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Resumen: Experiencias previas han reportado que los extractos de A. lumbricoides captan acido sialico del eritrocito humano modificando
su carga. El objetivo fue evaluar in vitro las posibles alteraciones biorreologicas debidas al efecto de extractos del parasito adulto. Se
analiz6 la accion de 8§ extractos sobre eritrocitos Grupo O, incubando el sedimento globular con igual volumen de extracto y con PBS. Se
determind la distribucion y morfologia de los agregados (Analisis Digital de Iméagenes), carga porcentual (método Azul de Alcian), cinética
de agregacion (eritroagregametro) y viscoelasticidad (eritrodeférmetro). Los resultados mostraron que todos los extractos causaron una
disminucion del porcentaje de células aisladas y un aumento en el tamaiio de los agregados, sin alterar su morfologia. Los globulos tratados
con 6 extractos mediaron una significativa alteracion de la carga superficial y con 5 de ellos la velocidad de agregacion fue menor que
en el control. Se observd una correlacion lineal entre los parametros de cinética y la concentracion proteica de los extractos. Uno de los
tratamientos modificé la fluidez de membrana y dos disminuyeron la deformabilidad eritrocitaria, pero ninguno afect6 la elasticidad. Estas
experiencias in vitro permiten concluir que el contacto de los extractos con los eritrocitos produce alteraciones hemorreologicas.
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Biorheological activity of Ascaris lumbricoides extracts in human erythrocytes

Abstract: Previous studies have reported that A. lumbricoides extracts capture sialic acid from human erythrocytes, modifying their charge.
The purpose was to evaluate in vitro the possible biorheological alterations due to the effect of extracts from adult parasites. The activity
of 8 extracts over Group O erythrocytes was analyzed incubating the globular sediment with an equal volume of extract and with PBS.
The distribution and morphology of the aggregates was determined (Digital Image Analysis), percent of charge (Alcian Blue method),
aggregation kinetics (erythroaggregameter), and visco-elasticity (erythroderformeter). The results showed that all the extracts produce a
decrease of the percentage of isolated cells and an increase of the size of aggregates, without altering their morphology. Red cells treated
with 6 extracts mediated a significant alteration of their superficial charge and with 5 of them the aggregation velocity was less than that of
the control. A lineal correlation between the kinetic parameters and the protein concentration of the extracts occurred. One of the treatments
modified the fluidity of the membrane and two decreased erythrocyte deformability, but none of them affected elasticity. These in vitro
experiences allowed concluding that contact of the extracts with the erythrocytes produces hemorheological alterations.
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Introduccion

Ascaris lumbricoides produce una de las parasitosis mas
difundidas en el mundo. En su ciclo de vida hay estadios
larvarios que circulan por el torrente sanguineo y ejemplares
adultos localizados en intestino que frecuentemente migran
y causan obstrucciones, perforacion de la pared intestinal
y abscesos hepaticos o en pulmon [1,2]. El parasito, por lo
tanto, tiene contacto directo con los eritrocitos del hospedador

durante la migracion de las larvas y eventualmente también
lo puede tener el nematodo adulto. La biorreologia es la
ciencia que estudia la deformacion y el flujo de materia
aplicado a los sistemas bioldgicos. Actualmente ha cobrado
un creciente interés en los campos de la medicina y la
cirugia [3].

