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RESUMEN

INTRODUCCION: el acido sidlico del eritrocito tiene importancia hemorreoldgica y hemodinamica. Su disminucion promueve la
agregacion eritrocitaria y la reduccion del flujo sanguineo. OsjeTivo: estudiar el efecto producido por A. lumbricoides sobre
la carga anidnica de eritrocitos y eritrocitos desializados, en funcion del tiempo de contacto de los gldbulos rojos con extractos
del parasito. METODOS: se trabajo con 20 extractos parasitarios ([EA]) y con suspensiones de eritrocitos Grupo O en medio salino
(GR) y en medio enzimatico de bromelina (GR). Se realiz6 el tratamiento de los globulos incubando el sedimento globular con
igual volumen de extractos parasitarios a 37 °C durante 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Para cada tiempo de tratamiento hubo un
control (eritrocitos sin contacto con extractos parasitarios). Se aplicd simultaneamente el método de Polibrene en el control,
GR y GR,,. Se asign6 una puntuacion a cada agregacion obtenida. Se calculo chpCAS[E ) COMO el cociente entre la puntuacion de
los eritrocitos tratados y del control. REsuLTaDOS: los analisis estadisticos permitieron concluir que el tiempo de tratamiento de GR
y GR, tuvo un efecto altamente significativo sobre el valor del chpCAS[E/\]; la mediana de chpCAS[E/\] fue significativamente
mayor para GR respecto de GR; la captacion de é4cido sidlico en GR fue mayor a partir de los 90 min, mientras que en GR, fue
menor a los 15 min, sin diferencias significativas entre los demas tiempos de tratamiento. Los resultados mostraron que la
captacion de acido sialico por el parasito dependid del tiempo de tratamiento y que el extracto parasitario provocé mayor
alteracion en la carga superficial de GR,. ConcrLusionEs: la disminucion de 4cido sidlico podria relacionarse con la trombosis y la
anemia comunicadas en ascariosis. La experiencia permite suponer que el efecto del parasito puede tener mayor relevancia en
individuos con diabetes e hipertension.
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La glicobiologia estudia los aspectos estructu-
rales y funcionales de los glicoconjugados presen-
tes en las células. Actualmente se considera que
tendrian un papel importante en la interaccion pa-
rasito-hospedador.'

El acido sialico tiene importancia hemo-
rreologica y hemodinamica debido a que es res-
ponsable de la carga negativa de la membrana
eritrocitaria. Su disminucion promueve la agrega-
cion de los globulos rojos, la formacion de agregados

! Bioquimica. Docente Area Parasitologia. Departamento Microbiologia. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad

Nacional de Rosario, Argentina.

' Becaria Curso Anual Internacional de Inmunohematologia y Transfusién sanguinea. Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,

Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

Universidad Nacional de Rosario, Argentina

Doctora. Docente Area de Inmunohematologia, Inmunogenética y Hemorreologia, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas,

V' Doctora. Coordinadora Curso Anual Internacional de Inmunohematologia y Transfusion sanguinea, Facultad de Ciencias Bioquimicas y

Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario, Argentina



88

de hematies en forma de pilas de monedas, la
disminucion del flujo sanguineo y el aumento de la
viscosidad de la sangre, lo cual favorece la
interaccion de los eritrocitos con el endotelio
vascular.?

En experiencias preliminares se demostro, por
aplicacion del Método de Particion en Sistemas
Bifasicos Acuosos, que Ascaris lumbricoides al-
tera la carga superficial eritrocitaria.’ El objetivo
fue estudiar el efecto producido por A. lum-
bricoides sobre la carga anionica de eritrocitos y
eritrocitos desializados, en funcion del tiempo de
contacto de los globulos rojos con extractos del
parasito.

