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Efecto in vitro del Extracto Proteico de Macroquistes de
Sarcocytis aucheniae sobre la Viabilidad y Degranulacion de
Leucocitos de Conejo (Oryctologus cuniculus)
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RESUMEN

En el presente trabajo se busco determinar el efecto toxico in vitro del extracto
proteico de macroquistes de Sarcocystis aucheniae sobre leucocitos circulantes de co-
nejo (citotoxicidad). Se trabajo con cinco concentraciones de extracto proteico (0.5, 1, 50,
500, 1000 ng/100 pl) en una poblacién de 500 000 leucocitos/ml incubados por 1y 12
horas en un medio de cultivoa 37 °C. Se determing la viabilidad celular por exclusion con
azul de tripan y la degranulacion de enzimas leucocitarias (mieloperoxidasa y
glucosaminidasa) mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y transferencia a
membranas de nitrocelulosa (Western blotting). El recuento de célulasa 1 h de incubacién
demostré una alta mortalidad (57.7 a 58.1%), siendo a las 12 h entre 65.2 y 99.4%, y sin
diferencia estadistica entre las medias del nimero de leucocitos que sobreviven a cada
tratamiento. La mortalidad en el grupo control de suero fisioldgico alcanz6 5y 57%a ly
12 h de incubacion, respectivamente. En la degranulacién de leucocitos se observo la
secrecion de proteinas diferentes a aquellas en el grupo control inoculado con suero
fisioldgico, evidenciado por la tincion de bandas en las membranas de transferencia. Se
concluye que el extracto proteico de macroquistes de S. aucheniae es altamente citot6xico
para los leucocitos de conejo y se observa la secrecion de proteinas.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine the in vitro toxic effect of the protein extract
of macrocysts of Sarcocystis aucheniae on circulating rabbit leukocytes (cytotoxicity).
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Five concentrations of the protein extract (0.5, 1, 50, 500, 1000 ng/100 ul) were exposed to a
population of 500 000 leukocystes/ml for 1 and 12 h in a culture medium at 37 °C. The cell
viability was evaluated by trypan blue exclusion and the enzyme degranulation of leukocytes
(myeloperoxidase and glucosaminidase ) by polyacrylamide gel electrophoresis and transfered
to nitrocellulose membranes (Western blotting). The cell count at 1 h of incubation showed
high mortality (57.7 t0 58.1%), whereas at 12 h varied from 65.2 t0 99.4%, and without statistical
differences between the mean of leukocytes that survive in each treatment. Mortality in the
control group (saline) was 5 and 57% at 1 and 12 h of incubation respectively. On leukocyte
degranulation the inoculated groups secreted different proteins than the control group
inoculated with saline as evidenced by staining bands in controlling protein transfer
membranes. It was concluded that the protein extract of S. aucheniae macrocysts is highly
cytotoxic to rabbit leukocytes and protein secretion is observed.

Key words: Sarcocystis aucheniae, myeloperoxidase, glucosaminidase, leukocyte, rabbit

INTRODUCCION

Sarcocystis aucheniae causa infeccio-
nes importantes en alpacas y llamas (Gue-
rrero et al., 1967) derivando en severos pro-
blemas sanitarios en la produccion alpaquera
del Pert y el mundo. Desde el punto de vista
veterinario, los estadios de desarrollo del pa-
rasito de importancia se encuentran en los
hospedadores intermediarios (Urquhart et al.,
1996); sin embargo, desde el punto de vista
de salud publica, el hombre puede actuar, no
solo como hospedador definitivo de S.
bovihominis y S. suihominis, sino que, ade-
mas, se considera como causal de zoonosis
toxica, ya que se han reportado evidencias
de trastornos gastroentéricos en personas que
consumieron carne insuficientemente cocida
infectada con S. aucheniae (Leguia y Cla-
vo, 1989) y S. bovihominis (Hiepe et al.,
1979). Ademas, estos cuadros son amplia-
mente conocidos por los campesinos de las
zonas altoandinas y son atribuidos a la «fres-
cura de la carne» (Leguia, 1991).

