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Estados larvales de Ascaris lumbricoides:
capacidad de union a acido hialurénico.
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Resumen. El dcido hialurénico tiene importantes funciones en los proce-
sos inflamatorios y de reparacion tisular. Debido a la variedad de estrategias
utilizadas por los parasitos para evadir la respuesta inmune del hospedador y
las multiples funciones e importancia fisioldgica del acido hialurénico, el ob-
jetivo fue estudiar la capacidad de unién a acido hialurénico de estados larva-
rios de A. lumbricoides Se trabajé con 4 Concentrados de Larvas obtenidas de
la eclosion de huevos de A. lumbricoides y recolectadas por el método de
Baermann. Se modificé la técnica de deteccién de CD44 soluble en suero por
Inhibicion de la Agregacion por Adhesion. Se observé que los 4 Concentrados
Larvales unian dcido hialurénico. Los resultados obtenidos permiten suponer
la existencia de un receptor con especificidad para 4cido hialurénico en A.
lumbricoides. Este receptor eventualmente podria competir con los recepto-
res habituales del hospedador. El parasito podria utilizar este mecanismo para
evadir la respuesta inmune.

Larval stages of Ascaris lumbricoides: Hyaluronan binding
capacity.
Invest Clin 2009; 50(1): 5 - 12
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Abstract. Hyaluronic acid has important functions in inflammatory and
tissue reparation processes. Owing to the varied strategies of the parasites to
evade the host’s immune response, as well as the multiple functions and phys-
iological importance of hyaluronic acid, the aim was to study the hyaluronan
binding capacity by Ascaris lumbricoides larval stages. Larval concentrates
were prepared by hatching A. lumbricoides eggs. The larvac were collected by
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the Baermann method. The test of serum soluble CD44 detection by
Agregation Inhibition was modified. All the larval concentrates presented
hyaluronan binding capacity. The obtained results allow to suppose the exis-
tence of an hyaluronic acid specific receptor in A. lumbricoides. This receptor
eventually might compete with the usual receptors of the host. The parasite
might use this mechanism to evade the immune response.
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INTRODUCCION

El 4cido hialurénico, representa el
componente fundamental de la matriz ex-
tracelular de la piel, tejido mucoso, articu-
laciones, ojo y de muchos 6rganos y tejidos.
Interviene en los procesos de reparacion ti-
sular, siendo un componente esencial en la
repitelizacion de la epidermis y evitando la
formacion de cicatrices (1). Su caracteristi-
ca osmotica restituye la hidratacion tisular
durante el proceso inflamatorio y su viscosi-
dad ayuda a prevenir el pasaje de virus y
bacterias por la zona pericelular (2, 3). Es
un reconocido estimulador del proceso in-
flamatorio porque tiene propiedades antio-
xidantes, capacidad para eliminar radicales
libres y acttia como barrera de degradacion
tisular (4-6).

Durante la evolucién los parasitos han
sufrido una fuerte presion selectiva y han
podido sobrevivir hasta nuestros dias debi-
do a su aptitud para manipular la respuesta
inmune del hospedador en diferentes nive-
les o bien interferir en los mecanismos efec-
tores. Dentro de las numerosas estrategias
de evasion de la respuesta inmune que pue-
den utilizar los parasitos se ha descrito la
expresion sobre sus superficies de proteinas
reguladoras, inhibidores, receptores y pro-
teinas homologas a las del hospedador (7).

Considerando los multiples mecanis-
mos parasitarios para evadir la respuesta in-
mune del hospedador y la importancia fisio-
l6gica del acido hialurénico, se iniciaron las
investigaciones para determinar si Ascaris
lumbricoides expresa receptores capaces de

unir acido hialurénico. Experiencias previas
demostraron que extractos parasitarios ob-
tenidos a partir de ejemplares adultos de
este nematodo pueden captar acido hialuré-
nico (8, 9). El propésito de este trabajo fue
estudiar la capacidad de unién a 4cido hia-
lurénico de estados larvarios de A. lumbri-
coides.

