién y dispersién de datos.
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CAPITULO III
RESULTADOS Y DISCUSION
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Identificacidn de las lesiones en el musculo cardiaco con histopatologia.

Se realizo el analisis histopatoldgico obteniendo los siguientes resultados que podemos
apreciar en el cuadro numero uno la presencia del 100% de micro quistes de las muestras

tanto en Tisco (Arequipa) como el la Raya (Puno):

Cuadro N° 1
Histopatologia de musculo cardiaco de alpacas

Nro. de Resultado histopatoldgico a la presencia de

) muestras microquistes de Sarcocistys lamacanis
Procedencia

analizadas por

histopatologia Presencia Ausencia
Tisco 29 29 (65,9%) 0
La raya 15 15(34,1%) 0
TOTAL 44 44(100%) 0

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro No. 1, se observa que, de las 44 muestras analizadas mediante la técnica de
histopatologia, se encontré que en su totalidad (100%), de estas tenian la presencia de
microquistes de Sarcocistys lamacanis. Huarachi 2007 en su investigacion Histopatologia
de la Sarcocistiosis en Alpacas tratadas con ivermectina al 1%, encontré micro quistes de
ubicacién intracelular en un 99.50% (28), en tanto que Chirinos, J. 2016 encontré una
frecuencia del 100% de sarcocistiosis en las alpacas estudiadas con un promedio de 3.5
microquistes por ejemplar (75), Flores 2015 examin6 51 muestras positivas a Sarcocystis

lamacanis (29).

La grafica 1 indica las muestras analizadas por histopatologia segun procedencia tanto en

Tisco (Arequipa) como el la Raya (Puno):
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GraficaN° 1
Muestras analizadas por histopatologia segun procedencia
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Fuente: Elaboracion propia.

En la grafica N°. 1, podemos ver que se analiz6 44 muestras en total, 15 de ellas (34,1%)
provenian de Tiscoy 29 (65,9%) eran de la Estacion Experimental la Raya, dando positivas

en ambos casos a la presencia de microquistes.

En la totalidad de muestras se observa infiltracion de microquistes basofilicos entre las fibras
musculares cardiacas, de forma fusiforme, ovalada y redondeada de acuerdo con el tipo de
corte respectivamente (sagital, oblicuo, transversal), desplazamiento de fibras musculares
cardiacas. El microquiste, es de capa gruesa basofilica externa a manera de estroma, no se
observo la presencia de células inflamatorias. Se puede distinguir bradizoitos alargados en

el interior de algunos microquistes, no observandose lesiones en fibras musculares cardiacas.

Gréfica N° 2
Resultado de las muestras analizadas por histopatologia
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Fuente: Elaboracion propia.
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Podemos observar en la grafica N° 2. el 100% de casos positivos a la histopatologia para la

presencia de microquistes.

Nuestros resultados concuerdan con los obtenidos por Lopez. et al, el cual sefialo que el
100% de las muestras de tejido cardiaco de alpacas presentaron los microquistes (18), de
igual forma se corrobora con los resultados obtenidos por Chirinos 2017, el que encontrd
también 100% de las muestras con la presencia de quistes (75). Por otra parte, reportes mas
antiguos como los de Mostajo, reportan prevalencias del 70 al 100% de micro y macroquistes
en las cuatro especies de camélidos sudamericanos en todas las regiones alpaqueras del pais
(79). Esto es podria ser una indicacion de los altos niveles de contaminacion de los pastizales
con este parasito; viéndose agravado esto por la estrecha convivencia de perros con alpacas
y llamas, asi como por la alimentacion de perros con carne cruda infectada con esta coccidia
(80,81), y los bajos niveles socioecondmicos y culturales de la poblacion campesina. Por
otra parte, podriamos atribuirlo a los factores medioambientales, ya que los parasitos
pertenecientes a esta especie pueden sobrevivir por varios meses en ambientes
moderadamente himedos y frios, pero viven poco tiempo en climas secos y calurosos (20).
Nuestros valores son superiores a los de Gutiérrez 2012, quien sefiala una prevalencia del
80,62% en el camal municipal de Nufioa, probablemente porque este autor trabajo en los
meses de marzo a junio, es decir en época seca, donde el esparcimiento de los esporoquistes
es menor (30). Asi también si los comparamos con los datos obtenidos por Castro., et al.,
quienes reportan 80% de microquistes (82). Finalmente, nuestros resultados son en alpacas
beneficiadas en decir en edad adulta, con lo que obtuvimos 100% frente a los resultados de
Quispe 2015 quien no encontr6 en tejidos cardiaco, de crias muertas la presencia de

microquistes (26).
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Identificacidn de las troponinas séricas por inmunocromatografia en suero sanguineo

de alpacas afectadas con microquistes de Sarcocystis lamacanis

Se realiz6 el andlisis inmunocromatografico de las muestras se suero sanguineo obteniendo
los siguientes resultados debatibles en las posteriores discusiones, como muestra el cuadro
2.

