REV CUBANA MED TROP 2011;63(3):263-7

UNIVERSIDAD NACIONAL DE ROSARIO, ARGENTINA

Alteracion dela carga eritrocitaria utilizando € método
de azul Alcian en extractos de Ascarislumbricoides

Biog. Patricia Poncede Ledn,* Aux. Santiago Di Vita,! Lic. Liliana Racca,! Dra. Claudia Biondi,! Dra. Juana Valverde!

RESUMEN

Introduccién: el estudio de las interacciones hospedador-parésito es un nuevo desafio para comprender aspectos del metabolismo
parasitario, los mecanismos de invasion, escape inmunolégico y dafio. Ascaris lumbricoides puede provocar anemia y trombosis.
Previamente se demostré que este parésito altera la carga superficia eritrocitaria, 1o cual indica que puede captar &cido sidlico del
glébulo rojo. Objetivo: estudiar el efecto producido por extractos del parésito adulto sobre la carga eritrocitaria, utilizando el
método de azul Alcian y comparar su sensibilidad con el método de Polibrene. M étodos: se trabajé con 55 extractos parasitarios
[EA] y con suspensiones de eritrocitos grupo O. Se realizo el tratamiento de los glébulos incubando el sedimento con igual
volumen de [EA] a 37 °C durante 1 h. El Control (eritrocitos sin contacto con [EA]) fue incubado con tampdn fosfato
pH 7,4. Se aplicd el método de azul Alcian y se determind la carga anionica eritrocitaria porcentual (CAE%) en el Control y en
los glébulos tratados. Se definio el coeficiente experimental de carga anidnica eritrocitaria (Cexp CAE), como el cociente entre
CAE% final e inicial. Resultados: se observé que 27 de los 55 [EA] (49,1 %) modificaron la carga de los glébulos rojos, el
Cexp CAE para estos eritrocitos resulté 0,75 + 0,1144 y para los que no mostraron variacién de carga de 0,94 + 0,04450. El
andlisis estadistico concluyé que los métodos de Polibrene y de azul Alcian tienen sensibilidades comparables (p> 0,20).
Conclusiones: Ascaris lumbricoides es capaz de captar acido sialico del eritrocito, lo que contribuiria a explicar la
trombosis atribuida al parasito, pero también sugeriria que el nematodo lo podria utilizar en sus rutas metabdlicas o en sus

estrategias de evasion inmunol égica.
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INTRODUCCION

El desarrollo de las infecciones parasitarias
y lagravedad que pueden adquirir en cadaindivi-
duo, esel resultado de larelacidn que se establece
entre el sistemainmunitario del hospedador y las
estrategias de evasion que utiliza el parésito. El
estudio de las interacciones entre ambos, se ha
convertido en un nuevo desafio para comprender
no sol o aspectos del metabolismo parasitario, sino
también los mecanismos de invasion, escape
inmunoldgico y dafio.? En este contexto, la
glicobiologiahaaportado unanuevavision, a de-
mostrar la importancia y la participacion de los
glicoconjugados del hospedador y del parasito.®

1 Universidad Nacional de Rosario, Argentina.

El &cido sidlico, responsable de la carga del
glébulo rojo, ademas de su importanciahemorreo-
[6gicay hemodindmica,* se encuentra presente en
glucoproteinas y glucolipidos involucrados en
funciones biol 6gicas como son |os procesos de
reconocimiento celular, lavidamediade células
y las proteinas plasméticas, la modulacion del
sistema inmune y apoptosis. También es ligando
de moléculas de adhesion, como por eemplo,
selectinas o sialoadhesinas, mediando adhesion
celular o transduccion de sefides.®

