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LOCALIZACION INMUNOCITOQUIMICA '

DE COMPONENTES ASOCIADOS
A LA MEMBRANA CITOPLASMATICA
DE DIVERSAS FORMAS BIOLOGICAS

-~ DE TRYPANOSOMA CRUZI
~ Y LEISHMANIA AMERICANA

INTRODUCCION:

La membrana de los eucariotes estd
recubierta en su cara externa por una
capa de polisacdridos de cadena corta
{generalmente menos de 15 monosaca-
ridos) denominada GLICOLALIX vy
que puede presentar una altisima varia-
bilidad en su composicién basidndose
en solo 9 azilicares. Estas cadenas estin
ancladas en diferentes formas a la
membrana citoplasmatica siendo la
mas frecuente |la asociacidbn a una pro-
teina, ya siendo ésta integral o superfi-
cial, constituyendo glicoproternas de
superficie. La exhibicién de estos com-
puestos ha demostrado ser de particu-
lar importancia en procesos de recono-
cimiento intercelulares y en procesos
infectivos de algunos trypanosomati-
dios (Villalta y Kierszenbaum, 1985).

Las lectinas son glicoproteinas mul-
timéricas de origen no inmunolégico
aisladas de plantas y animales. Poseen
sitios donde pueden enlazar de manera
no covalente a un azucar en particular
0 @ una corta secuencia de éstos, pose-
vendo alta especificidad en el recono-
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cimiento. Debido a su multimericidad
tienen la capaCidad de aglutinar células
que exhiben como azucar de membra-
na aquél para el cual son caracteristi-
cas, también pueden precipitar carbo-
hidratos. {Sharon, 1977).

La aglutinacion ha sido el método
mas comun para la evaluacian de azu-
cares de membrana en células libres,
Igualmente se pueden usar marcadores
acoplados a lectinas para detectar ul-
trastructuralmente los azucares. Una
de estas técnicas es la union de la enzi-
ma peroxidasa de rdbano ala'lectina y
el posterior revelado con una reaccion
que deja un depodsito electrondenso
que puede ser detectado por Microsco-
pia Electranica de Transmision. (Ber-
hardhard y Avrameas, 1971).

La laminina es una glicoproteina de
membrana basal qgue media el anclaje
de células epiteliales y endoteliales al
colageno tipo IV (Terranova et al.,
1980). Esta proteina consta de distin-
tas cadenas polipeptidicas con un peso
de aproximadamente 220 Kdaltons pa-
ra la cadena liviana o B y 440 Kdaltons

para la cadena pesada o A y una por-
cion de carbohidratos que representa
un 1590 en pesode ia macromelécula,

Recientemente se ha demostrado
que el suero de pacientes con mal de
Chagas en fase aguda y monos Rhesus
infectados con Trypanosoma cruzi
contienen IgM e 1gG que reaccionan
con la laminina, pero no con otros
compuéstos tisulares conectivos como
colagenos tipos I, I, IV y V, fibronec-
tina, proteoglicano de sulfato de hepa-
rina (BM-1) o condrionectina {Szarf-
man et al., 1982). Resultados similares
se han reportado para pacientes con di-
ferentes formas de ieishmaniasis ameri-
cana cutidnea o con mal de Chagas en
fase cronica {Avila et al.,, 1984}, en pa-
cientes infectados con Trypanosoma
rangeli {Avila et al., 1986) y en monags
Rhesus infectados experimentalmente
con T. rhodesiense (Szarfman et al.,
1982). Se ha propuesto que en el pro-
ceso de infeccion de los kinetoplasti-
dios la produccion de una protesna si-
milar a la laminina o la incorporacién
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de la protefna proveniente del hospe-
. dador puede permitir al parasita inter-
actuar con los tejidos del hospedador,
asimismo se ha dernostrado que la mo-
dificacién en el contenido de azucares
de 1a membrana modula la capacidad
de asociacion de T. cruzi con células
hospedadoras (Villaita y Kierszen-
baum, 1985} '

Utilizando técnicas .citaquimicas e
inmunocitoquimicas se presentan re-
sultados que muestran que la composi-
cion de azicares de membrana varia
entre las formas de cultivo de T. cruzi
y de Leishmania spp en cuanto a su
distribucidon y que T. cruzi exhibe una
proteina reconocida con anticuerpos
anti-laminina en ia fase tripomastigote
pero no en eptmastigote, asf mismo
Leishmania spp exhibe un anticuerpo

de membrana con similares caracteris-
. ticas y con tocalizacién especifica en
sus formas amastigotes y promastigo-
tes.

