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RESUMEN

Introduccion: se ha demostrado que Ascaris lumbricoides capta acido sialico
eritrocitario.

Objetivo: estudiar la evolucidén de la dimension fractal y la correlacion temporal de
los agregados eritrocitarios producidos por incubacién con el helminto.

Métodos: se trabajo con extractos parasitarios y concentrados de larvas, que
fueron incubados en partes iguales con eritrocitos grupo O, en medio salino y
enzimatico, durante 90 min (eritrocitos tratados). Las suspensiones de eritrocitos
control se incubaron con igual volumen de buffer fosfato salino. Las muestras de
eritrocitos fueron extraidas cada 10 min durante la incubacion. Se aplicd analisis
digital de imagenes para la toma de los datos, se calculé a posteriori el conteo de
células aisladas utilizando la técnica de box-counting y se aplicéd el método de May
y Sugihara, realizando las comparaciones siguientes: control de sangre entera
enfrentada a otra muestra control de igual caracteristica; control enfrentado a
eritrocitos tratados con concentrados de larvas y control enfrentado a eritrocitos
tratados con extractos parasitarios.
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Resultados: el analisis de la dimension fractal para eritrocitos controles en ambos
medios mostré una evolucidén de tipo movimiento browniano. Los eritrocitos
tratados con extractos parasitarios presentaron un movimiento cadtico determinista
en medio salino y browniano fraccionario en medio enzimatico. La cinética de
agregacion de los eritrocitos tratados con concentrados de larvas presentd un
comportamiento intermedio entre ambos. La correlaciéon temporal indicé que la
conducta del control fue aleatoria en ambos medios y que los eritrocitos tratados
con extractos parasitarios presentaron un comportamiento cadtico determinista en
medio salino y débilmente autosemejante en medio enzimatico. El control
enfrentado a muestras tratadas con concentrados de larvas en ambos medios, tuvo
una conducta intermedia entre la que presentaron los otros dos procesos.
Conclusiones: los analisis matematicos realizados han permitido caracterizar el
proceso de agregacion eritrocitaria producido por Ascaris lumbricoides.

Palabras clave: Ascaris lumbricoides, dimension fractal, correlacién temporal,
agregados eritrocitarios.

ABSTRACT

Introduction: Ascaris lumbricoides has been shown to capture erythrocyte sialic
acid.

Objective: study the evolution of the fractal dimension and the time correlation of
erythrocyte aggregates produced by incubation with this helminth.

Methods: parasite extracts and larval concentrates were incubated in equal parts
with group O erythrocytes in saline and enzymatic media for 90 minutes (treated
erythrocytes). Control erythrocytes suspensions were incubated with an equal
volume of saline phosphate buffer. Erythrocyte samples were extracted every 10
minutes during incubation. Digital image analysis was used for data collection. The
count of isolated cells was estimated a posteriori using box-counting technique. The
May & Sugihara method was used for the following comparisons: whole blood
control vs. a control sample with the same characteristic; control vs. erythrocytes
treated with larval concentrates, and control vs. erythrocytes treated with parasite
extracts.

Results: fractal dimension analysis of control erythrocytes revealed Brownian
motion evolution in both media. Erythrocytes treated with parasite extracts showed
deterministic chaotic motion in the saline medium and fractional Brownian motion in
the enzymatic medium. The behavior of aggregation kinetics for erythrocytes
treated with larval concentrates was intermediate between the two. Time
correlation revealed random behavior by the control in both media. It also showed
that erythrocytes treated with parasite extracts had deterministic chaotic behavior
in the saline medium and weakly self-similar behavior in the enzymatic medium.
When compared with samples treated with larval concentrates in both media, the
behavior of the control was intermediate between that of the other two processes.
Conclusions: the mathematical analyses conducted have allowed characterization
of the process of erythrocyte aggregation performed by Ascaris lumbricoides.