Los macroquistes de Sarcocystis
aucheniae producen diversos cuadros de in-
toxicacion alimentaria en humanos. Asimis-
mo, los conejos son altamente susceptibles
cuando son inyectados intramuscularmente
con extractos proteicos, pero es menos se-
vero en ratones (Sam et al., 1998; Chileno et
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al., 2011). Los quistes de Sarcocystis con-
tienen una sustancia proteica denominada
sarcocistina que posee actividad neurotdxica
(Hiepe et al., 1981). La sarcocistina es con-
siderada como una endotoxina que actla a
nivel del masculo cardiaco y tejido nervioso
gastrointestinal (Hiepe et al., 1981).

La variada susceptibilidad del curso de
la intoxicacion en diversas especies y las le-
siones que se observan en ellas indican la
accion neurotoxica de las toxinas, pero tam-
bién la posible participacion de células
leucocitarias productoras de citoquinas
proinflamatorias y contenidos lisosomales
(degranulacién). Por este motivo, debe esta-
blecerse el grado de participacion del siste-
ma inmune, ya que la fisiopatologia de estas
intoxicaciones aun es desconocida. La evi-
dente susceptibilidad de los conejos permite
emplearlos como un modelo animal para in-
vestigar la fisiopatologia de las intoxicaciones
por proteinas de S. aucheniae. La identifi-
cacion de los factores que intervienen en la
fisiopatologia de las intoxicaciones permitira
adecuar medidas terapéuticas para el trata-
miento y control de las mismas.

Se hipotetiza que la exposicion de los
leucocitos de conejo a las proteinas conteni-
das en el extracto de macroquistes de S.
aucheniae provoca citotoxicidad vy
degranulacion. El presente trabajo tuvo como
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objetivos cuantificar el nivel citotoxico del
extracto de macroquistes de S. aucheniae
en leucocitos de conejo e identificar la pre-
sencia de sustancias de degranulacién pro-
venientes de los leucocitos afectados.

MATERIALES Y METODOS

Lugar de Estudio y Muestras

El estudio se realizo en el Laboratorio
de Microbiologia y Parasitologia \eterinaria,
seccion Virologia, de la Facultad de Medici-
na Veterinaria (FMV) de la Universidad Na-
cional Mayor de San Marcos (UNMSM),
Lima, Peru. Los macroquistes de Sarcocystis
aucheniae fueron colectados en el labora-
torio a partir de trozos de carne obtenidas
del cuello de cinco alpacas adultas (5-7 afios
de edad) infectadas naturalmente y sacrifi-
cadas en el camal municipal de la provincia
de Huancavelica (Huancavelica, Per(). Las
muestras de sangre en frascos con heparina
se obtuvieron de tres conejos Nueva Zelanda,
de 2 a 3 kg de peso y de 1 afio de edad,
procedentes del bioterio de la FMV.

Extracto Proteico de Macroquistes de
S. aucheniae

Para obtener el extracto proteico total
de macroquistes de S. aucheniae, se toma-
ron 10 g del total de macroquistes colecta-
dos, conservando sus envolturas quisticas, y
fueron colocados en tampon fosfato salino
(PBS) evitando su deshidratacion. Los
macroquistes fueron molidos en un mortero
frio con 5 ml de PBS hasta obtener una pas-
ta homogénea, la que fue centrifugada a 5000
g por 10 min a 4 °C. Se elimin¢ el
sobrenadante y el pellet fue resuspendido en
Medio Minimo Esencial (MEM) en la pro-
porcion 1:2. Seguidamente, el pellet de los
macroquistes (conformado generalmente por
cistozoitos) con 10 ml de MEM fue sometido
a ultrasonicacion (Fisher-300) durante 60 ci-
clos/s en intervalos de 60 s. Se observo la
destruccion de las membranas celulares por
microscopia. Los productos sonicados fue-
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ron centrifugados a 3000 g durante 20 min
segun el protocolo descrito por Sam et al.
(1998). EIl sobrenadante y el pellet fueron
colectados independientemente y almacena-
dos a -20 °C.