Laascariosisconstituye un problemade salud
publica en paises no desarrollados. La infeccion
alcanzamayor prevalenciaen nifiosy compromete
alos 2 sexos por igua. Este parasito posee una
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gran resistenciametabdlicay capacidad de repro-
duccién, lo que explicalaaltafrecuencia de casos
humanos.® El jemplar adulto puede producir ane-
mia, también son frecuentes |a pérdida de peso, €

sindromediarreico y el malestar general. El estado
de desnutricion, especialmente enlosnifios, retrasa
el desarrollo. Cuando hay un gran nimero de gu-
sanos adultos se pueden producir oclusiones y
suboclusionesdel intestino. Otras posiblescompli-
caciones son las migraciones ectépicas del parasi-
to, en su forma larvaria o adulta, hacia otros
Organos, las cual es pueden producir trombosis.>’

En experiencias preliminares, aplicando el

método de particion en sistemas bifasi cos acuosos
(DX/PEG)®y & método de Polibrene,® se demostré
que Ascaris lumbricoides puede aterar la carga
superficial eritrocitaria. Este hecho indicaquetiene
lacapacidad de captar &cido sidico del glébulorojo.
La remocién de los residuos de acido sidlico
eritrocitario podriaestar relacionadaalostrombos
y ala anemia, comunicados en la ascariosis. El

objetivo fue estudiar € efecto producido por ex-
tractos del parasito adulto sobre la carga anidnica
del glébulo rojo aplicando el método espectro-
fotométrico de azul Alciany comparar su eficacia
con el método de Polibrene, previamente utilizado,
paradetectar alteraciones delacargaeritrocitaria.

METODOS
MUESTRAS

Extractos de A. lumbricoides ([EA]): se tra-
baj 6 con 55 extractos parasitarios obtenidos a par-
tir de la remocién de la cuticula de gjemplares
adultos y ruptura mecanica refrigerada.’

PROCEDIMIENTOS
Método espectrofotométrico de azul Alcian®

Es una técnica espectrofotométrica que per-
mite estudiar de manera indirecta la carga y el
contenido de &cido sidlico superficial del globulo
rojo. Se fundamenta en la union del colorante
cationico azul Alcian con el &cido sidlico.

La absorbancia del blanco de azul Alcian
corresponde a 100 %. La absorbancia medida en
el sobrenadante del tubo en el que se coloca la

muestra de eritrocitos, corresponde a colorante
gue no se haunido alos gldbulos. Lamedicion de
absorbancia del azul Alcian que permanece libre,
esreferidaaladel blanco paracalcular el porcen-
taje que representa. Por diferencia con el 100 %,
se determina el porcentaje de colorante unido al
&cidosidlico delamuestra, que sedenominaCAE %
(cargaanionicaeritrocitariaporcentual ). Debido a
que el colorante se disuelve en alcohol y produce
hemolisis globular, se debe preparar un blanco de
hemolisis cuyo valor de absorbanciaserestaal de
la muestra con eritrocitos.

Se utilizaron glébul os rojos humanos frescos
grupo O obtenidos de muestras con anticoagul ante,
lavados 3 veces en tampdn fosfato pH 7,4 (PBS).
El método se aplico simultdneamente en eritrocitos
no tratados (Control) y en los mismos eritrocitos
tratados con el [EA]. El tratamiento consistio en
incubar 50 ul del sedimento globular conigual vo-
lumen de[EA], durante 1 h en bafio termostati zado
a37°C. Loseritrocitos Control, fueron incubados
de lamismamanera con igual volumen de PBS.

Al término delaincubacién, losglobulos Tra-
tados y Control se lavaron 3 vecesen PBSy se
prepararon |ostubos de medicion:

— Tubo blanco (B): 2 mL de azul Alcian.

— Tubo blanco de hemalisis(BH): 2mL dea cohol
etilico+ 10 uL de sedimento globular.

— Tubo de muestra eritrocitos control/eritrocitos
tratados (GRJ/ GR,): 2mL deazul Alcian+ 10 uL
de sedimento globular.

Todos los tubos se incubaron en bafio a 37 °C
durante 30 min, se centrifugaron a 1 500 rpm
durante 10 min y se efectud la medicion de
absorbancia del sobrenadante, por duplicado, en
espectrofotdmetro a 650 nm.