MATERIALES Y METODOS:

Fueron utilizadas las cepas EP, FL,
A-35, Y, Ya, DS y 0-B6 de Trypanoso-
ma cruzi, representantes de los zimo-
demos 1y 2 cuyas caracteristicas han
sido descritas con anterioridad (Avila
et al., 1981, 1983). Los epimastigotes
fueron cultivados en Medio Esencial
Minimo suplementado con suero fetal
bovino al 2,5%0 (Avila et al_, 1979) o
en medio de infusian de higado-tripto-
sa modificado {Avila et al., 1979) y co-
lectados por centrifugacion {2400g por
20 min a 4°C). Los tripomastigotes
. fueron abtenidos de ratanes NMRI-

IVIC inoculados con 0,1 x 10° parasi-
tos por ratdn con un periodo de incu-
bacion de 10-20 dras. La sangre obte-
nida del plexo axilar fue centrifugada
en gradientes discontinuos de Ficoll-
Hypague (Hungerer et al., 1981) o en
gradientes de Percoll (Fish et al.,
1982). También fueron obtenidos tri-
pomastigotes de cultivos de células Ve-
ro; con mas de 20 pases como se ha
descrito (Piras et a!., 1982).

Promastigotes de las cepas EB,
AZV, MP y LMA de Leishmania mexi-
cana, NR de L. brasiliensis y HM de L.
garnhami fueron cultivados a 28°C.
Los amastigotes fueron obtenidos de
hamsters dorados inoculados en el dor-
so de cada pata trasera con 1 x 10° pa-
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rasitos. Después de 1-3 meses de infec-
cion las fesiones establecidas fueron di-
sectadas, homogeneizadas y los amasti-
gotes purificados en gradientes de Per-
call como se ha descrito anteriormente
{Coello y Urbina, 1982).

Los anticuerpos contra laminina
fueron obtenidos en conejos, utilizan-
do un antigeno de laminina de tumor
murinc Engelbreth-Holm-Swarm {Avi-
la et al., 19B4). La especificidad del
antisuero fue verificada utilizando in-
munodifusién de Ouchteriony con an-
ticuerpos purificados para laminina
{(100u9/mi) y fue probado contra lami-
nina, fibronectina y colageno tipo IV,
Utilizando esta técnica se obtuvo una

- sola banda de precipitacidon entre la la-

minina y el anticuerpo. Como otro
control de especificidad, antisuero an-
tilaminina (100ug/mi de proteina) al
ser. incubado con laminina purificada
(500ug/ml) redujo su inmunoreactivi-
dad en la prueba de ELISA en mas del
9580/0. Usando inmuoelectroforesis
una l{nea sencilla de precipitacion fue
obtenitla,

En el marcaje inmunocitoquimico
con oro coloidal para microscopia elec-
tronica las células fueron usadas bien
sin fijar o fijadas con glutaraldehido al
2,5%0 en buffer fosfata 0,1M pH 7,4
por 30 min a tefnperatura ambiente,

- Los parasitos fueron lavados cuida-
dosamente con buffer fosfato 0,01M
NaCl 0,85%0 pH 7,2 (PBS) fresco, in-
cubados por 60 min con 50ul de anti-
laminina (solucion 1:20 de antisuero

65pg/ml proteinal y lavados tres veces -

de nuevo con PBS. El sedimento fue

entonces expuesto a 50! de una dilu- ~

cion 1:2 en PBS de inmunogtobulina
carnero anticonejo acoplada a esferas
de oro coloidal de 20 nm de didmetro,

(donada por el Dr. Jan de Mey, Jan- -

ssen Pharmaceutica, Beerse, Bélgica)
por 60 min. Posteriormente las células
fueron lavadas tres veces en PBS.