La sangre tiene multiples funciones que se reflejan en
su compleja composicion. Los eritrocitos son las células
mas abundantes, y su funcion primordial es el transporte
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de oxigeno y dioxido de carbono, pero también, por sus
propiedades mecanicas y su abundancia, son los principales
determinantes del comportamiento reoldgico de la sangre.
La tendencia de los eritrocitos a formar las denominadas
“pilas de monedas”, se denomina agregacion, y depende del
balance de los factores celulares y plasmaticos que favorecen
y los que dificultan el fenomeno. Entre los inhibidores debe
mencionarse primeramente, la repulsion electrostatica
entre los globulos, que es causada por la carga negativa
distribuida sobre la membrana del eritrocito [3-5]. Los
residuos de acido sialico en las glicoproteinas de superficie
de los globulos rojos son los principales responsables
de la carga eritrocitaria, convirtiéndolos en elementos
fundamentales del comportamiento hemorreolégico y
hemodinamico. La disminucion de acido sialico promueve
la agregacion, y en consecuencia aumenta la viscosidad
de la sangre y perturba el flujo sanguineo, favoreciendo la
interaccion de los eritrocitos con el endotelio vascular [6,7].
Los mecanismos celulares de muchos procesos infecciosos
no se conocen con exactitud, pero la glicobiologia reveld
un nuevo espectro de funciones biologicas de los hidratos
de carbono. La amplisima diversidad de estructuras que
conforman los glicoconjugados ha permitido relacionarlos
con la mayoria de los procesos biologicos, y actualmente se
acepta que los glicoconjugados de la superficie del parasito
y los del hospedador, estan intimamente involucrados en las
interacciones que se establecen entre ambos [8,9].

Debido a que en experiencias previas se ha reportado
que los ejemplares adultos y los estadios larvarios de A.
lumbricoides pueden disminuir la carga eritrocitaria [10-12]
y aumentar la agregacion globular, y que estos fenomenos
podrian colaborar en la interpretacion de algunos aspectos
de la patologia, como son la formacién de trombos y la
anemia, el objetivo del trabajo fue estudiar in vitro las
posibles alteraciones biorreologicas debidas al contacto de
los globulos rojos con extractos de A. lumbricoides.

Materiales y métodos

Extractos parasitarios (EA): Se trabajo con 8 EA de
ejemplares adultos de A. [umbricoides obtenidos por
remocion quirargica de la cuticula y ruptura mecénica
refrigerada [13,14].

Globulos rojos (GR): Se utilizaron GR frescos provenientes
del mismo donante sano correspondiente al grupo O, previa
separacion del plasma autologo, los cuales fueron lavados
en buffer fosfato salino de pH 7,4 y osmolaridad de 295
mOsm/kg (PBS). En experiencias previas se demostrd que
los EA pueden presentar epitopes de grupo sanguineo A y/
o B [15-17], por lo que se trabajé con GR del grupo O para
evitar posibles interacciones antigeno-anticuerpo ABO que
podrian interferir con los resultados.

Tratamiento de los GR: Se incubo el sedimento globular con
igual volumen de EA durante 1 hora, a 37 °C (GR tratados).
Los GR utilizados como control, fueron incubados con

PBS. Finalizada la incubacion, los GR tratados y control
fueron lavados en PBS.

Distribucion de agregados eritrocitarios por andlisis
digital de imagenes: Los GR tratados y control fueron
suspendidos en plasma autdlogo al 0,13% y mantenidos en
reposo durante 5 minutos para permitir la agregacion. Cada
suspension fue examinada en un portaobjeto concavo con
microscopio optico invertido (Union Optical, Japon). Las
imagenes de las diferentes poblaciones de agregados para
cada muestra, fueron obtenidas por triplicado (objetivo:
40X; camara digital Canon Powershot A640). Se realizo
el conteo de agregados, y se clasifico de acuerdo a las
siguientes categorias: células individuales; agregados de 2,
3 0 4 células; agregados de 5 o mas células y AMAS (redes
de agregados de gran tamaifio). Se calculd en las imagenes
de cada muestra, el porcentaje de eritrocitos correspondiente
a cada categoria y finalmente se promediaron los valores
obtenidos. Se defini6 el coeficiente de células aisladas (C.,)
como la diferencia entre el nimero de células individuales
iniciales (control) y finales (GR tratados) en relacion al
numero de células aisladas observado antes del tratamiento
[18-20].

_ CAim'cial - CAﬁnal
CACA - CA[nicial

Cuando el valor de C_, es igual a 0 indica que no hubo
variacion en el niimero de células aisladas por accion del
EA, y cuando es igual a 1 sefala la ausencia de células
aisladas (agregacion total).