Key words: Ascaris lumbricoides, fractal dimension, time correlation, erythrocyte
aggregates.
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INTRODUCCION

Las larvas de Ascaris lumbricoides tienen contacto directo con los eritrocitos del
hospedador durante la circulacién por el torrente sanguineo y el estado adulto, si
bien posee localizacidn intestinal, puede migrar y perforar la pared del intestino o
penetrar en los canales venosos, teniendo eventualmente también contacto con los
gldbulos rojos.' En experiencias previas se ha demostrado alteracién de la carga
eritrocitaria®® y de los parametros hemorreoldgicos’® por este helminto, asi como
también que el fendmeno es mas importante en eritrocitos desializados.®'°

Los acidos sialicos estan involucrados en funciones bioldgicas, como son los
procesos de reconocimiento celular, vida media de células y proteinas plasmaticas,
modulacion del sistema inmune, apoptosis, adhesién celular y transduccion de
sefales. Los residuos de acido sialico de las glicoproteinas de superficie son los
principales responsables de la carga negativa del glébulo rojo, y favorecen la
interaccidn de los eritrocitos con el endotelio vascular, razones por las que el acido
sidlico es un elemento fundamental del comportamiento hemorreoldgico y
hemodindmico.'! La agregacidn eritrocitaria desempefia un papel importante en la
microcirculacién y su estudio es particularmente relevante en diabetes,
aterosclerosis, hipertension arterial y otras vasculopatias.'**®

La glicobiologia reveld un espectro nuevo de funciones bioldgicas de los hidratos de
carbono. Los mecanismos celulares de muchos procesos infecciosos no se conocen
con exactitud, pero hoy dia se acepta que tanto los glucoconjugados de la superficie
del parasito como los del hospedador, estan intimamente involucrados en las
interacciones que se establecen entre ambos.!®

Debido a la importancia biolégica y patoldgica de la captacion de acido sialico por A.
lumbricoides, los estudios matematicos posibilitan el estudio de la interaccién
parasito-eritrocito. Este analisis no puede ser realizado utilizando la nocién de
longitud dentro de la geometria euclidea clasica, por lo cual se debe recurrir a
conceptos matematicos conocidos como fractales, que ya han sido aplicados en el
estudio de procesos bioldgicos.'”*° La técnica de analisis digital de imagenes?®
permite la obtencion de los datos de estos analisis.

El objetivo estuvo en estudiar la dimensién fractal temporal y la correlaciéon
temporal de eritrocitos en medio salino y enzimatico, incubados in vitro con A.
lumbricoides, a los fines de determinar la dindmica de la interaccion eritrocito-
parasito y caracterizar el proceso.

METODOS
Muestras

Extractos de A. lumbricoides (EA): se trabajo con extractos parasitarios obtenidos a
partir de la remocion de la cuticula de ejemplares adultos y ruptura mecanica
refrigerada.?!

Concentrados de larvas (CLAL): se utilizé un concentrado de larvas L1/ L2 de A.
lumbricoides (5 100 = 200 larvas/mL) obtenido de la embrionacion y eclosion de
huevos in vitro,???® y posterior recoleccion de larvas por el método de Baermann-
Moraes.**
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Glébulos rojos humanos (GR): se trabajé con muestras sanguineas humanas
frescas Grupo O, en medio salino y enzimatico, anticoaguladas con EDTA. Se
separo el plasma autdlogo y se lavaron los GR 3 veces con buffer fosfato salino pH
7,4 y osmolaridad 295 mOsm/kg (PBS).

Procesos

Tratamiento de los glébulos rojos: se incubaron 200 L del sedimento globular con
igual volumen de EA/CLAL durante 90 min a 37 °C (GR tratados). Los eritrocitos
utilizados como control, se incubaron de la misma manera con igual volumen de
PBS. Cada 10 min, se extrajeron 40 pL de las suspensiones de GR tratados y
controles. Finalizado cada uno de los tiempos de incubacion, los eritrocitos se
lavaron 3 veces en PBS.

Distribucién de agregados eritrocitarios por analisis digital de imagenes:?%2° los GR
tratados y controles fueron suspendidos en plasma autdlogo a 0,13 % y
mantenidos en reposo durante 5 min para inducir la agregacion. Para cada
suspensién se examinaron las imagenes de las diferentes poblaciones de agregados
de cada uno de los tiempos de incubacion (0, 10, 20, 30, ...90 min) en un
portaobjeto excavado ubicado sobre la platina de un microscopio dptico invertido
(Union Optical, Japén). Las imagenes se obtuvieron por triplicado con un objetivo
de 40x y una camara fotografica digital (Canon Powershot A640).