MATERIALES Y METODOS

Materiales

Se prepararon concentrados de larvas
de A. lumbricoides (CLAL) a partir de heces
con huevos de este helminto. Los huevos se
concentraron por el método de flotacion de
salmuera (10), se lavaron 3 veces en agua
destilada y se colocaron en SO,H, 0,1 N du-
rante 12 a 24 dias a 37°C hasta la observa-
cién microscépica de huevos larvados (11).
Se considero los estados larvales como una
mezcla de larvas de primer y segundo esta-
dio (LL1/L.2) de acuerdo a trabajos publica-
dos en relacion al tiempo requerido para el
desarrollo de la larva durante la embriona-
cién in vitro expresado por Geenen y col.
(12). Se tomaron alicuotas del sedimento
fecal con los huevos larvados y se neutrali-
zaron con igual volumen de buffer fosfato
0,5 M pH 7. Se lavaron 3 veces en agua des-
tilada, y se procedié a la remocion de la cu-
bierta de los huevos con hipoclorito de so-
dio 1% a 37°C en atmésfera del 5% de CO,
durante 30 minutos. A continuacion se lava-
ron 3 veces en el mismo buffer suplementa-
do con antibiéticos y se colocaron en el me-
dio de eclosion a 37°C agitando constante-
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mente durante 1 a 2 horas hasta la libera-
cién completa de las larvas.

Medio de eclosion: por cada 0,5 mL de
suspension de huevos, se adicioné: 1 mL de
bisulfito de sodio 0,1M y 1mL de cloruro de
sodio 0,25 M (pre-gaseado conteniendo
0,0025% de Tween 80 y 0,1 M de bicarbona-
to de sodio) (11).

Las larvas (L.1/L2) fueron recolectadas
a las 2 horas a 37°C por el método de Baer-
mann-Moraes (13) en el buffer fosfato.
Completada la recolecciéon fueron concen-
tradas por centrifugacion y se procedié al
recuento de las mismas.

Se trabajé con 4 Concentrados de Lar-
vas (L1/1.2): CLAL; y CLAL, con 1100 a
1200 larvas/mL; CLAL; con 600 a 800 lar-
vas/mL y CLAL, con 110 a 120 larvas/mL.

Métodos

Se utiliz6 la téenica de Inhibicion de la
Agregacion por Adhesion para deteccion
del Receptor CD44 soluble de hialuronato
en suero humano. El fundamento de esta
técnica se basa en la competencia por la
uniéon de acido hialurénico (AH) entre el
CD44 soluble del suero y la moléecula de ad-
hesion CD44 (receptor de los eritrocitos).
Se prepar6 una serie de diluciones al medio
del suero donde se desea investigar la pre-
sencia de CD44 soluble (Puro; 1/2; 1/4;
1/8.....1/512). Se agrega acido hialurénico
y se revela con eritrocitos Grupo O. Cuando
el receptor soluble en suero estda presente,
se produce la inhibicion de la adhesion de
acido hialurénico a CD44 de los eritrocitos.
Se determina el titulo del receptor CD44
soluble en suero, siendo éste igual a la in-
versa de la mayor diluciéon que presenta
agregacion (14).

Esta técnica fue modificada a los fines
de la experiencia de la siguiente forma:

En primer lugar se titularon varios
pooles de sueros con el objeto de seleccio-
nar, ¢l que presentara un titulo de CD44 so-
luble igual o mayor a 16, para evitar estar

trabajando en el limite de sensibilidad de la
técnica cuando se realizara el estudio de los
concentrados larvarios.

La técnica de inhibicion de la agrega-
cién por adhesion se basa en una inhibicién
semicuantitativa donde se considera signifi-
cativa una diferencia de titulo igual o ma-
yor a dos diluciones entre las dos series de
diluciones del suero. Esto determina que
para poder observar esta diferencia, el titu-
lo del suero en la primera serie no debe ser
menor a 4, siendo este titulo el limite de
sensibilidad de la técnica.