Morfologia de los agregados por andlisis digital de
imagenes: Las imagenes de los agregados eritrocitarios se
analizaron con un programa de Analisis Digital de Imagenes
(Imagen J), para caracterizar su morfologia. En cada una
de ellas se hicieron medidas de area (A) y perimetro (p)
obteniéndose el “factor de forma” de cada agregado (4SP)
mediante la ecuacion:

ASP=4-7-Alp°

Se promediaron para cada muestra todos los valores de
ASP de los agregados de las tres imagenes. Los agregados
globulares presentan un valor de ASP cercano a 1, los que
se presentan como “monedas apiladas” (aproximadamente
rectangular) tienen un ASP = 0,3 y los globulos agrupados
en forma desordenada un ASP = 0,7 [18-21].

Determinacion de la carga anionica eritrocitaria porcentual.
Meétodo de azul alcian: Es una técnica espectrofotométrica
que permite estudiar de manera indirecta la carga y el
contenido de acido sialico (AS) superficial del GR. Se
fundamenta en la union del colorante cationico azul alcian
(AA) con el AS. Se prepararon los siguientes tubos, que
fueron incubados durante 30 minutos a 37 °C [22-25].

- Blanco: 2 mL de solucién de AA.

- Blanco de hemolisis: 2 mL de alcohol etilico + 10 pLL

de sedimento de GR.
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- Muestra GR control: 2 mL de solucion de AA + 10

pL de sedimento de GR control.

- Muestra GR tratados: 2 mL de solucion de AA + 10

pL de sedimento de GR tratados.

Posteriormente, los tubos fueron centrifugados a 1.500
rpm durante 10 minutos y se efectué la medicion de
absorbancia del sobrenadante, por duplicado, a 650nm en
espectrofotometro (Marca Wayers 4001, UV-VIS, Industria
Argentina).

La absorbancia del blanco de AA corresponde al 100%
de colorante y la absorbancia medida en el sobrenadante
del tubo en el que se coloca la muestra, corresponde al
colorante libre que no se ha unido a los GR. Esta tltima es
referida a la absorbancia del blanco de AA y se calcula por
diferencia con el 100%; el porcentaje de colorante unido al
AS de la muestra, que se denomina CAE% (Carga Anionica
Eritrocitaria porcentual). Debido a que AA se disuelve en
alcohol y produce hemolisis globular, se prepara un tubo con
el blanco de hemolisis, cuyo valor de absorbancia se resta
al de las muestras con eritrocitos. Se calcularon los valores
de CAE% para los GR (tratados y control) y se defini6 el
Coeficiente de la Carga Anionica Eritocitaria (C,,,) como
la diferencia entre el CAE% inicial (control) y final (GR
tratados), en relacion al CAE% inicial.

CAE%inicial - CAE%ﬁnal
CAE % inicial
Cuando el EA no produce variacion de carga eritrocitaria,

el valor de C, es igual a 0, mientras que es igual a 1 si el

tratamiento produce la eliminacion total de la carga.

CCAE =

Estudio de la cinética de agregacion por “Retrodifusion
laser”: Se estudio el proceso de agregacion y desagregacion
eritrocitaria utilizando un eritroagregametro. La agregacion
se produce por la adhesion intercelular del GR mediada por
proteinas plasmaticas que hacen de puente entre las células,
siendo esta unién débil y reversible. La retrodifusion laser
es inversamente proporcional al tamafio de los agregados y
aumenta con las velocidades de corte empleadas. Cuando
finalmente se alcanza la disociacidn total, la retrodifusion
es maxima ¢ independiente de la velocidad de corte. El
t.,,, representa el tiempo requerido por la muestra para
alcanzar el 50% de su capacidad total de agregacion y p,
la velocidad del proceso de agregacion durante los primeros
4s. Si la carga superficial disminuye, los GR se agregan mas
rapidamente por lo que t,, disminuye y p, aumenta. Las
mediciones de los GR tratados y control, se hicieron por
duplicado, utilizando 1,5 mL de suspension de eritrocitos en
plasma autologo al 40% [26].

