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Parasitologia

Comunicacion breve
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Resumen

El objetivo del trabajo fue estudiar la cinética de desializacién eritroci-
taria producida por larvas infectantes de Trichinella spiralis'y Trichinella
patagoniensis. Se trabajé con 7 suspensiones eritrocitarias incubadas con
1.000+200 larvas musculares/mL, durante 2 horas, tomando muestra al
tiempo inicial y cada 15 minutos. Los respectivos eritrocitos controles se
incubaron de la misma manera con solucién salina. Se aplicaron el método
de titulacién por Polibrene calculando el CexpST y un analisis de varian-
za (ANOVA) con las comparaciones multiples segiin Tukey. Los resultados
mostraron que el valor promedio de CexpST disminuyé con el aumento del
tiempo de incubacién, para ambas especies. En el tratamiento con T. spira-
lis no hubo diferencias significativas entre el valor medio del coeficiente a
tiempo 60 y 75 minutos, mientras que con T. patagoniensis, a 45y 60 mi-
nutos. Todas las restantes diferencias fueron significativas. La comparacion
entre los tratamientos, para cada uno de los tiempos, mostré que al tiempo
inicial el coeficiente promedio no difirié entre las especies, pero que a to-
dos los otros tiempos fue significativamente menor en la incubacién de los
eritrocitos con T. spiralis. Se concluye que la relacién hospedador-parasito
que se establece en ambos casos es distinta y probablemente también la
capacidad de adaptacion y de dafio al hombre.

Palabras clave: Larvas musculares; Trichinella spiralis; Trichinella patago-
niensis; Desializacion; Cinética

Trichinella spiralis and Trichinella patagoniensis:
kinetics of erythrocyte desialization

Abstract

The objective of this work was to study the kinetics of erythrocyte desial-
ization produced by infective larvae of Trichinella spiralis and Trichinella
patagoniensis. It was performed on 7 erythrocyte suspensions incubated
with 1,000+200 muscle larvae/ mL for 120 minutes, taking samples at the
initial time and every 15 minutes. The respective control erythrocytes were
incubated in the same way with saline solution. The Polybrene Titration
method calculating the CexpST and variance analysis (ANOVA) with the
multiple comparisons according to Tukey were applied. The results showed
that the average value of CexpST decreased with the increase in incubation
time, for both species. There were no significant differences between the
mean value of the coefficient at 60 and 75 minutes in the treatment with
T. spiralis, while neither were there any differences between 45 and 60

Acta Bioquim Clin Latinoam 2020; 54 (2): 183-8



184  Ponce de Ledn P et al.

Introduccién

minutes in the incubation with T. patagoniensis. All other differences were significant. The
comparison between the two treatments, for each of the times, showed that at the initial
time the average coefficient did not differ between the species, but at all other times it was
significantly lower in the incubation of the erythrocytes with T. spiralis. It is concluded that
the parasite host relationship that is established in both cases is different and probably also
is the ability to adapt and cause harm to man.

Keywords: Muscle larvae; Trichinella spiralis; Trichinella patagoniensis; Desialization; Kinetics

Trichinella spiralis e Trichinella patagoniensis: cinética de
dessializagao eritrocitaria

R esumo

O objetivo do trabalho foi estudar a cinética de dessializagao eritrocitaria. produzida por
larvas infectantes de Trichinella spiralis e Trichinella patagoniensis. O trabalho foi feito com
7 suspensoes eritrocitarias incubadas com 1.000+200 larvas musculares/mL por 2 horas,
colhendo amostras no tempo inicial e a cada 15 minutos. Os respectivos eritrécitos-controle
foram incubados da mesma forma com solugdo salina. Foi aplicado o método de titulagdo
por Polibreno calculando o CexpST e também uma anélise da varidncia (ANOVA) com as
comparacdes multiplas de acordo com Tukey. Os resultados mostraram que o valor médio
de CexpST diminuiu com o aumento do tempo de incubagdo para ambas as espécies. No
tratamento com T. spiralis ndo houve diferengas significativas entre o valor médio do coefi-
ciente no tempo 60 e 75 minutos, ao passo que com T. patagoniensis, aos 45 e 60 minutos.
Todas as diferencas restantes foram significativas. A comparagdo entre os tratamentos, para
cada um dos tempos, mostrou que no tempo inicial o coeficiente médio ndo diferiu entre as
espécies, mas que em todos os outros tempos foi significativamente menor na incubagédo dos
eritrécitos com T. spiralis. A concluséo é que a relagdo hospedeiro-parasita, estabelecida em
ambos os casos, é diferente e provavelmente também a capacidade de adaptacdo e dano ao
homem.