La concentracion de proteinas totales
(antigenos totales) del extracto obtenido del
pellet fue medido con el Qubit® 3.0
Quantitation Starter Kit (Invitrogen, EEUU),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La
concentracién de antigeno total fue ajustada
mediante dilucion en MEM libre de
antibidticos a fin de obtener diluciones de 0.5,
1, 50, 500, 1000 ng/100 pl (medidas por
espectrofotometro a una longitud de onda de
540 nm).

Cultivo de Leucocitos de Conejo

La sangre fue centrifugada a 2000 g por
5 min. Los leucocitos fueron recuperados
(capa flogistica) en crioviales de 2 ml e incu-
bados con tampdn de lisis de eritrocitos por
15 min, centrifugados y lavados 3 veces con
PBS (0.15M pH 7.2). Los leucocitos obteni-
dos se tifieron con azul de tripan al 0.3% en
proporcién 1:2 con los leucocitos
resuspendidos en MEM. Se contaron las cé-
lulas vivas empleando una camara de
Neubauer en microscopio dptico 400x. La
concentracion de leucocitos se ajusto a
500 000 células/ml.

Paralelamente, se desarrollé un ensayo
empleando sangre humana a fin de constatar
la presencia de las proteinas de degranulacién
leucocitaria. Se utilizaron cuatro alicuotas: el
plasma, que posteriormente se usé en su es-
tado puro sin dilucion; una tratada de la mis-
ma manera que la de sangre de conejo (usan-
do el buffer de lisis) en la obtencién de
leucocitos, y las otras dos conteniendo la capa
flogistica y el cimulo eritrocitario, las cuales
fueron diluidas, una en agua bidestilada y la
otra en PBS, llevadas a congelacién por
10 min y posteriormente descongeladas. Es-
tas muestras no fueron enfrentadas con el
extracto de macroquistes, sino que se em-
plearon para evaluar el efecto de la
degranulacion leucocitaria.
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Efecto sobre la Viabilidad

El extracto proteico de macroquistes de
S. aucheniae en las diferentes diluciones (0.5,
1,50, 500y 1000 ng/100 pl) se enfrento a los
leucocitos de conejo (500 000 células/ml) en
placas de cultivo de 24 pocillos a 37 °C por 1
y 12 h. Como grupo control se empled una
suspension de leucocitos tratada con PBS.
Posterior a la incubacion, las células fueron
resuspendidas en su medio por raspado y
centrifugadas a 2000 g por 5 min, y el pellet
resuspendido en PBS. Luego, se procedio al
conteo con camara de Neubauer previa
tincion con azul de tripan.

Efecto sobre la Degranulaciéon de
Leucocitos

Precipitacion de proteinas

Setomd 100 pl del sobrenadante de cada
tratamiento (1 y 12 h), se agreg6 25 pul de
acido tricloroacético (TCA), se refriger6 a
4 °C por 10 min'y se congel6 a -20 °C por 24 h.
El sobrenadante precipitado con TCA se
centrifug6 a 12000 rpm por 5mina 4 °Cy se
elimind el sobrenadante. Se adiciond 100 pl
de acetona, se centrifug6 a 12000 rpm por
5 min a 4 °C, se elimind el sobrenadante, se
reconstituyé con 40 ul de PBS y se almacend
a-20 °C.

