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Efecto de Trichinella SpiraIB y de Trichinella
patagoniensis n.sp. sobre la desializacion.

Hasta hace unos afios, Trichinella spiralis era el iinico taxén del género Trichinella detectado en
animales domésticos y salvajes de América del Sur. Recientemente, se identificé un nuevo genotipo en

un puma de montana, en la provincia de Rio Negro,” Trichinella patagoniensis”, a partir de este hallazgo
se comenzo a estudiar mas sobre este nuevo genotipo. Su efecto sobre la desializacién eritrocitaria en
comparacion con Trichinella spiralis., se aborda en el siguiente trabajo.
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bioldgicas, muchas de las cuales determinan su
participacion en la respuesta inmune. El objetivo
del trabajo fue comparar el efecto de Trichinella
spiralis y Trichinella patagoniensis n.sp. sobre la
desializacién eritrocitaria. Se trabajé con 10
concentrados de larvas musculares de T. spiralis y
10 de T. patagoniensis de la misma concentracion
larval. Se realizé el tratamiento incubando el
sedimento de eritrocitos frescos con igual
volumen de concentrado larval (37 °C), tomando
muestra a los 30, 60 y 90 minutos. Los controles
fueron incubados de la misma forma con solucién
salina. Se aplicé el método de Titulacion de Ila
Agregacion por Polibrene y se determind el
CexpST. Los resultados mostraron que el valor
medio del CexpST en los eritrocitos tratados con T.
spiralis fue significativamente menor que en los
glébulos tratados con T. patagoniensis, para todos
los tiempos estudiados. El aumento del tiempo de
tratamiento también disminuyd significa-
tivamente el valor medio del CexpST para las dos
especies. Este fue significativamente menor a los
90 minutos de incubacién que a los 60 minutos y
éstos a su vez menores que a los 30 minutos. Se
concluye que T. spiralis provocd mayor
desializacion eritrocitaria que T. patagoniensis en
las condiciones experimentales estudiadas.

Palabras clave: Trichinella spiralis * Trichinella
patagoniensis n.sp. * desializacion

Enlaactualidad sereconocelaexistenciade
mas de 50 estructuras de acidos sidlicosyno sélo se
estan identificando nuevos, sino que, ademas, se
esta profundizando en el estudio de sus funciones
(1). Los acidos sidlicos se sittian en el extremo de las
moléculas de las que forman parte y fueron
hallados en vertebrados, algunos tipos de
bacterias, virus e invertebrados, pero no han sido
identificados en vegetales (1). Presentan
importantes funciones bioldgicas, por lo que
puede deducirse que algunas de ellas en los
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glucoconjugados estan determinadas, al menos
parcialmente, por la participacion de los acidos
sidlicos en su composicion. Los acidos sidlicos
presentes en glucoproteinas y glucolipidos estan
involucrados en funciones bioldgicas tales como
procesos de reconocimiento celular, vida media de
células y proteinas plasmaticas, modulacion del
sistema inmune y apoptosis. También son ligandos
de moléculas de adhesidn, mediando adhesidén
celular o transducciéon de sefiales (2). Su estudio ha
permitido relacionarlos con enfermedades, y ya
existen ejemplos concretos en infecciones
bacterianas y virales. Lo mismo sucede con
enfermedades parasitarias como malaria (3)(4) y
tripanosomiasis (5-10). Actualmente se considera
que tendrian un papelimportante en lainteraccion
parasito-hospedador, pues a pesar de que los
mecanismos celulares de muchos procesos
infecciosos no se conocen con exactitud, se ha
comunicado que involucrarian a los gluco-
conjugados de superficie del pardsito y del
hospedador (11).

La trichinellosis es una zoonosis transmitida
por consumo de carne que contiene larvas
musculares del parasito Trichinella spp. En la
Argentina la enfermedad es endémica y princi-
palmente transmitida por cerdos. Durante afios, la
Unica especie involucrada en brotes humanos y
focos porcinos en nuestro pais fue Trichinella
spiralis. Sin embargo, Krivokapich et al. (12)
comunicaron la presencia de un nuevo genotipo en
un puma de montafa, en la provincia de Rio Negro.
Este genotipo hoy es una nueva especie encap-
sulada: Trichinella patagoniensis (12). Estudios
experimentales con esta nueva especie
demostraron que los felinos y los ratones son los
animales mas susceptibles de adquirir la infeccidn,
mientras que los cerdos y las ratas presentan una
carga parasitaria muy baja (12)(13) y en las aves
domeésticas, la infeccidon no se desarrolla mas alla
delintestino (14).



Debido a su reciente hallazgo, los conoci-
mientos respecto de la biologia de esta nueva
especiealin son escasos.

En experiencias previas, utilizando eritro-
citos para el estudio de la desializacion, se ha
comunicado que las larvas musculares (LM) de T.
spiralis alteran laagregacién globular (15-19).