Cuadro N° 2.
Inmunocromatografia de Troponinas en suero sanguineo de alpacas

Nro. de

muestras

Resultado de la Prueba de Troponina

Procedencia ]
analizadas por

histopatologia Positivo Negativo
Tisco 29 0 29 (65,9%)
La raya 15 0 15 (34,1%)
TOTAL 44 0 44 (100%)

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 2, y grafico N° 3, se observa que de las 44 muestras de suero sanguineo de
alpacas (n=44, 100%), la totalidad fueron negativas a la presencia de troponinas sanguineas,
lo que nos indica que no existe la presencia de este biomarcador sanguineo, a pesar de que
las troponinas cardiacas se consideran biomarcadores sanguineos altamente especificos y
sensibles, resultando idoneos para detectar la injuria miocardica (83), y que su deteccion
sugiere la presencia de una lesion miocardica, aunque sea leve, sin disminuir el gasto
cardiaco, ya que su positividad se asocia con diversos grados de disfuncién ventricular
izquierda (84,85).

En condiciones normales, son indetectables en la circulacion, pues estan presentes en
cantidades muy pequefias. Sin embargo, cuando hay dafio en células miocardicas, la
troponina se libera a la circulacion pudiendo ser medida por métodos de inmunoensayo
(86,87,88).
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GréaficaN° 3
Resultados de las muestras analizadas por histopatologia

Presencia de Troponinas

S50
100%

45

ag
o
8 35
=3 30
-
= 25
E
4 20
E
é 15

10

5

1]
(1]
Positiva Megativo

Fuente: Elaboracion propia.

Cuadro N° 3
Relacion entre Histopatologia e Inmunocromatografia de Troponinas en suero
sanguineo de alpacas

Relacion Histopatologia/ldentificacion de

Nro. de Troponinas
) muestras .
Procedencia ; } i Identificacion de
analizadas por Histopatologia )
Troponinas

histopatologia

Presencia  Ausencia Positivo  Negativo

Tisco 29 29(65,9%) 0 0 29(65,9%)
La raya 15 15(34,1%) 0 0 15(34,1%)
TOTAL 44 44(100%) 0 0 44 (100%)

Fuente: Elaboracion propia.

En el cuadro N° 3, se ve que no existe relacion entre presencia de microquistes en fibra

muscular cardiaca e identificacion de troponinas en suero sanguineo de alpacas.

Flores 2015, describi6 las alteraciones histopatologicas, examinaron 51 muestras positivas a
Sarcocystis lamacanis, encontrando lesiones como: infiltracién eosinofilica con 49.02%,
congestion vascular con 35.29% y degeneracion de fibras miocardicas en un 15.69%; no son

un indicador, donde no se encuentra dafio a nivel de la troponina, asi no altera mostrando
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una reaccién en el kit rapido de inmunocromatografia lateral de columna de Troponinas

CTnl Abon® troponina que se utilizé (29).

La presente investigacion es pionera en estudiar la presencia de estos biomarcadores
cardiacos especificos en alpacas, y nuestros resultados podrian concordar con otros estudios
sobre marcadores bioquimicos cardiacos como el de Lopez-Torres, et al., 2015, quienes
estudiaron la correlacion de microquistes de S. lamacanis en miocardio (N°Mq) y los niveles
de CK-MB, AST y LDH, encontrando que el 100 % de los animales presentaron
microquistes de S. lamacanis, y los coeficientes de correlacion entre el N°Mq y CK-MB fue
de 0.17, AST 0.04 y para LDH 0.06 (18).

Si bien es cierto la correlacién encontrada es insignificante estadisticamente, los valores
minimos hallados podrian deberse a que estas enzimas no son 100% especificas de lesion

cardiaca en comparacion con las troponinas las cuales si lo son especificas de dafio cardiaco.

Se conoce que los altos niveles de troponina cardiaca son sensibles a la presencia de lesion
miocardica, pero aun no son especificos para causas cardiacas. Los animales con enfermedad
cardiaca leve pueden tener niveles de concentraciones normales de cTnl. En animales con
enfermedad cardiaca y renal, ya sean cronicos o agudos, se pueden observar altos niveles de
troponinas séricas debido a un fallo en la excrecién renal, sin justificar la gravedad de la
enfermedad (89,90).

