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INTRODUCCION: 

La membrana de los eucariotes está 
recubierta en su cara externa por una 
capa de polisacáridos de cadena corta 
(generalmente menos de 15 monosacá-
ridos) denominada GLICOLALIX y' que 
puede presentar una altísima varia-
bilidad en su composición basándose 
en sólo 9 azúcares. Estas cadenas 
están ancladas en diferentes formas a 
la membrana citoplasmática siendo la 
más frecuente la asociación a una pro-
teína, ya siendo ésta integral o superfi-
cial, constituyendo glicoproteínas de 
superficie. La exhibición de estos com-
puestos ha demostrado ser de particu-
lar importancia en procesos de recono-
cimiento intercelulares y en procesos 
infectivos de algunos trypanosomatidios 
(Villalta y Kierszenbaum, 1985). 

Las lectinas son glicoproteínas mul-
timéricas de origen no inmunológico 
aisladas de plantas y animales. 
Poseen sitios donde pueden enlazar 
de manera no covalente a un azúcar 
en particular o a una corta secuencia 
de éstos, poseyendo alta especificidad 
en el recono- 

 

cimiento. Debido a su multimericidad 
tienen la capacidad de aglutinar células 
que exhiben como azúcar de membrana 
aquél para el cual son características, 
también pueden precipitar carbo-
hidratos. (Sharon, 1977). 

La aglutinación ha sido el método 
más común para la evaluación de azú-
cares de membrana en células libres. 
Igualmente se pueden usar marcadores 
acoplados a lectinas para detectar ul-
trastructuralmente los azúcares. Una de 
estas técnicas es la unión de la enzima 
peroxidasa de rábano a la lectina y el 
posterior revelado con una reacción que 
deja un depósito electrondenso que 
puede ser detectado por Microscopia 
Electrónica de Transmisión. (Ber-
hardhard y Avrameas, 1971). 

La laminína es una glicoproteína de 
membrana basal que media el anclaje 
de células epiteliales y endoteliales al 
colágeno tipo IV (Terranova et al., 
1980). Esta proteína consta de distintas 
cadenas polipeptídicas con un peso de 
aproximadamente 220 Kdaltons para la 
cadena liviana o B y 440 Kdaltons 

 

para la cadena pesada o A y una por-
ción de carbohidratos que representa 
un 15% en peso de la macromolécula. 

 

Recientemente se ha demostrado 
que el suero de pacientes con mal de 
Chagas en fase aguda y monos 
Rhesus infectados con Trypanosoma 
cruz¡ contienen IgM e IgG que 
reaccionan con la laminina, pero no con 
otros compuestos tisulares conectivos 
como colágenos tipos I, 111, IV y V, 
fibronectina, proteoglicano de sulfato de 
heparina (BM-1) o condrionectina 
(Szarfman et al., 1982). Resultados 
similares se han reportado para 
pacientes con diferentes formas de 
leishmaniasis americana cutánea o con 
mal de Chagas en fase crónica (Avila et 
al., 1984), en pacientes infectados con 
Trypanosoma rangeli (Avila et al., 
1986) y en monos Rhesus infectados 
experimentalmente con T. rhodesiense 
(Szarfman et al., 1982). Se ha 
propuesto que en el proceso de 
infección de los kinetoplastidios la 
producción de una proteína similar a la 
laminina o la incorporación 
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de la proteína proveniente del hospe-
dador puede permitir al parásito inter-
actuar con los tejidos del hospedador, 
asimismo se ha demostrado que la mo-
dificación en el contenido de azúcares 
de la membrana modula la capacidad 
de asociación de T. cruzi con células 
hospedadoras (Villalta y Kierszenbaum, 
1985). 

Utilizando técnicas.citoquímicas e 
inmunocitoquímicas se presentan re-
sultados que muestran que la composi-
ción de azúcares de membrana varía 
entre las formas de cultivo de T. cruzi y 
de Leishmania spp en cuanto a su 
distribución y que T. cruzi exhibe una 
proteína reconocida con anticuerpos 
anti-laminina en la fase tripomastigote 
pero no en epimastigote, así mismo 
Leishmania spp exhibe un anticuerpo 
de membrana con similares caracterís-
ticas y con localización específica en 
sus formas, amastigotes y promastigo-
tes. 

MATERIALES Y METODOS: 

Fueron utilizadas las cepas EP, FL, 
A-35, Y, Ya, DS y 0-86 de Trypanoso-
ma cruzi, representantes de los zimo-
demos 1 y 2 cuyas características han 
sido descritas con anterioridad (Avila et 
al., 1981, 1983). Los epimastigotes 
fueron cultivados en Medio Esencial 
Mínimo suplementado con suero fetal 
bovino al 2,5% (Avila et al., 1979) o en 
medio de infusión de hígado-triptosa 
modificado (Avila et al., 1979) y co-
lectados por centrifugación (2400g por 
20 min a 4ºC). Los tripomastigotes 
fueron obtenidos de ratones NMRIIVIC 
inoculados con 0,1 x 106 parásitos por 
ratón con un período de incubación de 
10-20 días. La sangre obtenida del 
plexo axilar fue centrifugada en 
gradientes discontinuos de Ficoll-
Hypaque (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 más de 20 pases como se ha 
descrito (Piras et al., 1982). 