Se prepararon series de diluciones al
medio de pooles de sueros (puro a 1/512).
El volumen final de cada dilucion fue de 50
ul. A todos los tubos se les agregd igual vo-
lumen de 4cido hialurénico, concentracion
1/128 en PBS pH 7,4 (AH) vy se dejé reac-
cionar 15 minutos a 4°C. Pasado este tiem-
po se adicioné 50 uL del sistema revelador
(suspension al 2% de eritrocitos Grupo O,
lavados 3 veces en PBS pH: 7,4 y en medio
enzimatico de bromelina.

Medio enzimatico de bromelina:
Pre-tratamiento de los hematies durante 15
minutos a 37°C con bromelina, la cual es
una enzima proteasa que se utiliza en las
pruebas seroldgicas para aumentar la agre-
gacion de los hematies ya que reduce su
carga superficial al hidrolizar las sialoglico-
proteinas de la superficie celular). Después
de 24 horas a 4°C se determind el titulo de
(CD44 soluble en los pooles de sueros, sien-
do éste la inversa de la dltima dilucién que
present6 agregacion.

Se incluy6 un testigo positivo de agre-
gacion por adhesion (Testigo +: 50 uL de
AH + 50 uL del plasma autélogo de los eri-
trocitos Grupo O + 50 uL de eritrocitos
Grupo O).

Una vez seleccionado el pool de sueros
a utilizar en la experiencia de Inhibicion de
la Agregacion por adhesion (Titulo 16), se
preparé una suspension en partes iguales
de acido hialurénico (1/64 en PBS pH 7,4)
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y CLAL, de tal manera que la concentracion
final fuera 1/128, y se dej6é en contacto 60
minutos a 4°C (mezcla AH-CLAL) a los fines
de hacer posible la unién entre las larvas y
el 4cido hialurénico.

Se prepararon dos series de diluciones
del pool de sueros seleccionado (puro a
1/64). El volumen final de cada dilucion fue
de 50 uL. A cada tubo de la primera serie se
le agreg6 50 ul de AH (1/128), y a los tu-
bos de la segunda serie igual cantidad de la
mezcla AH-CLAL. Ambas series fueron colo-
cadas durante 15 minutos a 4°C. En esta
etapa ocurre la unién entre el 4cido hialu-
réonico y el receptor soluble del pool de sue-
ros. Si las larvas presentan capacidad de
uniéon a hialuronato, la cantidad de 4cido
hialurénico libre en la mezcla AH-CLAL dis-
minuye y por lo tanto es menor la unién a
CD44 soluble.

A todos los tubos de ambas series se les
adiciona 50 ul. del sistema revelador (sus-
pension al 2% de eritrocitos frescos Grupo O
en medio enzimatico de bromelina).

La lectura de inhibicion de la agrega-
cion por adhesion se realizé después de 24

horas a 4°C determinando el titulo de
CD44 soluble en el pool de sueros de las
dos series.

RESULTADOS

Los 4 CLAL presentaron capacidad de
union a acido hialurénico. La lectura de in-
hibicién de la agregacion por adhesion mos-
tro diferencias significativas en el titulo de
CD44 soluble del pool de sueros entre las
dos series. El titulo disminuy6 4 diluciones
cuando se agreg6 al acido hialurénico
CLAL,, CLAL, y CLALj;. La incorporacién de
CLAL, provoc6 una disminucion de titulo
de 3 diluciones. Estos resultados se obser-
van en la Tabla 1.

DISCUSION

La matriz extracelular estd formada
por macromoléculas que constituyen el eco-
sistema donde las células cumplen sus fun-
ciones vitales. El acido hialurénico tiene un
papel importante en la migraciéon celular,
contribuye a la adhesividad de las células y

TABLA 1
TITULACION DE CD44 SOLUBLE EN UN POOL DE SUEROS CON Y SIN EL AGREGADO
DE CONCENTRADOS DE LARVAS (L.1/L2) DE Ascaris lumbricoides

Diluciones del Puro 1/2 1/4 1/16 1/32 1/64  Titulo de CD44
pool de sueros soluble
Al ++ ++ + +/- - - 16
Primera serie
AH- CLAL, +/- 1
Segunda serie
AH- CLAL, +/- 1
Segunda serie
All- CLAL, + 1
Segunda serie
All- CLAL, + 4/ 5

Segunda serie

AH: Titulacién con acido hialurénico. AH-CLA: Titulacidon con la mezcla en partes iguales de acido hialurénico y

concentrados larvarios.
Grados de aglutinacion:

++ aglutinaciéon moderada. + aglutinacion leve.