Analisis matematico no lineal: %9227 en cada muestra y para cada una de las
imagenes obtenidas en los 10 tiempos de incubacion, se calculé a posteriori el
conteo de tipo box-counting, con el fin de obtener la dimension fractal; la cual se
obtiene de una imagen en 2 dimensiones, siendo sin duda el mas extendido en la
literatura cientifica. Este analisis puede aplicarse a distribucion de puntos, curvas,
superficies y volimenes. Para la realizacion del método practico, se utilizd una
rejilla de celdas de lado r, cubriendo cada imagen obtenida a distintas escalas. La
dimension de la imagen en sentido de sitios ocupados estd dada por:

Ln N(r) = D*Ln (1/r) + C

Donde N es el nUmero de cajas ocupadas, r el lado de las cajas, y D la dimension
fractal de la imagen.

Método de May & Sugihara:?®2° Con los datos obtenidos en forma de series
temporales correspondientes al conteo de células libres de los sitios ocupados (box-
counting), y el paso de acuerdo a los distintos tamafios de cajas en forma de series
temporales, se calculd la correlacidon no lineal utilizando la férmula propuesta por
Feders:

C (H)= 2(2*"*-1)
Para C=0 resulta H=1/2
C= 0 resulta H= 1/2

Donde C(H) es la correlacion dada por: Correlacion (r)= covarianza
(X,Y)/des.std.X.des.std.Y

Se hicieron las comparaciones siguientes: control de sangre entera enfrentada a
otra muestra control de igual caracteristica; control enfrentado a GR tratados con
CLAL y control enfrentado a GR tratados con EA.
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RESULTADOS

Analisis de la evolucidon de la dimensién fractal
Muestras de glébulos rojos humanos incubadas con PBS (controles)

El calculo de la dimensidn fractal en cada una de las imagenes tomadas de las
muestras control en medio salino (total: 150 imagenes) y en medio enzimatico
(total: 120 imagenes), indicé una evolucién de tipo movimiento browniano ordinario
sin patrén subyacente, tal como se esperaria de una muestra de eritrocitos
normales.

La velocidad de agregacion de los GR analizados en medio salino presenté una
conducta aleatoria, de tipo ruido blanco y en medio enzimatico los eritrocitos
exhibieron un comportamiento tipo ruido 1/f. Se observd que la cinética de
agregacion tuvo un valor inicial bajo, que aumenté en el segundo paso en medio
salino, mientras que en medio enzimatico presentd un valor inicial alto; aunque en
ambos medios terminaron oscilando alrededor del valor final.

Muestras de globulos rojos humanos incubadas con extractos de Ascaris
lumbricoides

En las muestras tratadas en medio salino (total: 150 imagenes), los valores
correspondientes a la dimension fractal se estabilizaron en una meseta, dando lugar
a un proceso caoético fuertemente autosemejante. La cinética de agregacion
indicaria una conducta de tipo cadtico determinista, que avala la obtencién del
exponente de Ljapunov del proceso, y posibilitaria predecir la conducta para los
primeros tiempos de este, por lo que se estaria en condiciones de pronosticar la
dindmica y evitar un proceso no deseado. El analisis de las muestras desializadas
tratadas (total: 90 imagenes), mostré una amplia dispersidon entre el nimero de
células aisladas iniciales y finales, con una meseta de valor medio entre un minimo
y un maximo, entre los resultados obtenidos a los 20 y 80 min. La cinética de
agregacion en medio enzimatico indicaria un proceso de tipo movimiento browniano
fraccionario.

Muestras de glébulos rojos humanos incubadas con concentrados de larvas (5 100
=+ 200 larvas/mL)

En las imagenes obtenidas de las suspensiones eritrocitarias incubadas, con los
CLAL tanto en medio salino (total: 90 imagenes) como en medio enzimatico (total:
90 imagenes), se observd que la cinética de agregacién de los GR presentaba un
comportamiento intermedio entre el de los controles y el de las muestras tratadas
con EA. El analisis de la evolucién de la dimensién fractal del total de las imagenes
mostré un comportamiento de tipo ruido 1/f para los eritrocitos en medio salino,
mientras que para los GR desializados se observaron solo 2 picos elevados en los
valores. Los resultados del estudio de la evolucién de la dimension fractal de los
agregados eritrocitarios se muestran en las figuras 1 y 2.
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Promedios de dimension fractal
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Fig. 1. Promedio de la evolucién de la dimension fractal en
medio salino.
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Promedios de dimensidn fractal
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Fig. 2. Promedio de la evolucién de la dimension fractal en
medio enzimatico.