Palavras-chave: Larvas musculares; Trichinella spiralis; Trichinella patagoniensis; Dessializa-
¢do; Cinética

proteccion o sostén. Este concepto original ha evolucio-
nado de forma espectacular debido al descubrimiento

La diversidad biologica del género Trichinella tiene
una marcada importancia evolutiva, ya que refleja una
diversidad genética sustancial, asi como una ecologia y
relaciones hospedador-parasito divergentes (1).

Trichinella spiralis, hasta hace unos pocos anos, era el
anico taxén del género detectado en animales domésti-
cos y salvajes de Sudamérica (2-4).

Krivokapich et al., comunicaron la presencia de un
nuevo genotipo: T12, en un puma de montana de la
provincia de Rio Negro, Argentina (5). Los datos repro-
ductivos y moleculares indicaron que T12 se separaba de
todas las demas Trichinella spp. encapsuladas, sugiriendo
que era biologicamente similar a 1. britovi y T. munrrells,
mas que a otras especies o genotipos encapsulados (5).

Actualmente este genotipo es una nueva especie: 7.
patagoniensis n.sp. Debido a su reciente hallazgo, los co-
nocimientos respecto de su biologia atin son escasos (5).

Los glucidos fueron considerados, hasta la década
de 1970, materiales ricos en energiay con funciones de
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de la importancia metabdlica, biologica y patolégica de
los glicoconjugados (6). La diversidad de estructuras
que los conforman, determinadas por su fracciéon gli-
canica, ayuda a comprender la capacidad de éstos para
efectuar funciones biolégicas muy variadas, cuya inter-
pretacién atun es incompleta o impredecible.

Los acidos sialicos presentes en las glucoproteinas y
los glucolipidos estan involucrados en procesos de re-
conocimiento celular, vida media de células y proteinas
plasmaticas, modulacién del sistema inmune, apoptosis,
adhesion celular y transduccion de senales (7) (8).

Debido a la amplia variedad de funciones que pre-
sentan los dcidos sidlicos, se han estudiado y relaciona-
do con procesos metabdlicos y vias de infeccion e inva-
sion de diferentes parasitos (9) (14).

A causa de la importancia biologica que podria tener
la captacion de acido sidlico en la interaccion parasito-
hospedador, en experiencias previas se ha comparado
el efecto producido por larvas musculares de 1. spiralis



y T. patagoniensis n.sp. sobre la desializacion (15). Los
resultados mostraron que 7. spiralis provocoé mayor de-
sializacion eritrocitaria que 1. patagoniensis n.sp (15).
Debido a esos hallazgos, el objetivo propuesto en este
trabajo fue estudiar la cinética de desializacioén eritro-
citaria producida por larvas infectantes de ambas es-
pecies.

Materiales y Métodos

Muestras

Larvas Musculares (LM) de T. spiralis
y de T. patagoniensis n.sp.

T spiralis fue donada por el Laboratorio de Zoono-
sis, Laboratorio Central de la Red Provincial de Labo-
ratorios, Direcciéon de Bioquimica y Farmacia (Santa
Fe, Argentina) y T. patagoniensis n.sp. por el Departa-
mento de Parasitologia, Administraciéon Nacional de
Laboratorios e Institutos de Salud “Dr. Carlos Mal-
bran” (Buenos Aires, Argentina), lugar este ultimo
donde ambas especies fueron tipificadas por analisis
moleculares.

Las larvas infectivas L1 utilizadas se obtuvieron por
digestion artificial con pepsina y acido clorhidrico de
la masa muscular de ratones infectados de la colonia
CBi-IGE del Instituto de Genética Experimental de la
Facultad de Ciencias Médicas de la Universidad Nacio-
nal de Rosario.

Las larvas se recogieron en formol al 10%, se lavaron
3 veces en solucion fisiolégicay se contaron microscopi-
camente por duplicado a los fines de preparar concen-
trados larvales con un volumen de 200 pL y una canti-
dad aproximada de 1.000+200 larvas/mL (16).

Los protocolos para la obtencion de LM son utiliza-
dos en lineas de investigacion de las Facultades de Cien-
cias Médicas y de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas
(UNR), y han sido aprobados por los Comités de Bioé-
tica de ambas instituciones.

Gldbulos rojos en medio salino (GR):

Se trabaj6 con suspensiones de eritrocitos humanos
frescos, provenientes de dadores sanos voluntarios, ob-
tenidos de muestras con anticoagulante y lavados 3 ve-
ces en solucion salina.