+/- aglutinacién muy leve. - sin aglutinacion
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facilita la hidratacion de los tejidos por sus
radicales libres que se ligan a las moléculas
de agua. Puede unirse a la proteina B, y for-
mar un complejo que se asocia al estimulo
de la actividad de proteina quinasa, partici-
pando en la transduccion a nivel celular y
en la interaccion de la superficie celular
con el citoesqueleto (15).

La respuesta inicial a los ataques de
los tejidos incluye la formaciéon de una ma-
triz extracelular rica en acido hialurénico y
fibrina que soporta la influencia de fibro-
blastos y células endoteliales dentro de la
zona de ataque y la siguiente formacion de
tejido de granulacion. La matriz de tejido
de granulacion, rica en 4cido hialurénico,
desarrolla funciones de reparacion tisular.
Ademais de ser un estimulador del proceso
inflamatorio, el 4cido hialurénico se carac-
teriza por su funcién moderadora de la in-
flamacién debido a sus propiedades antioxi-
dantes, a la eliminacion de radicales libres y
a su accion como barrera de degradacion ti-
sular (16).

Se ha establecido también la importan-
cia del 4cido hialurénico en los procesos in-
fecciosos.

Streptococcus pyogenes sintetiza una
cdpsula de dcido hialurénico a los fines de
evitar la actividad fagocitica de las células
del sistema inmune (17), por otro lado se
ha reportado que el 4cido hialurénico se
asocia al fenomeno de citoadherencia pla-
centario de Plasmodium ya que se ha obser-
vado la liberacién de parasitos de placentas
infectadas cuando se tratan con condroitin
sulfato A (18, 19).

En la mayoria de los trabajos de inves-
tigacion, sin embargo, se reporta la existen-
cia de microorganismos con capacidad de
sintesis de hialuronidasas, como Streptococ-
cus, Staphylococcus y Clostridium. Los
Streptococcus Grupo B producen una pro-
teina que degrada al acido hialurénico, y si
bien se desconoce su funcion, tedricamen-
te, facilitaria la diseminacion del microor-

ganismo a través de los tejidos, siendo un
determinante de virulencia productor de
dafio directo a los tejidos y de evasion de la
actividad inmunoldgica (20, 21).

La hialuronidasa, llamada también fac-
tor de diseminacién, es una enzima que
despolimeriza de forma reversible al dcido
hialurénico, lo que reduce temporalmente
la viscosidad de la matriz extracelular. El
acido hialurénico es un constituyente im-
portante de la sustancia intercelular del te-
jido conjuntivo, y. su despolimerizacion fa-
vorece la diseminacion del patégeno y pro-
duce dano a las células del hospedero (20-
22).

La sanguijuela, un helminto parasito,
también tiene en su saliva hialuronidasa
que favorece el flujo de sangre y fluidos de
las areas afectadas y simultdneamente ejer-
ce un efecto antibacteriano sobre Strepto-
coccus sp. al destruir el dcido hialurénico
de la superticie de la bacteria (23, 24).

La técnica utilizada en esta experien-
cia ya ha sido empleada en el estudio de pa-
cientes hipertensos (25). El método se fun-
damenta en la competencia por la union de
acido hialurénico entre el CD44 soluble
presente en el suero y el CD44 presente en
los eritrocitos; debido a que es una técnica
de facil implementacion en el laboratorio y
tiene buena sensibilidad, podria ser qtil
para estudiar el sistema CD44/hialuronato
en otras patologias.