Analisis de la correlacion temporal

Comparacion: control de sangre entera enfrentada a otra muestra control de igual
caracteristica

Los resultados para las imagenes tomadas en medio salino, a intervalos regulares
de tiempo (total: 150 imagenes), fueron aleatorios de tipo ruido blanco, mientras
que el analisis de las 120 imagenes correspondiente a las muestras controles en
medio enzimatico mostrd que la correlacion presentd una conducta 1/f (débilmente
aleatoria), donde se sucedieron correlaciones de tipo persistente (Fig. 3).
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Fig. 3. Correlacion entre muestras control enfrentadas a
muestras control.

Comparacion: control enfrentado a muestras tratadas con extractos de Ascaris
lumbricoides

Las muestras de GR tratadas en medio salino (total: 150 imagenes),
correspondieron a procesos caoticos deterministas, mostrando la presencia de un
patrén subyacente, por lo que se trataria de un proceso autoorganizado en lo que
respecta a procesos fractales. Al analizar las 90 imagenes obtenidas de las
muestras incubadas en medio enzimatico, se observé que la correlacion GR
bromelinizados control enfrentado a GR bromelinizados tratados, presentaba un
minimo a lo largo de todo el proceso y una conducta que se estabilizé tornandose
débilmente autosemejante (Fig. 4).
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Fig. 4. Correlacion entre muestras control enfrentadas a
muestras tratadas con extractos de Ascaris lumbricoides.

Comparacion: control enfrentado a muestras tratadas con concentrados de larvas

Las imagenes obtenidas de las 3 suspensiones incubadas con CLAL en medio salino
(total: 90 imagenes) y en medio enzimatico (total: 90 imagenes), mostraron la
conducta de un proceso intermedio entre el de los controles y las muestras
eritrocitarias tratadas con EA (Fig. 5).
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Fig. 5. Correlacion entre muestras control enfrentadas a
muestras tratadas con concentrados de larvas.

DISCUSION

En el contexto de los estudios multidisciplinarios de los procesos bioldgicos, los
modelos matematicos y los analisis no lineales han permitido la interpretacién de
las interacciones entre células y moléculas, y han sido aplicados para estudiar
propiedades de los eritrocitos en distintas enfermedades. 8192631

Ascaris lumbricoides produce la geohelmintiasis mas comun de los paises
subdesarrollados.”"?> En experiencias previas, utilizando métodos que evallan de
manera indirecta el contenido de acido sialico eritrocitario, se ha demostrado que
existe alteracion de la carga anidnica por contacto de los globulos rojos con este
nematodo,*!° y que este efecto es mas significativo cuando los gldbulos estan
previamente desializados.?'° Estas investigaciones indicarian que los pacientes
diabéticos o hipertensos con ascariosis pueden presentar una deficiencia de acido
sidlico globular, que favoreceria las complicaciones de la infeccién. Por otro lado,
también se ha comunicado que la alteracion de la carga eritrocitaria producida por
el parasito, conlleva a alteraciones hemorreoldgicas, sin embargo, esta alteracion
no habia podido hasta el momento ser caracterizada en forma tedrica.

Los resultados del analisis realizado de la evolucion de la dimension fractal y de la
correlacion temporal, no solo caracterizan la alteracién que los GR sufren en
contacto con EA y CLAL, sino también la cuantifican. El analisis de la evoluciéon de la
dimension fractal mostré que las muestras control, en medio salino presentan la
conducta aleatoria esperada para muestras de GR normales,!®1°2° indicando que
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los glébulos no modificaron su carga anidnica a lo largo de la incubacién con PBS:
Cuando los GR control fueron desializados de manera parcial por la bromelina
presentaron un patrén débilmente aleatorio, tal como se esperaria para muestras
deficitarias en &cido sidlico.?! Estas experiencias concluirian que las muestras
controles conservan su carga durante la incubacion con PBS y que la cinética de
agregacion en medio salino es la esperada para una suspension de eritrocitos
normales (evolucidn de tipo movimiento browniano);!®?° mientras que en medio
enzimatico presentan una conducta aleatoria de tipo ruido 1/f, con pérdida leve de
aleatoriedad, debido a la disminucion de carga ocurrida por la bromelina.