Se trabajo con 20 extractos parasitarios ([EA])
obtenidos a partir de la remocion de la cuticula de
ejemplares adultos y ruptura mecanica refrigera-
da*y con suspensiones de eritrocitos Grupo O en
medio salino (GR) y en medio enzimatico de
bromelina (GR,). Se realizo el tratamiento de los
globulos, que consistio en incubar el sedimento
globular con igual volumen de [EA] en bafio a
37 °C durante 15, 30, 45, 60, 90 y 120 min. Para
cada tiempo de tratamiento hubo un control
(eritrocitos en medio salino, sin contacto con
[EA]) que fue incubado de la misma manera con
igual volumen de solucion fisiologica. Al finalizar
cada tiempo de incubacién, los GR y GR,, ambos
tratados con [EA], asi como también el control
correspondiente, fueron lavados 3 veces en solu-
cion salina. El método de Polibrene’ (bromuro de
hexadimetrina) fue aplicado simultaneamente en
los eritrocitos control y en los tratados con el
parasito. Este método permite estudiar de manera
indirecta la carga y el contenido de 4cido sialico
superficial del globulo rojo. El Polibrene es un
polimero sintético, cargado positivamente, que
tiene la propiedad de agregar los eritrocitos nor-
males, pero no los glébulos con carga negativa
reducida®.

La agregacion de los eritrocitos tratados se
comparo con la agregacion del control respectivo,
se cuantifico con cruces y se le asign6 una pun-
tuacion, determinada por Goudemand vy
Marsalet,” de acuerdo con la escala siguiente:

4+10

3+ 8

2+5

1+2

+/ - 1 (agregacion apenas visible)
- 0 (sin agregacion)

Se calcul¢ para cada tiempo de tratamiento el
coeficiente experimental de captacion de acido
sialico por el [EA] utilizando el método de Polibrene
(C__CAS P).

exp [EA]

Puntuacion de la agregacion
de los eritrocitos control

C,, CAS ., P= ) .
’ Puntuacién de la agregacion

de los eritrocitos tratados con [EA]

Para comparar los valores de la variable en
estudio (Cexp CAS ;4 P) en funcion del tiempo de
tratamiento de los GR y GR, se utiliz6 la prueba
de Wilcoxon.® Para analizar los valores de la va-
riable en GR y GR,, para cada uno de los tiempos
de tratamiento, se aplico la prueba de Kruskal-Wallis
y las correspondientes comparaciones multiples,
aproximacion para muestras grandes propuesta por
Miller.®

La experiencia mostréo que la agregacion
globular disminuia con el tiempo de tratamiento para
ambas suspensiones eritrocitarias, lo cual indicé
que a mayor tiempo de contacto aumentaba la
captacion de acido sidlico por el extracto. Si bien
la carga anidnica de GR disminuy¢ con el tiempo
de incubacion, los eritrocitos no perdieron total-
mente la capacidad de agregacion ni aun a los
120 min de tratamiento. Sin embargo, 95 % de los
mismos globulos desializados (GR ) no agregaron
alos 120 min, e inclusive 8 de las 20 suspensiones
mostraron ausencia de agregacion a los 15 min de
incubacion con el extracto.

El analisis estadistico concluyo6 que el tiempo
de tratamiento de GR y GR,, tuvo un efecto alta-
mente significativo sobre el valordel C, CAS ;|
(p<0,0001). Los resultados determinaron que para
todos los tiempos de incubacion, el valor de la
mediana de C_ CAS ., fue significativamente
mayor para GR respecto de GR, (p<0,0001), esto
demostrd que el contacto con el parasito provoca-
ba mayor alteracion de la carga superficial de
membrana en los globulos desializados.

Los valores de C_ CAS , para los 90 y
120 min de tratamiento de GR fueron significa-
tivamente menores que los obtenidos para 15,30y
45 min; el valor para 60 minutos fue mucho menor
que los correspondientes a los 15 y 30 min, pero no
difirio de los valores obtenidos en los demads tiem-
pos estudiados (p<0,01). Por lo tanto, la captacion



del 4cido sialico de GR por el extracto fue
significativamente mayor a partir de los 90 min
de contacto.

Los valores de C,, CAS ., para GR solo
fueron significativamente mayores a los 15 min
de tratamiento con respecto a los obtenidos a los
60, 90 y 120 min (p< 0,05); no existen diferencias
significativas entre los demas tiempos analizados.
Estos resultados indicaron que la captacion del acido
sidlico de GR, realizada por el extracto, solo fue
menor a los 15 min de contacto, con una alteracion
de carga anionica superficial similar entre los de-
mas tiempos de tratamiento.

Los valores de C, CAS |, para GR'y GR,
se muestran en la tabla.