Las lectinas Cancanavalina A
(ConA) y aglutinina de Limulus polife-
mus {LPA) [SIGMA) fueron disueltas
a concentraciones de 50 y 100ug/mi
respectivamente en buffer PBS. Estas
proteinas reconocen especificamente
la presencia de ios azdcares: <«-D-Ma-
nosa y acido N-acetilneuraminico. La
LPA se obtuvo conjugada a biotina.

Para analizar la presencia de azuca-

res de membrana se sometieron los pa-
rasitos a tres lavados en PBS y luego se
incubaron con la lectina correspon-
diente durante un periodo de 30 min,
al cabo del cual se llevaron a cabo
otras tres lavados y se incubd con un
marcador secundario: para !a ConA se
utilizaron 100pl de peroxidasa de raba-
no a 100ug/mi, en tanto que para la
LPA se utilizaron 100yl del complejo
avidina-biotina-peroxidasa en una con-
centracion de 50pg/ml por un perfodo
de 30 min. al cabo de los cuales se pro-
cedid a lavar nuevamente. Se reveto la
presencia de los compilejos formados
mediante ta incubacion con 100pl de
una solucién de 1mg de Diaminobenti-
dina en 2 mi de buffer tris HC! 0,01M
NaCt 0,859/0 pH 7,2 (TBS) vy 5pl de
H,05 al 30%0 durante un periodo de
30 min. Posteriormente se lavaron los
parasitos con agua tridestilada desioni-
zada.

Luego se procedid al procesamiento
de las muestras para microscopla elec-
tronica de transmisién: Se post fijaron
en una solucion de tetroxido de osmig
al 190 en buffer cacodilato 0,7M pH
7,2 por 30 min, se lavaron y se inclu-
yeron en agar al 1,590 y se cortaron
los sedimentos abtenidos par centrifu-
gacion, Se deshidrataron con concen-
traciones crecientes de etanol y se in-
cluyeron en resina LX-112. Las mues-
tras se cortaron en secciones de 43-90
nm y se tifleron con acetato de uranilo
y citrato de plomo. Se observaron en
un microscopio Hitachi H-500 a 75
KV y se tomaron microfotografias.

RESULTADOS:

Los anticuerpas anti-laminina reco-
nocieron un epitopo presente en la la-

minina en una zona especrfica de laca- -

ra externa de la membrana piasmatica
de tripomastigotes de T. cruzi prove-
nientes de ratones infectados. Los tri-
pomastigotes provenientes de cultivo
de células Vero también rmaostraron
marcaje, sin embargo fue homogéneo
sobre toda la superficie de los parasi-
tos. Es de hacer notar que sélo un bajo
porcentaje de tripomastigotes deriva-
dos de células Vero fueron positivos
para la reaccion.

Los tripomastigotes sanguineos re-
accionaron en forma paositiva indepen-
dientemente al zimodema que pertene-
cieran, en tanto que ios epimastigotes
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de cultivo carecieron totalmente de in-
. munorreaccion.

Los tripomastigotes perdieron la in-
munorreactividad para laminina en un
periodo de dos dias en medio de culti-
vo LIT modificado al llevarse a cabo el
paso de tripomastigote a epimastigote.

Se observo inmunorreactividad para
laminina tanto en amastigotes como
promastigotes de Leishmania spp cir-
cunscrita a los labios de la bolsa flage-
lar en los promastigotes. Las formas
amastigotes ademas exhibieron inmu-
norreactividad en la superficie celular
opuesta a la sahida del flagelo, ésta es
normalmente la zona de adhesion a la
vacuola parasitofora de {a célula hospe-
dadora. La reactividad anti-laminina
fue encontrada en todas las cepas de
Leishmania spp estudiadas.

En el analisis con lectinas se obser-
vb una marca electrondensa de distri-
bucion homogénea en 1oda la membra-
na plasméitica de los epimastigotes de
T. cruzi {cepas A-35, DS, ES, FL y Ya)
estudiados para la Concanavalina A,
En Leishmania spp el resultado es muy
distinto en cuanto a la distribucién de
la «x-D-manosa: Para todos los promas-
tigotes de las cepas estudiadas (AZV y
MP de Leishmania mexicana y HM de
L garnhami) se demostré un marcaje
no universal con la ConA y aparente-
mente no homogéneo en toda la mem-
brana plasmadtica; asimismo, al utilizar
LPA se encontré presencia de acido N-
acetilneuraminico en una pequeda pro-
porcidn de los epimastigotes de cultivo
de T. cruzi estudiados (cepas ES y
0-86). ‘

Se observd marcaje endégeno para
peroxidasa en todos los parasitos estu-
diados; presumiblemente por la presen-
cia de peroxidasa activa en vesiculas de
estas celulas.