Se calcularon los valores de CAE %.

Reactivos

— Solucion de azul Alcian: en el momento de uso
disolver 6,25 mG de colorante en 25 mL de al-
cohol etilico (99,5 %). Colocar en bafio a37 °C
durante 30 miny luego centrifugar (5 min a
1 500-2 000 rpm).

— Alcohol etilico 99,5 %.



Calculo CAE %

Porcentaje de azul Alcian en el sobrenadante=
_ (Absorbancia GR_ / GR, - Absorbancia BH) - 100

Absorbancia de B

CAE %= 100 — % de azul Alcian en el sobrenadante=
00 [(Absorbancia GR_ / GR, — Absorbancia BH) - 100]

Absorbancia de B

Se defini6 el coeficiente experimental de
carga anionicaeritrocitaria (Cexp CAE), como €l
cociente entre CAE % final y CAE % inicial.

CAE % de los globulos tratados (final)
CAE % de los glébulos control (inicial)

Cexp CAE=

ANALISISESTADISTICO

Se calcul 6 con las 2 mediciones de CAE% de
cada uno de los eritrocitos Tratados y del corres-
pondiente Control, €l valor delamediay delades-
viacion estandar. Luego se relacionaron para
establecer si los valores incluidos en €l rango de
dispersion de CAE% de los Tratados también es-
taban en el rango de dispersion de CAE% del
Control respectivo.’? Con estos datos se deter-
mino cud era el valor minimo de Cexp CAE, €
cual indicabaque se habiaproducido alteracion de
cargaeritrocitaria con el tratamiento.

Se cdcularon las medidas estadisti cas descrip-
tivas®? paralosvaloresdel Cexp CAE, enloscua-
les se considerd que se habia modificado lacarga
eritrocitaria con el tratamiento y en los que no se
determind ateracion de esta.

En experiencias previas se empled  método
de Polibrene® para evaluar disminuciones de car-
ga eritrocitaria debidas al tratamiento, con 49 de
los 55 extractos parasitarios utilizados en este tra-
bajo. Seaplicd lapruebade Mc Nemar,? alosfines
de comparar la sensibilidad de ese método con el
deazul Alcian paraladeteccion de alteracionesde
carga aniénica por accion de los extractos.

RESULTADOS

Teniendo en cuenta para las mediciones de
CAE% de cada uno de los eritrocitos Tratados, €l
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valor delamediay ladesviacion estandar enrelacion
con el valor obtenido en el correspondiente Contral,
se considerd gque cuando Cexp CAE eramenor 0
igual que 0,85, los eritrocitos alteraron su carga
anidénica durante el tratamiento con el [EA], lo
gue representd una variacion entre el CAE%
inicial y final mayor que 3 %. L osresultados mos-
traron que 27 delos55 [EA] (49,1 %) modificaron
lacargadelosgldbulosrojos. No se detecté cambio
significativo en el tratamiento con los 28 extractos
restantes.

Lamediay ladesviacion estandar delos Cexp
CAE correspondientesalos globulosen los que se
considerd que la carga habia disminuido por con-
tacto con € [EA], fue 0,7230 £ 0,1144, mientras
gue en los eritrocitos en los que no se modificd
resultd 0,9407 + 0,0445. Enlatablaly lafigurase
muestran las estadisticas resumen de los valores
del Cexp CAE deloseritrocitos que disminuyeron
su cargay delos que no la alteraron con €l trata
miento.