Las troponinas cardiacas circulantes tienen caracteristicas ideales para un biomarcador, ya
que presentan especificidad cardiaca, alta sensibilidad a las lesiones, diagndstico temprano
de lesiones cardiacas (91), y minima presencia en la circulacion de individuos sanos. Pueden
persistir en circulacion durante dias y tienen una buena correlacion con la gravedad de la
lesion. Los valores considerados normales para felinos y caninos de troponinas son 0.02ng /
dL y 0.04ng / dL, respectivamente (92). A pesar de que hay un gran progreso en los estudios
sobre biomarcadores cardiacos, sin embargo, lamentablemente ningin marcador cardiaco
que ha ganado un lugar en el perfil bioquimico de la rutina veterinaria, aunque los estudios
ya han demostrado los beneficios de su aplicacion clinica en la evaluacion de pacientes

criticos, con o sin enfermedad cardiaca (93,94).

Nuestros resultados podrian deberse a que los microquistes, si bien infiltran las fibras
musculares cardiacas, estos no llegarian a producir mecanismos como la sobrecarga de

Ca2+, la permeabilizacion mitocondrial y la fragilidad del citoesqueleto/sarcolema
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(producida por la activacién de proteasas) que desempefian un papel critico. Ademas, de no

propagar la muerte celular a los cardiomiocitos adyacentes a través de uniones gap (95).
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CONCLUSIONES

PRIMERA: No existe relacién entre la presencia de microquistes de Sarcocystis
lamacanis identificados por histopatologia en musculo cardiaco de alpacas y

la presencia de troponinas (cTnl) en suero sanguineo.

SEGUNDA: Se identifico las lesiones de infiltracion en el musculo cardiaco de alpacas,

con histopatologia en la totalidad de muestras (n=44; 100%).

TERCERA: No se identifico la presencia de troponinas séricas por inmunocromatografia
en suero sanguineo de alpacas afectadas con microquistes de Sarcocystis

lamacanis.
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RECOMENDACIONES

Primera: Se recomienda a futuros investigadores seguir realizando otros estudios para
confirmar el dafio cardiaco por biomarcadores, debido a que hasta el momento
no existe ningln marcador cardiaco que ha ganado un lugar en el perfil
bioguimico de la rutina veterinaria, menos aun en camélidos sudamericanos

como es el caso de las alpacas.

Segunda: Se recomienda a futuros investigadores, que deseen realizar estudios en el
dafio cardiaco por biomarcadores, buscar nuevos métodos que permitan
identificar sarcocistosis (Sarcocystis lamacanis), sin tener que sacrificar a los

animales y esto se realiza en una prueba de campo.
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ANEXO 1
MAPAS DE UBICACION DEL TRABAJO DE INVESTIGACION

Mapa de Tisco

- 132 (
Qauero = @ < Chuquibambilla
3s <
eehi Accocunca Macari
Coporaque P
i X San Antonia
iAapata 7 Chaiql : Umachir &)
fapata 4 Cildad Huancané Boston ‘ 3
Héctor Tejada Ayavir
&g G : Cup
Xstrataifintaya e
Pucafa {3s}- Junimata (s
ftushi | . { 3 {
Chahuafia: L LS & {aae}
\ ~ Ocaruro
___--Suyckutambo T~ T'SCO > i
g / 2 / < S Hacienda
\ . GaJ Ocuvirl Cascada
y .
lligua (124
o Flor del Z 4
P Tolcone Mundo  Caylloma \ \ v
\ fufiunca Marcalla (i}
Ccella Ccella o \ = ! Yarasla
Churaiia o
Ajicata ) Churaiia £
Auchiica / ¢ Canddroma Qullal Qawa 9
\ y, f Togra
Nequeta 4 ¢

vilwi.,o Cairanuirl j,\.a-:aq = / : caullacolle :
1 < i by % i i
Allasura Paratia

Ucrla (za))
8 Mism Q Callal Atecaca Hultora

Tut Jarpaia
Ccaccapunco
Choca Malata Cajucancha
Cabanaconde Maces @
Maca Yanque Ch;'c::; - {3a4) Huarachuyo
L SantaLucia
uarancante
kua% = (i) Q [i13] ) : fac)
Ashua Andalaca 3 o Antuyo po Quimsacha
() Acohuto M1
Sailalll = o AL ® () imata
Fuente: Elaboracion propia.
Foto del Centro de Investigacion La Raya UNA
\\\\\{\\\‘
~ \O\
h \\ BN

5 ST EYET

Fuente: Elaboracion propia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




N e Y - UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE \CATOLICA

TESIS UCSM Z  DE SANTA MARIA

Mapa de La Raya UNA

“Abra La Raya
Abra La Raya 3 La Raya Una
Cerrado
Jemporaimente

Paso La Raya
@ 9 90IP~L3 Raya
o T
4 %
o

0 Queque Narte

Fuente: Elaboracion propia.