Electroforesis de muestras de proteinas

Se empleo la técnica de electroforesis
en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato
sodico (SDS PAGE) para la visualizacion de
las proteinas contenidas en el sobrenadante
de los tratamientos, empleando un tangue de
electroforesis vertical (Biorad, EEUU). Se
realizé la electroforesis aplicando corriente
continua (50 v durante 20 min y luego 75 v
durante 3 h) a las muestras en minigeles de
8x10 cmy 0.75 mm, incluido el marcador de
peso molecular pre-tefiido de Perfect
Protein™ Markers 10-225 kDa.
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Transferencia de las proteinas a la mem-
brana

Una vez realizada la separacion
electroforética de las proteinas por su peso
molecular, se les transfirié desde el gel de
electroforesis a la membrana de nitrocelulo-
sa, aplicando corriente continua de 80 v por
150 min. La migracion ocurre del catodo (-)
hacia el anodo (+).

Bloqueo de los sitios de unidn ines-
pecificos

La membrana de nitrocelulosa obtenida
después de la transferencia de proteinas, fue
colocada en 5 ml de buffer de bloqueo e in-
cubada por 1 h a temperatura ambiente en
agitacion constante.

Adicién de anticuerpos primarios y secun-
darios

Los anticuerpos (Ac) primarios usados
fueron IgG de cabra policlonal <HEXA N-
19» (sc 48530) (Santa Cruz Biotechnology,
EEUU) para detectar glucosaminidasa, 1gG
de conejo policlonal «<MPO heavy chain (H-
300)» (sc 33596) (Santa Cruz Biotechnology,
EEUU) para detectar mieloperoxidasa. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron el
IgG de conejo anticabra e 1gG policlonal de
cabra anticonejo conjugados con HRPO
(peroxidasa), ambos del laboratorio antes
mencionado.

En esta etapa se elimind el buffer de
bloqueo y se reemplazé con la solucion de
Ac primarios diluidos a la razén de 1/1000 en
el buffer de bloqueo. Se dejé incubar por 1 h
a temperatura ambiente con agitacion cons-
tante.

Al emplear bandejas de plastico, el vo-
lumen de Ac primario y secundario se
incrementa a 50 ml. Luego, se removié la
membrana y se lavo 4 veces mediante agita-
cion con 200 ml de solucién salina tamponada
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Cuadro 1. Resultados del enfrentamiento de los leucocitos de conejo con el extracto de
macroquistes de Sarcocystis aucheniae a 1y 12 horas de incubacion

1000 ng/ 500 ng/ 50 ng/ 1ng/ 0.5ng  SF/ 100
100 pl 100 pl 100 pl 100 pl 100 pl ul
1 hora de incubacién
Vivos (x10* cel/pl) 2115 209.5 210.5 475.0
Mortalidad (%) 57.7 58.1 57.9 5.0
12 horas de incubacién
Vivos (x10* cel/pl) 16 3 40 45 174 214
Mortalidad (%) 96.8 99.4 97.0 71.0 65.2 57.0

con Tris 'y Tween 20 (TTBS), de 10 a 15 min
por lavado. Seguidamente, se embebi6 en el
Ac secundario conjugado en diluido en bu-
ffer de bloqueo. Los Ac secundarios comer-
ciales se diluyeron a 1/200 e igualmente se
incubaron por 1 hy, en forma similar al pro-
cedimiento anterior, se removi6 la membrana
y se lavd 4 veces mediante agitacion con 200
ml de TTBS, de 10 a 15 min por lavado.

Revelado

Se empled la técnica de visualizacion de
membrana mediante substratos cromogénicos
amino-9-etil-carbazol (AEC) (Sigma-Aldrich,
EEUU). En esta fase se emplea la membra-
na de nitrocelulosa después del proceso de
transferencia y se revelan las proteinas trans-
feridas y sondeadas con complejo anticuerpo
primario unido al anticuerpo-enzima secun-
dario con una solucién salina tamponada con
Tris (TBS) y el reactivo AEC.