TABLA. Valores del coeficiente experimental de captacion de
acido sialico por el extracto parasitario ([EA]) utilizando el
método de Polibrene (C,, CAS,, P) en funcion del tiempo de
incubacion para eritrocitos (GR) y eritrocitos desializados (GR,)
tratados con 20 extractos del pardsito

C,,CAS

Eritrocitos Eritrocitos
en medio salino en medio enzimatico

[EA] P

Tiempo GR GR,
de incubacion mediana; mediana;
(minutos) rango intercuartil rango intercuartil
15 1,0; 0 0,1; 0,15
30 1,0; 0,20 0; 0,10
45 0,8; 0 0; 0,10
60 0,5; 0,30 0; 0
90 0,2; 0,15 0; 0
120 0,2; 0,10 0; 0

La experiencia demostrd la disminucion del
contenido de acido sialico de la membrana
eritrocitaria en funcion del tiempo de contacto de
los globulos rojos con [EA], asi como también que
el efecto del pardsito resultd significativamente
mayor en globulos rojos desializados.

La remocion de los residuos de 4cido sidlico
del globulo rojo, no solo tiene importancia
hermorreologica y hemodinamica,” sino que tam-
bién altera la superficie del eritrocito, la modifica
desde los puntos de vista antigénico y bioquimico,
y en consecuencia puede producir un incremento
de la fagocitosis hepatica de los globulos.” Al rela-
cionar la disminucion del acido sialico eritrocitario,
con algunos aspectos de la enfermedad producida
por A. lumbricoides, se puede considerar la for-
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macion de trombos ocasionados por migraciones
erraticas del parasito'® y las frecuentes comunica-
ciones de anemia.''""?

La desializacion no enzimatica produce una
reduccion de la carga electronegativa, la disminu-
cion de la repulsion y el incremento de la agrega-
cion celular, que contribuye a las alteraciones del
flujo microvascular.'*'* Las anormalidades en la
agregacion eritrocitaria estan involucradas en las
complicaciones vasculares de hipertension y dia-
betes." Los resultados mostraron que la altera-
cion de la carga anionica fue mayor en globulos
previamente deficientes en acido sialico, por lo que
la ascariosis podria tener un efecto relevante en
individuos con estas enfermedades.

Alteration in superficial anionic charge of erythrocytes
and desialated erythrocytes caused by Ascaris
lumbricoides

ABSTRACT

INTRODUCTION: sialic acid of the erythrocytes has hemorreologic
and hemodynamic importance, so its reduction causes erythrocyte
aggregation and low blood flow. OsjecTivE: to study the effect of
A. lumbricoides on the anionic charge of erythrocytes and of
desialated erythrocytes, taking the time of contact of the
erythrocytes with parasite extracts into account. METHODS: twenty
parasite extracts and Group O erythrocyte suspensions in saline
medium (GR) and in bromelin enzymatic medium (GR,) were
used. The erythrocytes were treated by incubating the globular
sediment with the same volume of parasite extracts, at 37 °C for
15, 30, 45, 60 , 90 and 120 min. There was a control for each
treatment interval (erythrocytes without contact with parasite
extracts). The polybrene’s method was simultaneously applied
to the controls, the GR ad the GR,. Each obtained aggregation
was given a scoring. C,,CAS,, was calculated as the quotient
between the treated erythrocytes scoring and the control. ResuLTs:
the statistical analysis allowed arriving to the conclusion that
the time of GR and GR, treatment had a highly significant effect
on the value of CexpCAS[EA]; the median of CexpCAS[EA]; was
significantly higher for GR than for GR; the sialic acid uptake in
GR was higher from 90 minutes on, whereas this parameter was
lower in GR, at 15 min; no significant differences were observed
for the rest of the treatment times. The results showed that the
sialic acid uptake by the parasite depended on the time of
treatment and that the parasite extract caused more alteration
in the superficial charge of GR,. ConcrLusions: the reduction of
sialic acid could be related to thrombosis and anemia in ascariosis.
The experience gained allows us to consider that the effect of
the parasite may be more significant in diabetic and hypertensive
individuals.

Key words: Ascaris lumbricoides, alteration of the erythrocyte
charge.
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