Medicion de las caracteristicas viscoelasticas: Se
determinaron los parametros viscoelasticos dinamicos y
estacionarios de los GR por difractometria laser utilizando
un eritrodeformetro. El indice de deformabilidad (ID)
se calcula en funcion de las dimensiones que adquiere el
patron de difraccion de una poblacion de GR cuando son
deformados por una tension de corte constante, y se define

por la siguiente ecuacion:

D—d
D+d

ID =

Donde: D: diametro mayor del patrén de difraccion; d-
diametro menor del patron de difraccion.

La curva de deformacion y recuperacion de la forma
de los GR permite determinar los parametros reoldgicos:
viscosidad superficial de membrana (n ) y médulo elastico
(n,), Las mediciones de cada muestra se hicieron por
duplicado utilizando 100 pL de eritrocitos resuspendidos en
plasma autologo al 40% [26-31].

Andalisis estadistico de los resultados: En cada muestra,
para todos los parametros y coeficientes, se calculd a
posteriori el nivel de significacion empirico de contraste
entre la hipdtesis nula y la alternativa con respecto al control
mediante el analisis de #-Student [32].

Resultados

Distribucion de los agregados eritrocitarios: El tratamiento
con los EA modifico la distribucion de los tamaiios de los
agregados celulares en relacion a lo observado en el control.
En las ocho suspensiones de GR tratados se comprob¢ la
disminucion del nimero de células aisladas y el aumento del
tamafio de los agregados formados, inclusive en cuatro de
ellas se visualizaron AMAS que no fueron observadas antes
del tratamiento. Los valores de C,,, comprendidos entre 0,4
y 1£0,05, indicaron que el efecto de los extractos sobre los
GR variaba marcadamente dependiendo del EA utilizado
en la incubacion. El analisis estadistico concluyd que todos
los tratamientos provocaron diferencias significativas en el
porcentaje de células aisladas en relacion a las del control
(p<0,0003).

La figura 1 muestra la imagen de los agregados
eritrocitarios formados en la muestra control. Las figuras 2
y 3 corresponden a muestras de GR tratados con EA, donde
se visualizan AMAS en la primera imagen (C,= 1 £0,05) y

; 3 e W N %, -2{; - .
Figura 1. Distribucion de los agregados eritrocitarios en la muestra control.
Imagen obtenida en microscopio invertido (400 X).
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3 . ) i
Figura 2. Distribucion de los agregados eritrocitarios en muestra tratada
(C.,=1+0,05). Imagen obtenida en microscopio invertido (400 X).

\ e A ;
Figura 3. Distribucion de los agregados eritrocitarios en GR tratados (C =
0,7 + 0,05). Imagen obtenida en microscopio invertido (400 X).

en la segunda, agregados globulares constituidos por mayor
nimero de células que las que se observaron en el control
(C.,=0,7+0,05). Estas figuras reflejan que el efecto de los

extractos sobre los eritrocitos se traduce en un aumento del
tamafio de los agregados globulares formados.

La tabla 1 muestra la distribucion de los tamafios de los
agregados y los valores de C .

Morfologia de los agregados eritrocitarios: No se observo
alteracion en la morfologia de los agregados por efecto
del tratamiento. Ninguno de los valores de ASP presentd
diferencias significativas con el valor del control (p>0,05),
aunque la media del parametro para los GR tratados con
los EA,y EA_ disminuy6 en relacion al valor inicial. No se
pudo determinar el valor de ASP en la suspension tratada
con el EA,. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Determinacion del coeficiente de carga anionica eritroci-
taria (C_,,): El tratamiento de los GR con seis de los EA
determin6 valores de C,,, entre 0,3 y 0,4 &+ 0,02 indicando
una alteracion significativa de la carga porcentual inicial
(p< 0,00001). Los eritrocitos tratados con los dos extractos
restantes EA_ y EA,, no mostraron diferencia entre la carga
inicial y final (C,,,: 0,03 y 0,06 + 0,02, respectivamente),
siendo estos GR los que presentaron también los menores

valores de C,. Los resultados se muestran en la tabla 1.