Se empled amino-etil-carbazol (2.0 mg)
en dimetilformamida (0.5 ml). Una vez dilui-
do, se afiadi6 amortiguador acetato 50 mM
pH 5.0 (9.5 ml) 10 min antes del revelado e
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inmediatamente antes de usar 10 ul de
peréxido de hidrogeno al 3%. Se agrego la
solucién de revelado en una bandeja conte-
niendo la membrana de nitrocelulosa proce-
sada con los anticuerpos por un aproximado
de 3 a5 min hasta que se observaron las ban-
das tenidas de marrén y luego fueron lava-
das con agua destilada.

Andlisis Estadistico

Se utilizé la prueba de analisis de
varianza en los resultados de los grupos tra-
tados, utilizando los valores de las medias del
recuento de células vivas por tratamiento.

REsuLTADOS

Viabilidad Leucocitaria

Se observo el 57.7 al 58.1% de mortali-
dad leucocitaria en los grupos tratados y con
1 hde incubacidn, y sin diferencia estadistica
entre tratamientos. La mortalidad en el gru-
po control (suero fisioldgico) alcanzd el 5% a
1 h de incubacién (Figura 1, Cuadro 1).
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B1hora W2 horas

Mortalidad de leucocitos (34)

SF/100 0.5 ng/100 pl 50 ng/100 ul 1000 ng/100 pl

Figura 1. Mortalidad leucocitaria (de conejo) a 1 y 12 horas de incubacién con extracto proteico

de Sarcocystis aucheniae
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Figura2. SDS-PAGE tefiido con azul de Coomasie del sobrenadante de los tratamientos de
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leucocitos de conejo con extractos de macroquistes de Sarcocystis aucheniae. 1.
Plasma de conejo; 2. Plasma de conejo diluido 1:50; 3. Extracto proteico de S.
aucheniae; 4, 5 y 6. Tratamiento de leucocitos con 0.5, 50 y 1000 ng/100 pul de S.
aucheniae, respectivamente; 7. Marcador Novagen Perfect Protein™ Markers, 10-
225 kDa
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Figura3. Gel de electroforesis tefiido con azul de Coomassie. Se observan las bandas de pro-
teinas de diversos tamafios en leucocitos de conejo tratados con extracto de Sarcocystis
auchenia

Figura4. Western blotting de las proteinas de los geles de electroforesis utilizando anticuerpos
contra mieloperoxidasa y glucosaminidasa. Observe las bandas marrones que identifi-
can a las proteinas que se incrementan dependiendo de la concentracion del extracto
de macroquistes de S. aucheniae
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Degranulacion de Leucocitos

La degranulacion de leucocitos de co-
nejo en presencia de extracto proteico de S.
aucheniae, empleando la técnica SDS
PAGE, mostré una secrecion de proteinas
distintas a las observadas en el control inocu-
lado con suero fisiolégico en algunos trata-
mientos. Se observé proteinas celulares de
160, 120 kDA vy otras por debajo de los 75
kDa que se incrementan con el aumento de
la concentracion del extracto de
macroquistes. Es importante mencionar que
la MPO monomérica pesa 72 kDa, mientras
gue HEXA madura pesa 54 kDa (Tizard,
2009).

Asimismo, se logré observar otras 10
proteinas: 3 por encima de los 225 kDa, una
alrededor de 160 kDa, una de 120 kDa, una
de 100 kDa, dos entre 80 y 85 kDa y otras
dos alrededor de 60 y 65 kDa (Figuras 2-4).
Por otro lado, se encontr6 un incremento de
la concentracion entre las proteinas identifi-
cadas asociado al incremento de la concen-
tracion del extrato de macroquistes. Se ob-
serva que las de mayor concentracion pesan
mas de 225 kDa, la banda de 120 kDa, y las
bandas de 80-85 kDa que son proteinas del
S. aucheniae.