DISCUSION:

Este estudio inmunocitoquimico
demuestra la distribucion-de algin(os)
epitopols) presente(s) en la laminina
que son exhibidos en la membrana
plasmatica de algunos tripanosomati-
dios en zonas especificas y gue en el
género Trypanosoma la presencia del
epitopo es espectfica para cada estadio
morfolégico. Estos hallazgos estan sus-
tentados por los de Szarfman et al.,
(1982) quienes encontraron que las
lgM e tgG contra iaminina de monos

Localizacion inmunocitoquimica de componentes asociados a |a membrana citoplasmati-
ca de diversas formas biolbgicas de Trypanosoma criszi y Leishmania americana.

infectados con T. cruzi son altamente
reactivas con tripomastigotes pero no
con epimastigotes cuando se analizan
por inmuncfluorescencia.

La presencia de inmunorreactividad
en los tripomastigotes provenientes de
cultivo de células VERQO demuestra
que los parasitos estdn sintetizando
proteinals) tipo laminina y que no es-
td({n) siendo incorporada(s} del hospe-
dador,

La desaparicién de la inmunorreac-
tividad a! llevarse a cabo el cambio
morfalégico de tripomastigote a epi-
mastigote indica indirectamente que
en esta transicién hay rapidos e impor-
tantes cambios en la composicion de la
membrana.

La distribucion de proteinas inmu-
norreactivas con anticuerpos anti-lami-
nina en la membrana plasmatica es, sin
embargo, diferente para Leishmania
spp donde se localiza en ios labios de
la bolsa fiagelar y en el lado opuesto a
la salida del flagelo y para T. cruzi
donde se localiza en la zona del velo
flagelar. La razdn ceiular de este hecho
estd adn por establecerse.

La presencia de este tipo de protei-
nas en los tripanosomatidios pudiera

explicar los titulos de anticuerpos anti-
laminina en pacientes chagasicos y
leishmanicos. La carencia de este tipo
de proteina al cambiar fos tripomasti-
gotes a fase epimastigote pudiera te-
ner una funcién celular especifica. Co-
mo la laminina juega un papel impor-
tante en el anclaje de las células epite-
liales v endoteliales al coldgeno tipo
IV, pudiera proponerse que las proter-
nas tipo laminina encontradas en los
parasitos pueden tener un valor adap-
tativo; mediando el reconacimiento de
membrana en el proceso infectivo. En
el caso particular de Leishmania este
tipe de molécula pudiera jugar un pa-
pel importante en la unién del amasti-
gote a la membrana fagelisosomial, da-
da la ubicaciéon demostrada y en fun-
cion de hallazgos recientes (Bretana et
al., 1883).

La presencia diferencial de residuos
«-D-manosil entre los géneros Trypa-
nosoma y Leishmania sugiere un com-
portamiento marcadamente diferente
de la membrana plasmatica.

La presencia de residuos de acido
N-acetilneuraminico en una baja pro-
porcion de los individuos de ias cepas
estudiadas hace suponer que este azi-
car puede ser exhibido de manera no

DIIRMATOLOGIA VIENLZOLANA - 87




permanente en [a membrana o ser ex-
hibido debido a diferencias clonales.

Estas diferencias pudieran tener in-
gerencia en las caracteristicas de los
procesos infectivos, como ya ha sido
reportado para la N-acetilglucosamina
(Villalta y Kierszenbaum, 1985} dado
que la composicion de carbohidratos
del glicocdlix modifica la carga de la
membrana y su comportamiento en los
procesos de asociacién e internaliza-
cion con las células parasitadas. Estu-

.cliios actualmente en desarrollo utili-

ando éstas y otras lectinas en diferen-
tes formas morfologicas de Trypanoso-
ma y Leishmania nos ayudaran a com-
prender mejor el comportamiento mo-
lecular de |a membrana plasmatica que
es de vital importancia en la relacion
hospedador-parasito.
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