Tabla 1. Estadisticas de resumen para el coeficiente experimental
de carga anionica eritrocitaria (Cexp CAE)

Parémetro Sin modificacion Con modificacion
estadistico de carga de carga

n 28 27

Media aritmética 0,9407 0,7230
Mediana 0,945 0,75
Desviacion estandar 0,0445 0,1144
Minimo 0,86 0,48
Maximo 1,00 0,85

Rango 0,14 0,37

Rango intercuartil 0,085 0,2

CexpCAE
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088 F b

*

058 [ 1

Sin modificacion Con maedificacion
de carga de carga

Fig. Valores del coeficiente experimental de carga anionica
eritrocitaria (Cexp CAE) de los eritrocitos que modificaron la
carga y de los eritrocitos que no presentaron ateracion de carga
durante el tratamiento.
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Los métodos de azul Alciany Polibrene, apli-
cados para evaluar €l efecto de los extractos sobre
los eritrocitos, mostraron coincidenciaen €l trata-
miento con 30 de los 49 [EA]; se detecté menor
cargaglobular despuésdel contacto con 15y cam-
bio no significativo decargaconlosotros 15 [EA].

En 12 tratamientos se detecto disminucion de
carga solo por el método de azul deAlciany en7
tratamientos Unicamente por el de Polibrene.

La prueba de Mc Nemar (tabla 2) concluyd
gue la proporcion de deteccion de alteraciones de
cargaeritrocitariadebidasal tratamiento, no difirid
significativamente con ambos métodos (p> 0,20).

Tabla 2. Resultados de la comparacién entre el método de azul
Alcian y €l de Polibrene

Método de azul Alcian
Detecta No detecta Total

Método Detecta 15 7 22
de Polibrene No detecta 12 15 27
Total 27 22 49

Prueba de Mc Nemar, p> 0,20.

DISCUSION

Los &cidos sidicos pertenecen a una familia
de azlcares que se localizan en las posiciones
termina esde unagran variedad de glucoconjugados.
Natural mente muestran unainmensadiversidad de
estructuras que reflejan su participacién enimpor-
tantes procesos biol 6gicos de crecimiento y desa-
rrollo, tanto normal como patol 6gico.™® Se conoce
hoy dia la existencia de més de 50 estructuras de
&cidos sidicos, hecho que no sucede con ninguin
otro monosacarido, los cual es estan distribuidosen
vertebrados, algunosinvertebrados, bacteriasy vi-
rus, aungue no se han encontrado en vegetales.*

Lostrabajosdel profesor Roland Schauer han
puesto de manifiesto que los &cidos sidlicos pre-
sentan varias e importantes funciones biol 6gicas,
delascuaesinclusive, algunas son diametralmente
opuestas. Entre ellas se destacan, lainfluenciasobre
la estructura de macromoléculas y sobre la espe-
cificidad de antigenos, €l papel de proteccion frente
a ataques enziméticos, la capacidad de poseer
sitios de reconocimiento y el efecto antireco-
nocimiento (enmascaramiento), por lo que la par-
ticipacion delos écidossialicosenlacomposicion
de los glicoconjugados determina, a menos de
modo parcial, susfunciones.*

Por otro lado, las células mas abundantes en
lasangre son los eritrocitos, cuyafuncion primor-
dia esd transporte de oxigeno'y didxido decarbono,
pero también, tanto por sus propiedades mecani-
cas como por su abundancia, son los principales
determinantesdel comportamiento reol 6gico dela
sangre.’® La tendencia de los eritrocitos a asociarse
cara con cara, formando las denominadas “ pilas
demonedas’, fenébmeno que también se denomina
agregacion, depende del balance entre |os factores
que favorecen y los que dificultan su aparicion.
Entre los inhibidores de |a agregacién debe men-
cionarse en primer lugar, larepul sién el ectrostatica
entre los gldbulos, que es causada por la carga
negativadistribuidasobre lamembranadel eritro-
cito.”® Lacargasuperficial eritrocitaria esté deter-
minada por el &cido sidlico, lo quelo convierteen
un elemento fundamental del comportamiento
hemorreol 6gico y hemodinamico.