Discusion

En el presente trabajo se establece la
viabilidad leucocitaria in vitro de los leucocitos
de conejo expuestos a un extracto total de
macroquistes de S. aucheniae, observando-
se una viabilidad con concentraciones igua-
les 0 menores a 0.5 ng/100 ul de extracto,
pero toxico a 50 ng/100 ul. Un compuesto se
considera citotoxico cuando la viabilidad es
inferior al 80% y con un coeficiente de varia-
cion no mayor al 20% (Rodriguez et al.,
2004). Los lisados de macroquistes de S.
aucheniae contienen compuestos proteicos
de accion toxica compatibles con los consti-
tuyentes de la toxina sarcocistina (Senaud y
Cerna, 1978; Hiepe et al., 1981). La toxina
ocasiona la muerte en conejos debido a alte-
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raciones agudas en 6rganos vitales, especial-
mente en Organos detoxificadores como el
rifion e higado. Asimismo, se ha demostrado
la resistencia de ratones y cobayos a la ac-
cion toxica de lisados de estos macroquistes
(Samet al., 1998).

La respuesta inmune en el hospedero
intermediario que se desarrolla frente a los
protozoos es similar a la que se desencadena
en bacterias, donde en este caso, los
antigenos protectores de S. aucheniae es-
tan asociados a la formacion de fases sexua-
les. La expresion de la inmunidad depende
de la actividad de las células T que colaboran
con la produccién de anticuerpos
neutralizantes contra los esporozoitos, asi
como también la liberacion de linfocinas para
inhibir la multiplicacion de las fases
intracelulares, tratando de conseguir la dis-
minucion de los sintomas clinicos y la reduc-
cion del numero de ooquistes (Urquhart et
al., 2001). Hinostroza et al. (2015) demos-
traron que el extracto de macroquistes de S.
aucheniae a dosis de 0.5, 1, 50, 500, 1000
ng/ml a 1, 12 y 24 h de incubacion in vitro
con leucocitos circulantes de alpaca indujo
una respuesta inflamatoria evidenciada por
la deteccion y cuantificacion relativa de las
citoquinas proinflamatorias IL-1a, IL-1p, IL-
6y TNF-a.

A diferencia de los macréfagos, los
granulocitos polimorfonucleares son células
fagociticas de vida corta, que por accion de
factores quimiotacticos de tipo humoral atra-
viesan el endotelio vascular por medio de pro-
cesos de marginacion (adherencia de células
endoteliales) y diapédesis, penetrando final-
mente en el intersticio tisular. Los granulocitos
constituyen una de las primeras lineas de de-
fensa frente a microorganismos invasores.
Poseen un nacleo lobulado y se subdividen
en neutrdfilos, eosindfilos y basofilos, segln
la avidez de sus granulos citoplasmaticos por
tinciones neutras, acidas o basicas, respecti-
vamente. Parte de los efectos inflamatorios
provocados por la presencia de los leucocitos
polimorfonucleares (PMNS) en los tejidos son
atribuidos a la liberacion del contenido de sus
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granulos en el fagolisosoma o en el medio
extracelular. Los neutré6filos emplean péptidos
antimicrobianos y proteinas, los cuales des-
truyen microorganismos invasores (Tizard,
2009).

En el presente trabajo los leucocitos cir-
culantes de conejo expresaron proteinas de
degranulacién cuando fueron estimulados con
el extracto completo de S. aucheniae a 1y
12 horas de exposicion in vitro. Esto indica
que los leucocitos son estimulados por molé-
culas que inducen las transducciones de se-
fiales que desencadenan la degranulacion
(Lacy, 2006). EI componente leucoitario de
la sangre del conejo esta constituida princi-
palmente por linfocitos (50-63%), neutréfilos
(39-43%) y eosinofilos (0-5%), permitiendo
que muchos de ellos reconozcan las molécu-
las que estimulen su degranulacion (Giusti et
al., 2012).