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




REPOSITORIO DE
TESIS UCSM

UNIVERSIDAD

CATOLICA
DE SANTA MARIA

ANEXO 2

PROCESOS DE OPERACIONALIZACION ESTANDAR (POES) Y

L

E'E ;Eyﬁglt?ﬁradﬁm JUNIDJS 2020

CONSTANCIAS

PROCEDIMIENTO DE OPERACION ESTANDAR

(Mes)

(POE)
Nro.: L- 001
Fecha Ultima Revisidn: /
[Adc) (Mes)
[Adic)

DESCRIPCION DE LA TAREA

Lugar donde se realizara: Universidad Catolica de Santa Maria. Laboratorio de
Biotecnologia Animal

Numero de participantes: o 1 (Una)

0 2 (Dos)

0 3 (Tres)

g 4 (Cuatro)

Nivel de experiencia: avanzado en el Diagnostico de microquistes de Sarcocistys lamacanis

Equipos y accesorios utilizados:

v Bandejas
v Agua

v Tamizador
v Bolsa negra
v Guantes

v Bandeja limpia.
Vv Hervidor eléctrico

v Colador
v Congeladora

v Molino

v Balanza
v Rotulador

v Equipo deshidratador

de Columna.

Personal: Calificado para el Diagnéstico Histopatolégico y de Inmunocromatografia lateral

Instalacion requerida: Laboratorio de Biotecnologia Animal.

PRODUCTO TERMINADO O RESULTADO ESPERADO

Relacion entre Diagnostico Histopatolégico y Inmunocromatografia
lateral de Columna de microquistes de Sarcocistys lamacanis

ALCANCE DE ESTE POE

Operaciones Trabajadores Ubicaciones cubiertas
Cubiertas empleados
Universidad Catolica de Santa
Laboratorio 2 personas Maria. Laboratorio de
Biotecnologia Animal
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HABILIDADES ESPECIFICAS, ENTRENAMIENTO, CERTIFICACIONES Y
PERMISO REQUERIDO

| Personal capacitado para el diagnéstico histopatolégico y por Inmunocromatografia. |

PROTOCOLOQOS POE Nro. 002

Nro. Pasos y procedimientos comprendidos en esta tarea o proceso v

1  |Se procede obtener muestras de sangre venosa de alpacas beneficiadas

2  |Se separan mediante centrifugacion el suero de la sangre total.

Se atempera el kit de diagnostico rapido de Inmunocromatografia de

3 :
Troponinas.

4 Se procede a colocar un par de gotas del suero obtenido en el cassette de
prueba

5 Se cronometra 1° minutos y se procede a la lectura de las muestras, registrando

positivos y negativos respectivamente

6  |Se procede realizar cortes del corazén y fijarlos en formol al 10%

Se envian las muestras fijadas al laboratorio de Histopatologia de la UNAS y
se espera para la entrega de ldminas montadas.

8  |Se procede a las lecturas de las laminas entregadas

9  |Asi se obtienen los resultados de ambas técnicas de diagnostico

Se obtiene finalmente los valores y resultados de la relacién entre ambas

10 | ...
tecnicas.
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ANEXO 3
RESULTADOS DE ANALISIS DE LABORATORIO

Resultado histopatolégico a la presencia de microquistes
Identificacion de Sarcocistys lamacanis

Presencia Ausencia
+

XN gA W INE

N
[
AR R R R R R R R A R R R R I R A R R R I R R E R R A R E R R R AR A A R R AR A A
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ANEXO 4
LECTURA DE LAS MUESTRAS HISTOPATOLOGICAS DE MUSCULO
CARDIACO DE ALPACAS.
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ANEXO 5

FORMATOS PARA LA TOMA DE DATOS

Identificacion

Resultado del Kit rapido de inmunocromatografia
lateral de columna de Troponinas CTnl Abon®

Positivo Negativo

X

XN OA W IN e

XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XXX [X|X[X|X|X[X|X
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ANEXO 6
SECUENCIA FOTOGRAFICA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos
En su investigacion no olvide referenciar esta tesis




(

Q,% UNIVERSIDAD
3

REPOSITORIO DE : i CATOLICA
TESIS UCSM < DE SANTA MARIA

Publicacion autorizada con fines académicos e investigativos

En su investigacion no olvide referenciar esta tesis



-v#==". UNIVERSIDAD
REPQSITORIO DE CATOLICA

TESIS UCSM ' DE SANTA MARIA

ANEXO 7
EVIDENCIA FOTOGRAFICA TISCO, ASOCIACION YURAK QORI

Fotografias de imagenes de corazon de alpaca
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