El Gnico método directo de cuantificacion de
&cido sidlico en €l eritrocito, es sumedicion en la
membrana. Debido aquelaimplementacion de esta
técnica no es accesible a todos los |aboratorios,
surgieron varios métodos que permiten estudiar de
maneraindirectalacargay el contenido de &cido
sidlico superficial del glébulo rojo. Uno de ellos,
que hasido empleado con buenos resultados para
estimar la carga aniénica del eritrocito, es el que
utilizael colorante catidnico azul Alcian.*s

L osresultadospermitieron demostrar que 49,1 %
delos 55 [EA] dteraron la carga del gldbulo du-
rante el tratamiento; la media y la desviacion
estandar del Cexp CAE para estos eritrocitos
resulté 0,75+ 0,1144, mientrasqueladelosqueno
mostraron variacion de cargafue 0,94 + 0,0445.

En experiencias previas aplicando €l método
de Polibrene® y el mismo tratamiento de los gl6-
bulos, se comunicd que 19 de 51 [EA] (37,25 %)
provocaron unamarcadadiferenciade agregacion
con respecto a la observada en los eritrocitos
Control. La prueba de Mc Nemar concluy6 que
ambos métodostienen sensibilidades comparabl es.

Si bien la captacién de acido sidlico por este
helminto explicariaen partelaformacion detrombos
en ascariosis, también permitiria especular que €l
parasito podria secuestrarlo a partir de otros
glucoconjugados que posean residuos sialisados,
tal como fue comunicado para Trypanosoma
cruz.’® El &cido sidicoinhibelaviaaternativadel
complemento.1®2 L os tripanosomas lo obtienen
del hospedador, porgue les confiere resistencia



al ataque por proteinas del complemento y por
anticuerpos citoliticos.#

Debido a las variadas funciones del acido
sidlico, posiblemente A. lumbricoides lo utilice
también como una manera de evadir la respuesta
inmune o bien en alguna etapa de su metabolismo,
como ha sido descrito en Entamoeba histolytica
y Entamoeba invadens.??

Estosresultados permiten explicar que A. lum-
bricoides es capaz de captar &cido sidlico del eri-
trocito, 1o que puede contribuir a la trombosis
atribuidaal parasito, pero también sugeririaque el
nematodo lo utiliza en sus rutas metabdlicas o en
sus estrategias de evasion inmunol 6gica.

Changeof erythrocyte chargewith theuseof Alcian
bluemethod in Ascarislumbricoidesextracts

ABSTRACT

Introduction: the study of the host-parasite interactions is a
new challenge to understanding some aspects of the parasitic
metabolism and the mechanisms of invasion, immunological
evasion and damage. Ascaris lumbricoides may cause anemia
and thrombosis. It was previously shown that Ascaris
lumbricoides modified the superficial charge of erythrocytes,
which means that the parasite can capture sialic acid from the
red blood cell. Objective: to study the effect of adult parasite
extracts on the erythrocyte charge using the Alcian Blue method
and to compare its sensitivity with the Polybrene method:
Methods: fifty five adult parasite extracts and Group O
erythrocyte suspensions were used. The erythrocytes were treated
by incubating the sediment with an equal volume of parasite
extracts for one hour at 37 °C. The control group (erythrocytes
without any contact with the parasite extracts) was incubated
with pH 7.4 phosphate buffer solution. Alcian Blue method was
applied and the percentage erythrocyte anionic charge was
determined in the control group and in the treated red cells. The
experimental coefficient of erythrocyte anionic charge was
defined as the quotient between the initial and the final percentage
erythrocyte anionic charge. Results: it was shown that 27 out
of 55 parasite extracts (49.1 %) modified the charge of the red
blood cells, being their experimental coefficient of the
erythrocyte anionic charge 0.75 + 0.1144 whereas the same
coefficient amounted to 0,94 + 0.0445 for those which did not
show any charge variation. The statistical analysis concluded
that the Polybrene and Alcian Blue Methods had comparable
sensitivities (p> 0.20). Conclusions: A. lumbricoides is able to
capture sialic acid from the erythrocyte, which would not only
explain the thrombosis attributed to the parasite, but also suggest
that the nematode could use this acid either in its metabolic
routes or for its strategies of immunological evasion.

Key words: Ascaris lumbricoides, siaic acid, Alcian blue method.
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