En los GR incubados con el parasito, tanto en medio salino como enzimatico, se
produjo una disminucién de carga anidnica, que originé el aumento de la
agregacion, en concordancia con las comunicaciones previas realizadas.*° El
tratamiento de las muestras, al alterar la carga anidnica, modificé la conducta del
control, convirtiéndose en un proceso cadtico en medio salino y cadtico
determinista en medio enzimatico. Los procesos cadticos en ambos medios, fueron
mas intensos en el contacto de los GR con los EA en relacién con CLAL, lo cual
sugiere que los primeros produjeron la mayor alteracion de carga eritrocitaria,
quiza debido a su contenido proteico. Por otro lado, el aumento de la agregacion
producido por el contacto con el parasito en medio salino produjo la pérdida de
aleatoriedad del proceso observado en los controles, mientras que en el medio
enzimatico, la modificacidn de la cinética de agregacion del control fue mayor,
resultando en una conducta débilmente aleatoria con una amplia dispersién entre
los valores obtenidos de células aisladas.

Estas observaciones que han sido detectadas en los trabajos previos
mencionados,*!° han podido ser caracterizadas en este trabajo a través del
cuantificador matematico no lineal, la correlacion temporal, la cual en las muestras
de sangre control enfrentadas a muestras de sangre control, tanto en medio salino
como en medio enzimatico (Fig. 3), mostré en ambos casos y para todo tiempo de
evaluacion, que se mantuvo constante, sin variaciones; por lo que fue
independiente del tiempo en el cual se evalué el pardmetro matematico, que se
mantuvo constante y en forma mas marcada en medio enzimatico, presentando un
comportamiento de tipo ruido 1/f. En ambos casos la serie temporal exhibié una
conducta caracterizada por un movimiento browniano ordinario, donde la
correlacién fue independiente del paso del proceso. Este evaluador no lineal, para
muestras control enfrentadas a muestras control en medio salino, oscilé C(T)= 0,40
con una correlacion de tipo anti-persistente, mientras que en medio enzimatico
C(T)= 0,95, los valores fueron claramente diferentes y consistentes para todas las
muestras.

Para la correlacién temporal, de las muestras de sangre control enfrentadas a
muestras tratadas con EA (Fig. 4), los resultados en medio salino correspondieron a
una conducta débilmente cadtica, mientras que en medio enzimatico fueron muy
caoticas deterministas, mostrando en todos los casos un minimo en el valor de la
correlacién.

Para la correlacion temporal, de las muestras de sangre control enfrentadas a
muestras tratadas con CLAL (Fig. 5), en ambos medios, la conducta desde el punto
de vista no lineal resulté cadtica, en forma débil en medio salino y fuerte en medio
enzimatico. Es importante destacar, que todos los resultados por poblaciones
resultan consistentes y que los cuantificadores han podido caracterizar todas las
muestras.

Los acidos sidlicos muestran una inmensa diversidad de estructuras que reflejan su
participacion en importantes procesos bioldgicos de crecimiento y desarrollo, tanto
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normal como patoldgico.3?3* Adicionalmente, los diferentes tipos de acidos sialicos
son importantes en la carga neta de la superficie celular de los mamiferos y
protistas parasitos, siendo relativamente abundantes en el glucocalix de
enterocitos, eritrocitos y células caliciformes maduras del intestino delgado, asi
como en el moco de las mucosas.'®3?33 Su disminucidn tiene consecuencias
hemorreolégicas y hemodindmicas fundamentales en el desarrollo de distintas
enfermedades humanas.'®

La disminucion del acido sialico del gldébulo rojo es importante en la interaccion
parasito-hospedador, y su estudio podria colaborar en la explicacién de algunos
aspectos de la enfermedad producida en ascariosis.?*3® Por otro lado, si se
considera que el comportamiento de los eritrocitos bromelinizados puede
compararse al de los glébulos de pacientes diabéticos, hipertensos'? o con alguna
enfermedad con déficit de acido sialico eritrocitario, asi como también que la
ascariosis es una parasitosis cosmopolita muy frecuente, el analisis de los
agregados eritrocitarios producidos por A. lumbricoides en medio enzimatico, es
aplicable al estudio de la infeccién parasitaria en pacientes con esas enfermedades.

Esta experiencia, que combina herramientas matematicas complejas con el analisis
digital de imagenes, ha permitido englobar y corroborar todas las comunicaciones
antes citadas*'° y, por primera vez, caracterizar realmente el proceso de
agregacion que se produce desde un punto de vista dindmico, permitiendo la mejor
comprension de la interaccion bioldgica entre los eritrocitos y A. lumbricoides.
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