Métodos

Tratamiento de los eritrocitos

Se realizaron 7 experiencias en las cuales se incuba-
ron 200 pL de eritrocitos con igual volumen de cada
uno de los dos concentrados de LM (GR Tratados) du-
rante 120 minutos, a 37 °C con agitacién controlada,
tomando 20 pL de muestra al tiempo inicial (tiempo 0)
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y cada 15 minutos (tiempo 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y
120). Los respectivos controles (GR Control) se incuba-
ron de la misma manera con solucién salina.

Al finalizar cada tiempo, los GR Control y GR Tra-
tados se lavaron en solucién salina y se prepararon
suspensiones al 20% a partir de cada uno de los sedi-
mentos, para aplicaciéon del método de titulacion de la
agregacion.

Método de titulacién de la agregacion por Polibrene

El método se aplicé simultineamente en los GR
Control y en los mismos eritrocitos incubados con los
dos concentrados de LM. Se hicieron diluciones seria-
das progresivas de Polibrene en solucién salina (puro,
1/2;1/4;1/8...... 1/128). Luego se colocaron, en una
placa de vidrio, una gota de la suspension eritrocitaria
al 20% y una gota de cada una de las diluciones de
Polibrene. Se mezcl6 con varilla de vidrio y se homoge-
neiz6 por movimientos circulares de la placa durante
un minuto, hasta que se produjo la agregacién entre
los eritrocitos con carga negativa y el polication Poli-
brene (17).

Se evalu6 la carga anionica del control y de los GR
incubados con las LM, determinando el titulo como la
altima dilucién del policatiéon que present6 agregacion.
Se considero significativa una diferencia de titulo =2 di-
luciones entre ambos (18).

Alos fines de comparar la agregacion de los glébulos
incubados con las LM de ambas especies, en relacion a
la del respectivo control, se la semicuantificé con cruces
(4+, 3+; 2+4: 14; +/-; -) y se asigné un score a cada una
segin Goudemand y Marsalet (19), de acuerdo con la
siguiente escala:

4+
3+
2+
1+
+/- 1 (agregacion apenas visible)

—
=)

N Ot

Se determin6 el coeficiente experimental de Score
total (CexpST) como el cociente entre el score total de
la agregacion de los eritrocitos incubados con las LM y
el score total de la agregacion de los eritrocitos control
(18).

Este coeficiente es igual a 1 cuando no hay modifica-
cion en la agregacion globular por accion del parasito 'y
es igual a 0 cuando no se observa agregacion por efecto
del tratamiento, o sea que habria una remocién total de
la carga aniodnica eritrocitaria.

Analisis estadisticos

Se aplic6 un analisis de varianza (ANOVA) para un
modelo longitudinal mixto considerando como factores
fijos, la especie del parasito a dos niveles (7. spiralisy de
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T. patagoniensis n.sp) y tiempo de incubacion a 9 niveles
(0, 15, 30, 45, 60, 75, 90, 105 y 120 minutos) y como
factor aleatorio dador (7 dadores voluntarios sanos).
Luego fueron aplicadas comparaciones multiples segun
Tukey, y la variable respuesta fue CexpST. Se consider6
significativa cuando $<0,05 (20).

Resultados

Los resultados del analisis estadistico mostraron que
existe un efecto significativo en la interaccion trata-
miento-tiempo (p=0,001), por lo que se efectuaron las
comparaciones entre tiempos para cada tratamiento
(a) y entre tratamientos para cada tiempo (b).

(a) Al comparar los tiempos para cada uno de los
tratamientos con las LM de 7. spiralis y de 1. pa-
tagoniensis n.sp., se observo, en las incubaciones
de los eritrocitos con las dos especies, que el co-
eficiente promedio disminuy6 significativamente
con el aumento del tiempo de incubacion. En el
tratamiento con 7. spiralis no hubo diferencias
significativas entre el valor medio de CexpST a
tiempo 60 y 75 minutos, mientras que con 7. pa-
tagoniensis n.sp, entre el valor promedio a tiempo
45 y 60 minutos. Todas las restantes diferencias
fueron significativas para ambas especies.

(b) La comparacion entre los dos tratamientos para
cada uno de los tiempos, mostré6 que al tiem-
po inicial (tiempo 0), el coeficiente promedio

no difiri6 significativamente entre las especies,
pero que a todos los otros tiempos estudiados el
valor promedio de CexpST fue significativamen-
te menor en la incubacion de los eritrocitos con
T. spiralis en relacion a la incubacién con 7. pa-
tagoniensis n.sp, indicando que la desializacion
producida por T. spiralis fue mayor a partir de
los 15 minutos de incubaciéon y hasta el tiempo
final.

Los resultados se muestran en la Figura 1.