Estudio de la cinética de agregacion: La cinética de
agregacion determiné un aumento en los valores de t, vy
una disminucion en los de p,_ en relacion al control (p<0,05)
en los GR tratados con cinco de los EA, indicando que la
velocidad inicial de formacion de agregados era mas lenta
y mayor el tiempo necesario para alcanzar el 50% de la
capacidad de agregacion total. El tratamiento con los EA,
y EA, no produjo diferencia significativa con respecto a la
cinética del control, a pesar de que ambos disminuyeron
el porcentaje de células aisladas iniciales y el EA, altero
significativamente la carga porcentual de los GR, tal como
mostraron los valores de C,y C_,,. No se obtuvieron
los datos correspondientes al EA| porque la cantidad de
muestra fue insuficiente para realizar estas determinaciones.

Tabla 1. Estudio de la distribucion y morfologia de los agregados eritrocitarios y de la carga anionica en los eritrocitos control y tratados con los extractos

parasitarios.

TSGR aiads Sodeihln  GoTedul  misethas  AMAS Ces Coas ASP
GR control 56,0% 28,0% 16,0% - - 0,0 0,05 0,0 +£0,02 0,6 £0,10
GR tratados con EA| 18,0% 21,0% 27,0% 34,0% - 0,7+ 0,05 0,3 +0,02 0,6 0,10
GR tratados con EA, 2,0% 1,0% 1,0% 3,0% 93,0% 1,0 £ 0,05 0,3+0,02 0,6 +0,10
GR tratados con EA, 1,0% - - - 99,0% 1,0 £ 0,05 0,4+0,02 0,5+0,10
GR tratados con EA, 11,0% 45,0% 24,0% 20,0% - 0,8 +0,05 0,3 +0,02 0,5+0,10
GR tratados con EA 1,0% - - - 99,0% 1,0 £ 0,05 0,3 +0,02 AMAS
GR tratados con EA 34,0% 39,8% 20,7% 5,5% - 0,4+ 0,05 0,0 +0,02 0,6 £0,10
GR tratados con EA, 6,0% 3,4% 5,6% 16,5% 68,5% 0,9 +0,05 0,3+0,02 0,5+0,10
GR tratados con EA| 30,7% 27.2% 4.8% 37,3% - 0,5+ 0,05 0,1+0,02 0,5+0,10

AMAS: redes de agregados eritrocitarios.
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La alteraciéon de la carga anidnica demostrada por los
coeficientes C,,, y C,, se tradujo en agregados de
mayor tamafio y los pardmetros p, y t, indicaron que la
velocidad de formacion de los mismos fue menor que en
el control. Si se considera que el unico efecto producido
por el extracto es la disminucion de la carga, se esperaria
un aumento de la velocidad de agregacion (mayor valor de
p,) Yy una disminucién del tiempo requerido para alcanzar
el 50% de la capacidad de agregacion total (menor valor
de t,, ). Al analizar los resultados se observo que los GR
tratados que modificaron la cinética del control, mostraron
disminucion de p, y aumento de t, , inclusive una de estas
cinco suspensiones globulares (GR tratados con EA.) no
mostr6 variacion de carga, a pesar de que el valor de C,.,
habia indicado el aumento en la capacidad de agregacion
(tabla 2). Debido a que existen otros factores que influyen
en la agregacion, como es la presencia de macromoléculas
proteicas, los resultados permitieron sugerir que los

extractos ademads de alterar la carga, producian otro efecto
adicional sobre los GR. Se estudio, por lo tanto, la relacion
de los parametros de cinética con la concentracion proteica
total de los extractos. Los resultados mostraron que p, y t,,,
correlacionaban linealmente con la cantidad de proteinas
totales de los EA siendo los coeficientes de regresion (R?)
0,9 parap, y 0,9 parat,, .
Estudio de la viscoelasticidad eritrocitaria: Los valores
de ID no mostraron variaciones significativas con respecto
al control (p>0,05) excepto en los GR tratados con los dos
extractos de mayor concentracion proteica (EA, y EA.), en
los que fueron menores a los valores obtenidos antes del
tratamiento, indicando que la capacidad de deformacion
eritrocitaria disminuy6 después del contacto de los GR con
los extractos.

El médulo elastico de membrana (p), parametro asociado
a las caracteristicas retractiles del citoesqueleto, no presentd

Tabla 2. Estudio de la cinética de agregacion y de la viscoelasticidad eritrocitaria en los eritrocitos control y tratados con los extractos

parasitarios.