Promastigotes de las cepas EB, AZV, 
MP y LMA de Leishmania mexicana, 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 105 pa- 

 

rásitos. Después de 1-3 meses de 
infección las lesiones establecidas 
fueron disectadas, homogeneizadas y 
los amastigotes purificados en 
gradientes de Percoll como se ha 
descrito anteriormente (Coello y Urbina, 
1982). 

Los anticuerpos contra laminina 
fueron obtenidos en conejos, utilizando 
un antígeno de laminina de tumor 
murino Engelbreth-Holm-Swarm (Avila 
et al., 1984). La especificidad del 
antisuero fue verificada utilizando in-
munodifusión de Ouchterlony con an-
ticuerpos purificados para laminina 
(100µg/ml) y fue probado contra lami-
nina, fibronectina y colágeno tipo IV. 
Utilizando esta técnica se obtuvo una 
sola banda de precipitación entre la la-
minina y el anticuerpo. Como otro 
control de especificidad, antisuero an-
tilaminina (100µg/ml de proteína) al ser 
incubado con laminina purificada 
(500µg/ml) redujo su inmunoreactividad 
en la prueba de ELISA en más del 95%. 
Usando inmuoelectroforesis una línea 
sencilla de precipitación fue obtenida. 

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

Los parásitos fueron lavados cuida-
dosamente con buffer fosfato 0,01M 
NaCI 0,85% pH 7,2 (PBS) fresco, in-
cubados por 60 min con 50µI de anti-
laminina (solución 1:20 de antisuero 
65pg/ml proteína) y lavados tres veces 
de nuevo con PBS. El sedimento fue 
entonces expuesto a 50µI de una dilu-
ción 1:2 en PBS de inmunoglobulina 
carnero anti-conejo acoplada a esferas 
de oro coloidal de 20 nm de diámetro, 
(donada por el Dr. Jan de Mey, Janssen 
Pharmaceutica, Beerse, Bélgica) por 60 
min. Posteriormente las células fueron 
lavadas tres veces en PBS. 

Las lectinas Concanavalina A 
(ConA) y aglutinina de Limulus polife-
mus (LPA) (SIGMA) fueron disueltas a 
concentraciones de 50 y 100µg/ml 
respectivamente en buffer PBS. Estas 
proteínas reconocen específicamente la 
presencia de los azúcares: ∞D-Manosa 
y ácido N-acetilneuramínico. La LPA se 
obtuvo conjugada a biotina. 

Para analizar la presencia de azúca- 

 

res de membrana se sometieron los pa-
rásitos a tres lavados en PBS y luego 
se incubaron con la lectina correspon-
diente durante un período de 30 min, al 
cabo del cual se llevaron a cabo otros 
tres lavados y se incubó con un 
marcador secundario: para la ConA se 
utilizaron 100µI de peroxidasa de rába-
no a 100µg/ml, en tanto que para la 
LPA se utilizaron 100NI del complejo 
avidina-biotina-peroxidasa en una con-
centración de 50µg/ml por un período 
de 30 min. al cabo de los cuales se pro-
cedió a lavar nuevamente. Se reveló la 
presencia de los complejos formados 
mediante la incubación con 100µI de 
una solución de 1mg de Diaminobenci-
dina en 2 ml de buffer tris HCI 0,01 M 
NaCI 0,85% pH 7,2 (TBS) y 5µI de 
H202 al 30% durante un período de 30 
min. Posteriormente se lavaron los 
parásitos con agua tridestilada desioni-
zada. 

Luego se procedió al procesamiento 
de las muestras para microscopía elec-
trónica de transmisión: Se post fijaron 
en una solución de tetróxido de osmio 
al 1% en buffer cacodilato 0,1M pH 7,2 
por 30 min, se lavaron y se incluyeron 
en agar al 1,5% y se cortaron los 
sedimentos obtenidos por centrifu-
gación. Se deshidrataron con concen-
traciones crecientes de etanol y se in-
cluyeron en resina LX-1 12. Las mues-
tras se cortaron en secciones de 44-90 
nm y se tiñeron con acetato de uranilo y 
citrato de plomo. Se observaron en un 
microscopio Hitachi H-500 a 75 KV y se 
tomaron microfotografías. 

RESULTADOS: 

Los anticuerpos anti-laminina reco-
nocieron un epitopo presente en la la-
minina en una zona específica de la ca-
ra externa de la membrana plasmática 
de tripomastigotes de T. cruzi prove-
nientes de ratones infectados. Los tri-
pomastigotes provenientes de cultivo de 
células Vero también mostraron 
marcaje, sin embargo fue homogéneo 
sobre toda la superficie de los parási-
tos. Es de hacer notar que sólo un bajo 
porcentaje de tripomastigotes derivados 
de células Vero fueron positivos para la 
reacción. 