En experiencias previas, a los fines de
evaluar la unién de 4cido hialurénico (AH)
a los extractos de A. lumbricoides (EA) (8,
9), la técnica fue modificada incorporando
un primer paso donde ambos se ponen en
contacto en partes iguales para permitir la
reaccion (mezcla AH- EA), de tal manera
que la concentracién final de 4cido hialuré-
nico se mantuvo en 1/128 que es la descri-
ta en la técnica original. En esta experien-
cia, se reemplazé la cantidad de EA por
CLAL. La primera serie de diluciones del
pool se enfrenta con AH (1/128), y la se-
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gunda con la mezcla AH-CLAL. Un mismo
titulo de CD44 soluble en las dos series sig-
nifica que el concentrado de estados larva-
les no tiene capacidad de unién a 4cido hia-
lurénico, y por el contrario si los titulos di-
fieren en las series demuestran que las lar-
vas de este pardsito captaron dcido hialuré-
nico. Se considera significativa una diferen-
cia igual o mayor a 2 diluciones entre los ti-
tulos de CD44 soluble en las dos series.

El 4cido hialurénico es un glicosami-
noglicano constituido por residuos alter-
nantes de 4cido glucurénico y N-acetilglu-
cosamina. No tiene una forma definida en
el espacio, sino que se extiende aleatoria-
mente tendiendo a ocupar un volumen muy
grande debido a la repulsion electrostatica
de los grupos carboxilo del acido urénico.
La quitina es otro polisacirido de funcién
estructural, indispensable para el desarrollo
de las cubiertas de los helmintos. Esta cons-
tituida por un derivado de la glucosa que es
la N-acetil glucosamina (26).

Recientemente se ha demostrado simi-
litud entre los mecanismos biosintéticos
del acido hialurénico y de la quitina, y se
sugiere un ancestro comun entre las enzi-
mas Acido Hialurénico Sintasa y Quitina
Sintasa (27). Las experiencias realizadas
con los EA obtenidos a partir de ejemplares
adultos del parasito, demostraron que el
63,89% de los extractos estudiados tenian
capacidad de union a acido hialurénico (8).
Esta union podria deberse a la presencia de
uno o mas tipos de receptores en el parasi-
to adulto, pero se desconoce hasta el mo-
mento si este receptor es especifico para
acido hialurénico, o es un receptor para
quitina, o si existen ambos que en forma si-
multdnea pueden realizar la captacion. A
los fines de conocer la naturaleza del recep-
tor involucrado en la unién de acido hialu-
ronico a A. lumbricoides se decidié estudiar
estados larvales del pardsito ya que carecen
de quitina. En esta experiencia los 4 CLAL

unieron acido hialurénico. Los resultados
de la Inhibicion de la Aglutinacion por
Agregacion permitieron observar una capta-
cién levemente superior de acido hialuréni-
co (tal como se demostré por la disminu-
cién del titulo de CD44 soluble) en los
CLAL que tenian una cantidad de larvas
igual o mayor a 600-800 larvas/mL, aunque
se observé también unién significativa de
acido hialurénico en el CLAL, (110 a 120
larvas/mL). Esta experiencia in @itro nos
permitiria inferir que, in vivo, una infec-
cion con una moderada cantidad de huevos
larvados podria provocar una competencia
del parasito con los receptores habituales
del hospedero a los fines de secuestrar aci-
do hialurénico. Durante los procesos de
coevolucion, los pardsitos pueden haber
compartido y conservado estructuras mole-
culares equivalentes a las de sus respectivos
hospedadores, que puede reflejar la adapta-
cion para evadir los mecanismos inmunita-
rios (28). Los resultados obtenidos permi-
ten suponer la existencia de un receptor
con especificidad para dcido hialurénico en
A. lumbricoides.

Experiencias futuras deberian orientar-
se a los fines de establecer ¢l rol del hialu-
ronato en la ascariosis. Debido a las comu-
nicaciones realizadas en relacion al acido
hialurénico y otros patégenos, se podria su-
poner que es un mecanismo que A. lumbri-
coides utilizaria para la evasién de la res-
puesta inmune. Seria interesante para com-
prender el proceso de infeccion, estudiar la
posible participacion de este pardsito en fe-
némenos de adherencia celular, como asi
también determinar si este nematodo tiene
capacidad de sintesis de hialuronidasa. El
conocimiento completo de las diversas es-
trategias que los parasitos han desarrollado
a lo largo de la evolucion, para poder sobre-
vivir al sistema inmune de los hospederos,
es aun uno de los desafios cientificos de
nuestra época.
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