Muestra de globulos rojos (GR) CP de EA o P ID u n

GR Control 0,0 41+£04 14,1+0,2 0,54 +0,02 34+03 22405
GR Tratados con EA| 0,3 - - 0,57 +0,02 4,5+£0,4 2,8+0,2
GR Tratados con EA, 0,4 5,1£0,3 12,8 +0,3 0,52 + 0,02 42+04 23+0,8
GR Tratados con EA, 0,5 50+0,3 129+0,2 0,57 £ 0,02 4,6 +0,4 2,0+£0,2
GR Tratados con EA, 0,3 42403 13,9+0,2 0,58 + 0,02 4,5+04 1,3+ 0,1
GR Tratados con EA 1,1 8,8+0,4 83+0,1 0,48 £ 0,02 - -

GR Tratados con EA 0,1 45+0,3 143+04 0,50 + 0,02 3,5+04 2,8+0,4
GR Tratados con EA, 1,7 73+£09 8,8+0,1 0,46 £ 0,02 4,8+0,4 29+09
GR Tratados con EA, 0,2 6,1+£0,5 11,6 £0,3 0,50 + 0,02 53+0,4 2,1+£0,8

GR: Globulos rojos. CP de EA: concentracion proteica del extracto de Ascaris lumbricoides (gr/dL). t

son,- tiempo para el 50% de agregacion

(segundos). p,: pendiente inicial (primeros 4 segundos). ID: indice de deformacion eritrocitaria. p: médulo eléstico de membrana
eritrocitaria (10dyne/cm). n: viscosidad superficial de la membrana eritrocitaria (10* dyne.s/cm).

diferencia significativa con respecto al control (p>0,1) en
ninguno de los tratamientos. La viscosidad superficial
de la membrana (1), que se relaciona con la fluidez de la
bicapa lipidica, solo disminuyd en los GR tratados con
el EA, (p<0,0001), mientras que la incubacion con los
extractos restantes no produjo en los eritrocitos alteraciones
significativas de 1 (p>0,05). Los resultados se muestran en
la tabla 2.

Discusion

En experiencias previas fue reportado que A. lumbricoides
capta acido sialico del eritrocito y altera su carga superficial
[10-12,33]. Muchas investigaciones han relacionado al AS
con los procesos metabdlicos y con las vias de infeccion
e invasion de diferentes parasitos [34-40]. EI AS es un
monosacarido excepcional, de marcada polaridad, resultante
de la condensacion de una molécula de acido pirtivico con

otra de manosamina. Klenk y Faillard (1954) determinaron
su estructura correcta [41-43] y Schauer, prosiguiendo
con las investigaciones de estos autores, identifico nuevos
acidos sidlicos y profundizé en el conocimiento de sus
funciones, manifestando que presentan importantes y
variados roles biologicos, incluso algunos diametralmente
opuestos [41]. Entre sus funciones se hallan las debidas
a su carga negativa, la influencia sobre la estructura de
macromoléculas y sobre la especificidad de antigenos, el
rol protector frente a ataques enzimaticos, la capacidad de
tener sitios de reconocimiento, y a la vez poseer efecto de
enmascaramiento por carga o estérico. Por lo tanto, algunas
funciones de los glucoconjugados estan determinadas, al
menos parcialmente, por la participacion en su composicion
de los acidos sialicos [44].

El analisis digital de imagenes mostr6 que los GR
tratados con EA presentaban un aumento de la capacidad
de agregacion con una marcada disminucion del nimero de



Ponce y col. / Revista de la Sociedad Venezolana de Microbiologia 2012; 32:62-69 67

c¢lulas aisladas, inclusive en cuatro de las ocho poblaciones
celulares se observo la formacion de AMAS.

La morfologia de los agregados no presentd variaciones
significativas con el tratamiento. En la incubacion con EA
y EA_ los valores de la media de ASP disminuyeron, pero
estuvieron incluidos en el rango del control, lo que podria
explicarse por el aumento observado en el porcentaje de
GR apilados constituidos por cinco o mas células y por
el marcado descenso en el porcentaje de células aisladas
iniciales.