Los tripomastigotes sanguíneos re-
accionaron en forma positiva indepen-
dientemente al zimodemo que pertene-
cieran, en tanto que los epimastigotes 
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de cultivo carecieron totalmente de in-
munorreacción. 

Los tripomastigotes perdieron la in-
munorreactividad para laminina en un 
período de dos días en medio de cultivo 
LIT modificado al llevarse a cabo el 
paso de tripomastigote a epimastigote. 

Se observó 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 además exhibieron inmu-
norreactividad en la superficie celular 
opuesta a la salida del flagelo, ésta es 
normalmente la zona de adhesión a la 
vacuola parasitofora de la célula hospe-
dadora. La reactividad anti-laminina fue 
encontrada en todas las cepas de 
Leishmania spp estudiadas. 

En el análisis con lectinas se obser-
vó una marca electrondensa de distri-
bución homogénea en toda la membra-
na plasmática 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 distribución de la 
a-D-manosa: Para todos los promas-
tigotes de las cepas estudiadas (AZV y 
MP de Leishmania mexicana y HM de 
L. garnhami) se demostró un marcaje 
no universal con la ConA y aparente-
mente no homogéneo en toda la mem-
brana plasmática; asimismo, al utilizar 
LPA se encontró presencia de ácido N-
acetilneuramínico en una pequeña pro-
porción de los epimastigotes de cultivo 
de T. cruzi estudiados (cepas ES y 0-
86). 

Se observó marcaje endógeno para 
peroxidasa en todos los parásitos estu-
diados; presumiblemente por la presen-
cia de peroxidasa activa en vesículas 
de estas células. 

 

DISCUSION: 

Este estudio inmunocitoquímico 
demuestra la distribución de algún(os) 
epitopo(s) presente(s) en la laminina 
que son exhibidos en la membrana 
plasmática de algunos tripanosomati-
dios'en zonas específicas y que en el 
género Trypanosoma la presencia del 
epitopo es específica para cada estadio 
morfológico. Estos hallazgos están sus-
tentados por los de Szarfman et al., 
(1982) quienes encontraron que las IgM 
e IgG contra laminina de monos 

 

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

La presencia de inmunorreactividad 
en los tripomastigotes provenientes de 
cultivo de células VERO demuestra que 
los parásitos están sintetizando 
proteína(s) tipo laminina y que no es-
tá(n) siendo incorporada(s) del hospe-
dador. 

La desaparición de la inmunorreac-
tividad al llevarse a cabo el cambio 
morfológico de tripomastigote a epi-
mastigote indica indirectamente que en 
esta transición hay rápidos e impor-
tantes cambios en la composición de la 
membrana. 

La distribución de proteínas inmu-
norreactivas con anticuerpos anti-lami-
nina en la membrana plasmática es, sin 
embargo, diferente para Leishmania 
spp donde se localiza en los labios de 
la bolsa flagelar y en el lado opuesto a 
la salida del flagelo y para T. cruzi 
donde se localiza en la zona del velo 
flagelar. La razón celular de este hecho 
está aún por establecerse. 

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

 

explicar los títulos de anticuerpos anti-
laminina en pacientes chagásicos y 
leishmánicos. La carencia de este tipo 
de proteína al cambiar los tripomasti-
gotes a fase epimastigote pudiera tener 
una función celular específica. Como la 
laminina juega un papel importante en 
el anclaje de las células epiteliales y 
endoteliales al colágeno tipo IV, pudiera 
proponerse que las proteínas tipo 
laminina encontradas en los parásitos 
pueden tener un valor adaptativo; 
mediando el reconocimiento de 
membrana en el proceso infectivo. En el 
caso particular de Leishmania este tipo 
de molécula pudiera jugar un papel 
importante en la unión del amastigote a 
la membrana fagolisosomial, dada la 
ubicación demostrada y en función de 
hallazgos recientes (Bretaña et al., 
1983). 

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

La presencia de residuos de ácido 
N-acetilneuramínico en una baja pro-
porción de los individuos de las cepas 
estudiadas hace suponer que este azú-
car puede ser exhibido de manera no 
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Localización inmunocitoquí-
mica de componentes 
asociados a la membrana 
citoplasmática de diversas 
formas biológicas de 
Trypanosoma cruzi y 
Leishmania americana. 

 
permanente en la membrana o ser 
exhibido debido a diferencias clónales. 

Estas diferencias pudieran tener in-
gerencia en las características de los 
procesos infectivos, como ya ha sido 
reportado para la N-acetilglucosamina 
(Villalta y Kierszenbaum, 1985) dado 
que la composición de carbohidratos 
del glicocálix modifica la carga de la 
membrana y su comportamiento en los 
procesos de asociación e internaliza-
ción con las células parasitadas. Estu-
dios actualmente en desarrollo utili-
zando éstas y otras lectinas en diferen-
tes formas morfológicas de Trypanoso-
ma y Leishmania nos ayudarán a com-
prender mejor el comportamiento mo-
lecular de la membrana plasmática que 
es de vital importancia en la relación 
hospedador-parásito. 
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