El objetivo del trabajo fue comparar el
efecto de T. spiralis y T. patagoniensis n.sp. sobre la
desializacion eritrocitaria.
>>> MATERIALESY METODOS

Muestras:

Se trabajé con 10 concentrados de larvas
musculares de T. spiralis y 10 concentrados de

Deteccion de Bacterias, Virus y Parasitos

Inmunocromatografia en 10-15 minutos
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larvas musculares de T. patagoniensis de la misma
concentracionlarval (1.000+200 larvas/mL)

Larvas musculares (LM) de T. spiralis y de T.
patagoniensis

T. spiralis fue donada por el Laboratorio de
Zoonosis, Laboratorio Central de la Red Provincial
de Laboratorios, Direccidon de Bioquimica y
Farmacia (Santa Fe, Argentina) y T. patagoniensis
por el Departamento de Parasitologia, Adminis-
tracion Nacional de Laboratorios e Institutos de
Salud “Dr. Carlos Malbrdn” (Buenos Aires,
Argentina), lugar, este ultimo, donde ambas
especies fueron tipificadas por analisis mole-
culares.

Las larvas infectivas L1 utilizadas se
obtuvieron por digestidn artificial con pepsina y
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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, UNR.

Las larvas se recogieron en formol al 10%, se
lavaron 3 veces en solucién fisioldgica y se
contaron microscépicamente por duplicado a los
fines de preparar concentrados larvales con un
volumen de 100 mL y una cantidad aproximada de
1.000+200 larvas/mL(20).

Glébulos rojos en medio salino (GR). Se
trabajd con suspensiones de eritrocitos humanos
frescos, provenientes de dadores sanos
voluntarios, obtenidos de muestras con
anticoagulante y lavados tres veces en solucidn
salina.

>>> METODOS
Tratamiento delos eritrocitos

Se trabajé con tres tubos incubados a 37 °C
enbafio termostatizado.

-Tubo1:100 yLGR + 100 pL concentradode LM de T.
spiralis (GR tratados 1)

-Tubo 2:100 pL GR + 100 pL concentrado de LM de
T. patagoniensis (GR tratados 2)

-Tubo 3:100 pL GR + 100 pL solucidn fisioldgica (GR
control)

Volumen final de cada tubo:200 pL

Alos 30, 60 y 90 minutos de incubacidn se
sustrajo de cada uno de los tubos una alicuota de
65 pL, previa homogeneizacién, que fue
recolectadaensolucidénsalina.

Se lavd por centrifugacion 5 minutos, y se
prepard con el sedimento globular una suspension
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eritrocitariaal 20%.

Método de titulacion de la agregacion por Polibrene
(21)

Elmétodo se aplicd simultaneamente enlos
GR control y en los mismos eritrocitos incubados
con LM de las dos especies de Trichinella. Se
hicieron diluciones seriadas progresivas de
Polibrene en solucién salina (Puro, 1/2; 1/4; 1/8;
1/128)y a continuacién se colocaron en unaplacade
vidrio, una gota de la suspensidn eritrocitaria al 20%
y una gota de cada una de las diluciones de
Polibrene. Se mezcld con varilla de vidrio y se
homogeneizé por movimientos circulares de la
placa durante 1 minuto, hasta que se produjo la
agregacion entre los eritrocitos con carga negativa
y el policatidon Polibrene.

Se evalud la carga anidnica del control y de
los GR incubados con las LM, determinando el
titulo como la dltima dilucidn del polication que
presentd agregacion. Se considerd significativa
unadiferenciade titulo >2 diluciones (22).

Alos fines de comparar la agregacion de los
glébulos incubados con LM, en relacién a la del
respectivo control, se la semicuantificd con cruces
(4+, 3+; 2+:1+; +/-; -) y se asignd un score a cada una
segun Goudemand y Marsalet (23), de acuerdo con
lasiguiente escala:

4+10
3+8
2+5
1+ 2
+/-1 (agregaciénapenas visible)

Se determind el coeficiente experimental
de score total usando el método de Polibrene
(CexpST) como el cociente entre el score total de la
agregacion (ST)delos eritrocitosincubados conlas
LMy el score de la agregacion de los eritrocitos
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control(22).

STdelos eritrocitosincubados con LM CexpST =
ST delos eritrocitos control
Dondescoretotal=%Si

Si:scoreindividual

Este coeficiente es igual a 1 cuando no hay
modificacion de acido sidlico por accidn del
parasito y es igual a 0 cuando el tratamiento
ocasiona la pérdida total del acido sialico del
eritrocito, o sea que la captacidon del mismo es
maxima.