Los valores de C,,, variaron entre 0,4 y 140,05, indicando
que el incremento en la capacidad de agregacion fue
dependiente del EA usado en el tratamiento. Estos resultados
corroboran los obtenidos previamente, en los que se observo
variabilidad en el grado de agregacion al incubar los GR
con diferentes EA, posiblemente debido a caracteristicas
intrinsecas de los mismos [10-12,33].

Las experiencias in vitro mostraron que la accioén del EA
produce agregados eritrocitarios de mayor tamafio, lo que
podria explicar la trombosis observada in vivo en pacientes
con ascariosis [1,2].

Los valores de C_,, comprendidos entre 0,3 y 0,4+0,02,
indicaron que seis de los EA alteraron en forma significativa
la carga de los GR durante la incubacion, mientras que los
dos restantes, no modificaron el contenido de AS (0,03 y
0,06+0,02). Los GR incubados con estos tltimos extractos
(EA, y EA)) fueron los que presentaron también la menor
disminucién del porcentaje de células aisladas iniciales
(C,,: 0,4+0,05 y 0,5+0,05, respectivamente). El método de
AA no detectd variacion de carga, cuando el porcentaje de
c¢lulas aisladas disminuyo al 50% y 60% de las iniciales,
mientras que cuando fueron iguales o menores al 30% de las
del control, el método mostré una diferencia significativa
entre la carga anidnica antes y después del tratamiento.
Estos resultados indicarian que el método de analisis
digital de imagenes permite detectar una menor alteracion
de carga anionica, en los eritrocitos tratados con extractos
parasitarios, que el método de AA.

Se ha reportado en infecciones por Plasmodium vivax
y P. falciparum que los cambios en la morfologia y en la
agregacion de los eritrocitos, aumentan la interaccion con
el endotelio vascular y pueden producir alteraciones en la
microcirculacion. Muchos estudios indicaron que los GR
de pacientes con malaria presentan cambios bioquimicos y
morfologicos, que conducen al aumento de la agregacion
y de la interaccion celular, relacionandose estrechamente
con la severidad de la infeccion [45]. Las alteraciones en la
forma globular se deben a que los parasitos se multiplican
en su interior, llevando al aumento de ATP acumulado en el
GR, al incremento del influjo de sodio y eflujo de potasio
a través de la membrana y a la mayor respuesta al calcio
[41,46]. Sin embargo, también se han informado alteraciones
importantes en la morfologia eritrocitaria en infecciones
producidas por Schistosoma mansoni relacionadas al daio
producido por el trematodo en los diferentes estadios de la
infeccion [47].

La disminucion en la carga eritrocitaria es uno de los

principales determinantes de la agregacion, pero también
influyen en este fenomeno la velocidad de cizallamiento de
las diferentes capas sanguineas en el interior del vaso [48], asi
como también numerosos factores plasmaticos y celulares,
entre los que se incluyen las proteinas, especialmente
fibrinogeno y globulinas, los lipidos y posiblemente otras
macromoléculas [49].

La agregabilidad es fuertemente dependiente de la
concentracion y naturaleza de las macromoléculas presentes
en el medio, aunque no todas las proteinas plasmaticas
favorecen la agregacion de GR humanos, sino aquéllas
cuyas moléculas son alargadas como en el fibrindgeno.
Existen dos hipotesis que intentan explicar la accion de
las macromoléculas en el fendmeno de agregacion. La
mas simple e intuitiva sostiene que las macromoléculas
filamentosas promueven la agregacion al interponerse entre
los GR formando puentes entre sus membranas que reducen
la repulsion electrostatica. Este modelo predice que la
agregacion se vera facilitada por una mayor concentracion de
macromoléculas proximas a la superficie de los eritrocitos.
Una segunda hipdtesis es el llamado modelo de deplecion,
segun el cual la exclusion de macromoléculas suspendidas
entre dos GR adyacentes crea un gradiente osmotico que
reduce el grado de hidratacion de la superficie globular y
facilita la aposicion de las membranas adyacentes, por lo
que este modelo predice exactamente lo contrario. Ain no
hay suficientes datos que permitan decidirse por una u otra
hipotesis [4].