En el tratamiento con 1. spiralis, el titulo de los GR
Control disminuy6 significativamente en el total de las
experiencias realizadas; en una de ellas a los 60 minutos
de incubacion y en las restantes a los 75 minutos. Mien-
tras tanto, en el tratamiento con 1. patagoniensis n.sp. la
disminucion del titulo del control, en 2 diluciones, se
observo en 6 de las 7 suspensiones eritrocitarias, en 4 de
ellas a los 105 minutos y en las otras 2 a los 120 minutos
de incubacion.

Discusion y Conclusiones

La Glicobiologia estudia los glicoconjugados, las
enzimas que catalizan su sintesis y las lectinas que los
reconocen. Los monosacaridos que intervienen en su
composicion presentan una amplia diversidad, debido
a que pueden combinarse y formar estructuras lineales
o ramificadas. Actualmente resulta evidente que los hi-
dratos de carbono poseen una enorme capacidad para

CexpST

0,2

Paciente tratamiento
—a— 1 T. Patagoniensis
—m- 1 T. spiralis
—&- 2 T. patagoniensis
—& - 2 T. spiralis
—p-- 3 T. patagoniensis
—4— 3 T. spiralis
—w— 4 T. patagoniensis
-@- 4 T. spiralis
—m- 5 T. patagoniensis
—&- 5 T. spiralis
—a— 6 T. potagoniensis
—p— 6 T. spiralis
--4- 7 T. patagoniensis
—w- 7 T. spiralis

0 20 40 60 30
tiempo

Figura 1. Gréfica de dispersion de CexpST vs. tiempo.
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transmitir informaciéon, mucho mayor que los acidos
nucleicos y las proteinas. Estos compuestos cumplen
roles especificos cruciales en la infeccion, inflamacién,
inmunidad, fertilizacion, diseminacion de células tu-
morales y plegamiento de proteinas. La comprension
a nivel molecular del enlace hidratos de carbono /pro-
teina ha posibilitado el conocimiento de sus funciones
biolégicas (6).

En la actualidad se reconoce la existencia de mas de
50 estructuras de acidos sialicos, los cuales presentan
muchas funciones biol6égicas importantes, e incluso
diametralmente opuestas (7) (21). Su estudio ha per-
mitido relacionarlos con enfermedades, y ya existen
ejemplos concretos en infecciones bacterianas, viralesy
parasitarias, tales como malaria, leishmaniosis, amibio-
sis, tripanosomiosis y ascariosis (9-14) (18) (22) (23).

El desarrollo de las infecciones parasitarias y la gra-
vedad que pueden adquirir en cada individuo, es el re-
sultado de la relacion que se establece entre el sistema
inmunitario del hospedador y las estrategias de evasion
que utiliza el parasito. El estudio de las interacciones en-
tre ambos, se ha convertido en un nuevo desafio para
comprender no solo aspectos del metabolismo parasi-
tario, sino también los mecanismos de invasion, escape
y dano.

Las larvas infectantes de T. spiralisy de 1. patagonien-
sis n.sp. provocaron la desializacion eritrocitaria, por
lo que se podria especular que podrian obtener acido
sialico a partir de otros glucoconjugados. El miocito se
desarrolla como “célula nodriza”, una estructura fun-
cional rica en residuos sializados, y diferente de cual-
quier otra célula de mamiferos, la cual evidencia un
alto grado de angiogénesis. E1 complejo larva-célula
nodriza coopera en la obtencion de nutrientes, en la
exportacion de desechos y en aislar a la larva de la res-
puesta inmune del hospedador, dando como resultado
la viabilidad del parasito durante anos, salvo que sufra
calcificacion (26).

T. spiralis, a diferencia de T. patagoniensis, posee una
patogenicidad superior debido a su alto indice de ca-
pacidad reproductiva y a la reacciéon inmunolégica que
desencadena en el hospedador (27).

Los resultados mostraron, en la incubacion de los
eritrocitos con ambas especies, que la disminucion de
la carga aniénica globular es mayor a medida que au-
menta el tiempo de contacto, tal como se comunico
previamente (15). El estudio de la cinética realizado
indic6é que al tiempo inicial no habia diferencias en la
desializacion producida por 1. spiralis y T. patagoniensis
n.sp., pero a partir de los 15 minutos y hasta los 120
min, el efecto producido por la primera era significati-
vamente mayor.

Si se considera la importancia que podria tener este
glucoconjugado en la supervivencia de la larva muscu-
lar en la célula nodriza, y que 7. spiralis produce mayor
desializacion de los eritrocitos humanos que 7. patago-

T spiralis y T. patagoniensis: desializacion 187

niensis, sugiriendo que puede capturar mas acido sialico
que la otra especie, se podria concluir que la relaciéon
hospedador parasito que se establece en ambos casos
es distinta y probablemente también su capacidad de
adaptacion y de dano al hombre.
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