En el presente trabajo se demuestra la
liberacion de mieloperoxidasa por los
leucocitos sanguineos del conejo frente al
extracto de macroquistes de S. aucheniae.
La MPO es una hemoproteina que se alma-
cena principalmente en los granulos azuréfilos
primarios de los neutréfilos PMNSs represen-
tando el 5% de la proteina total y es una de
las proteinas mas abundantes de estas célu-
las. También ha sido encontrada en los
monocitos (~1% de la proteina total) y en los
macrofagos tisulares (Daugherty et al.,
1994). Durante la activacion y degranulacion
celular, la MPO es liberada tanto en vacuolas
fagociticas como directamente al espacio
extracelular. Se reconoce que el nivel de acti-
vidad de la MPO esta directamente relacio-
nado con la concentracion de neutréfilos en
el tejido inflamado, por lo que la medicién de
esta actividad enzimatica ha sido considera-
da un sensible marcador cuantitativo de la
quimiotaxis e infiltracion de neutrofilos en el
proceso inflamatorio. También es considera-
da como un indicativo de estrés oxidativo
(Moutaery, 2005; Cheng et al., 2006; Koksel
et al., 2006).
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En el presente trabajo se detecta la se-
crecion de N-acetil-glucosaminidasa y que
tiene como sustrato a la N-acetil-glucosamina
(NAG), la cual deriva de la glucosamina que,
a su vez, es derivado de la glucosa. Se trata
de una enzima lisosomal del tipo de las
hidrolasas que se sintetiza en las células
tubulares proximales renales y que por su alto
peso molecular (entre 130-140 kDa) no se
filtra por el glomérulo. Esta implicada en la
degradacion de los mucopolisacaridos y
glicoproteinas (Manjon, 2010). Las infeccio-
nes cronicas Y las infecciones agudas repeti-
das estimulan la produccién de anticuerpos
en los individuos. También se produce una
importante cantidad de anticuerpos en enfer-
medades no infecciosas, muchas de las cua-
les son de origen autoinmune. En ambos ca-
sos, la coexistencia de los antigenos y sus
anticuerpos propicia la formacion de comple-
jos autoinmunes, tanto fijos en los sitios de
lesion como solubles en la circulacion. Los
complejos inmunes usualmente son fijadores
de complemento, de tal manera que su acti-
vacion puede ocurrir tanto localmente como
en la circulacién. Los complejos inmunes so-
lubles son altamente patogénicos debido a su
propension a depositarse en estructuras su-
jetas a alto trafico o intercambio de sangre o
plasma como las membranas basales de los
endotelios vasculares, los glomérulos rena-
les, los plexos coroideos y las articulaciones.

El efecto toxico de los macroquistes
sobre los leucocitos de conejos y su capaci-
dad de inducir su degranulacion puede ser
uno de los mecanismos por el cual esta espe-
cie es altamente susceptible a la inoculacion
intramuscular de extracto de estos
macroquistes, induciendo a una rapida muer-
te (Sam, et al., 1998). La muerte se explica
como una intoxicacion neurotdxica, pero los
hallazgos de este trabajo también compromete
un mecanismo anafilactico por la alta toxici-
dad sobre los leucocitos sanguineos y una
rapida degranulacion, quedando libres una
gran cantidad de enzimas que colaboraria con
el choque agudo que sufren los conejos y que
los conduce a la muerte.
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CONCLUSIONES

El extracto de macroquistes de
Sarcocystis aucheniae a dosis de 0.5,
1,50, 500 y 1000 ng/100 ply a1y 12
horas de incubacion es altamente
citotoxico para los leucocitos de conejo,
provocando su degranulacion, la cual fue
evidenciada por la deteccion vy
cuantificacion relativa de las enzimas
leucocitarias mieloperoxidasa y N-acetil-
glucosaminida.

El extracto de macroquistes de S.
aucheniae a concentraciones mayores
de 5 ng/100 pl es toxico para los
leucocitos circulantes de conejo.
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