El estudio de la cinética de agregacion reveld que
cinco EA produjeron una disminucion de la velocidad
de la agregacion de los GR tratados y los valores de t,,
mientras que en el tratamiento con los dos EA de menor
concentracion proteica, ambos parametros fueron similares
al control. Los resultados sugieren que por accion de los
extractos se forman agregados de mayor tamafo, pero que
sus velocidades de formacion son menores a la del control.
Si bien es cierto que para obtener agregados mas grandes se
requiere un tiempo mayor, también se podria pensar que si
el tnico efecto producido por los EA sobre los GR fuera la
alteracion de carga, se observaria, al disminuir la repulsion
electrostatica, un descenso en el tiempo de agregacion. Una
posible explicacion podria estar dada por la relacion lineal
(R*>0,87) que se observé entre los parametros de cinética
y la concentracion de proteinas de los EA, sugiriendo que
las macromoléculas cuticulares interfieren en el proceso
y causan la disminucion en la velocidad de agregacion.
Este fenomeno fue comunicado previamente utilizando la
técnica de Polibrene, donde se observo que la velocidad de
agregacion de los GR tratados con el 37,25% de los EA fue
notablemente mas lenta que la de los controles, asi como
también fue menor la cantidad de agregado final formado
[12]. El analisis estadistico determino que la cantidad de
agregado formado era independiente de la concentracion
proteica del EA [12]. Los resultados obtenidos en esta
experiencia, indican que el EA produce la disminucion en
la carga del eritrocito, pero que sus proteinas afectan la
velocidad de agregacion sin influir en el tamaio final de los
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agregados formados.

El indice de deformabilidad s6lo mostré una disminucion
en los GR que fueron incubados con los dos EA de mayor
concentracion proteica, por lo que posiblemente la adhesion
de macromoléculas cuticulares a la membrana del globulo
rojo afectd su capacidad de deformacion, aumentando la
rigidez.

La viscosidad del eritrocito, determinada por la bicapa
lipidica de lamembrana, solo se vio alterada en el tratamiento
con el EA, mientras que el médulo eléstico, en todas las
muestras tratadas, no presento diferencias significativas con
el control, sugiriendo que la incubacion con el EA no afecta
las propiedades del citoesqueleto del globulo rojo.

Los estudios hemorreoldgicos indicaron que las
alteraciones morfologicas y los cambios en la capacidad
de deformacion del GR en infecciones por Tripanosoma
cruzi causan el aumento de la viscosidad sanguinea [50] y
en schistosomosis producen anemia y conducen a hipoxia
tisular asociada a decaimiento y fatiga [47]. Los resultados
obtenidos podrian contribuir en explicar los trombos, la
anemia, el cansancio y/ o debilidad que pueden presentar
los pacientes con ascariosis [51-54].

El estudio de los parametros hemorreoldgicos antes y
después del tratamiento de los GR humanos con los EA
permite concluir: i. Los extractos tienen distinta capacidad
de alteracion de la carga anidnica, que se traduce en distintos
grados de agregacion. La alteracion de la carga aumenta
el tamafio de los agregados formados, pero sin producir
cambios en su morfologia. ii. El contacto de los EA con los
GR, disminuye la velocidad inicial de agregacion y aumenta
el tiempo necesario para obtener el 50% de agregacion total,
lo que probablemente se deba a que las macromoléculas
cuticulares del extracto interfieren en el proceso demorando
la velocidad de formacion del agregado, pero sin afectar
su tamafo final. iii. Las propiedades viscoelasticas de la
membrana podrian modificarse por la accién de algunos
extractos, los cuales afectarian la fluidez y/o disminuirian
la capacidad de deformacion del globulo rojo, pero no se
ha observado alteracion de la elasticidad del eritrocito.
Las experiencias realizadas in vitro permiten concluir que
el contacto de los EA con los GR produce alteraciones
hemorreoldgicas que podrian colaborar en la comprension
de algunos aspectos de la patologia producida por el parasito
in vivo.
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