Andlisis estadistico

Se compararon los valores del CexpST para
las dos especies de Trichinella y los diferentes
tiempos de incubacién, aplicando la técnica de
andlisis de la variancia y el test de comparaciones
multiples segun Tukey, considerando los factores
“especie” de Trichinella a dos niveles, tiempo de
incubacién a tres niveles y GR como factor
aleatorio (24).

> > > RESULTADOS

Elvalor medio del CexpST enlos GR tratados
1 fue significativamente menor que en los GR
tratados 2 (p<0,001) para todos los tiempos
estudiados, indicando que T. spiralis provocd una
mayor desializacion eritrocitaria que T. pata-
goniensis.

La disminucién del titulo en 2 0 mas
diluciones enrelacién al control se observd en 9/10
suspensiones de GR tratados con T. spiralis, (2 alos
30 minutos, 2 a los 60 y 5 a los 90 minutos),
mientras que solamente se visualizé en 2/10
suspensiones de GR Tratados con T. patagoniensis
(1alos30y1alos 9o minutos deincubacidn).
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El aumento del tiempo de tratamiento
también disminuyd el valor medio del CexpST
(p<0,000), el cual fue significativamente menor a
los 90 minutos de incubacidn que a los 60 minutos
y estos a suvez menores que alos 30 minutos, para
las dos especies estudiadas.

Losresultados semuestranenlaTablaly Figuras1y
2.
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>> Figura 1. Valores del CexpST para las
combinaciones especiey tiempo de incubacion.
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= > Figura 2. Valores de la media de la variable
CexpST para cada combinacion de niveles de los
factores especiey tiempo de incubacion.

> > Tabla I. Valores de la media y desviacién
estdndar del CexpST para eritrocitos tratados con T.
spiralis y T. patagoniensis en los diferentes tiempos
deincubacion



Combinacién n Media D:Sst\;is((;;érn
T. spiralis -30 minutos 10 0,697 0,083
T. spiralis -60 minutos 10 0,593 0,052
T. spiralis -90 minutos 10 0,433 0,066
T. patagoniensis -30 minutos 10 0,823 0,054
T. patagoniensis -60 minutos 10 0,710 0,038
T. patagoniensis -90 minutos 10 0,519 0,061

>>> Discusiony Conclusiones

Los acidos sidlicos participan en la respu-
esta inmune, ya que inhiben la via alternativa del
complemento y tienen importantes funciones de
estabilizacion de moléculas y membranas, asi
como también influencia en las interacciones de
modulacién con el medio ambiente. Muchas de sus
funciones provienen de la fuerte carga electro-
negativa que poseen, como por ejemplo la unidény

transporte de iones, la estabilizacidon de Ia
conformacidén de las proteinas, incluso enzimasy el
mejoramiento de la viscosidad de las mucinas. Sin
embargo, también pueden proteger a células y
moléculas del ataque de proteasas o glucosidasas,
extendiendo su tiempo de viday sus funciones. Los
acidos sidlicos ademds pueden regular la afinidad
dereceptoresymodularlos procesosinvolucrados
en la sefializacion transmembrana, fertilizacidn,
crecimiento y diferenciacidon. Se ha comunicado
que su efecto antioxidante es eliminador de
radicales libres, lo que seria significativo en los
endotelios de los vasos sanguineos. Otro papel
prominente que poseen es su dualismo, actuando
como enmascaradores o como sitios de recono-
cimiento (25).

Debido a las variadas funciones del acido
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sidlico, posiblemente T. spiralis lo utilice como una
manera de evadir la respuesta inmune, como se ha
sido descripto en especies de Tripanosoma (5-11) o
bien en alguna etapa de su metabolismo, tal como
se hacomunicado en Entamoeba histolytica (26).

La experiencia realizada mostré que las
larvasinfectantes de T. spiralis y de T. patagoniensis
n. sp provocan la desializacidn eritrocitaria, por lo
que se podria especular que lo obtendrian a partir
de otros glucoconjugados que posean residuos
sializados.

Las dos especies provocaron mayor desia-
lizacién con el aumento del tiempo de contacto
conlos glébulos, tal como indicé el valor medio del
CexpST de ambas, el cual fue disminuyendo a
medida que el tiempo de tratamiento aumentaba.

Para cada uno de los 3 tiempos de incuba-
cién estudiados el valor medio del coeficiente fue
significativa mente menor para T. spiralis que para
T. patagoniensis, lo que demostrd que la
desializacion era mayor en los eritrocitos cuando
estuvieron en contacto con T. spiralis, enrelacién a
cuando los mismos glébulos se incubaron con T.
patagoniensis.

Los resultados mostraron que T. spiralis
capturd mas acido sidlico de los eritrocitos
humanos que T. patagoniensis en las condiciones
experimentales estudiadas, lo que sugeriria que la
relacion hospedador-parasito que se establece es
distinta para ambas especies y posiblemente T.
spiralis tenga mayor adaptacion al hombre que T.
patagoniensis.
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