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RESUMEN

La proteína KMP-11 de la membrana de kinetoplástidos es una glicoproteína de 11 kDa presente en todos
los estadíos de vida de los kinetoplástidos, con una mayor abundancia en las formas parasitarias que
interactúan con el insecto vector. Las peculiaridades presentadas por esta proteína, tales como su elevado
grado de conservación entre los kinetoplástidos, su asociación tanto a membrana como a citoesqueleto y
a flagelo de los parásitos y su reactividad inmunológica; hacen de esta proteína un blanco atractivo de
estudio tanto para el desarrollo de estrategias de quimioterapia como de inmunoterapia contra las enfer-
medades causantes por dichos parásitos. En este contexto, se presentan los resultados obtenidos en el
estudio de los genes codificantes para la proteína KMP-11 de Trypanosoma rangeli.
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ABSTRACT

The kinetoplastid membrane protein KMP-11 is a 11kDa glycoprotein, is present on the surface of all
stages of parasites life cycle, but is expressed at higher levels in vector insect stages. The characteristics
presented by this protein, such as its remarkably high degree of sequence homology among kinetoplastids,
its association to the membrane, as well as to the cytoskeleton and the flagellum, and its immunological
reactivity make this protein a potential target for developing chemotherapy or immunotherapy strategies
against the diseases caused by these parasites. In this context, here we present the results of the KMP-11
genes study from Trypanosoma rangeli.
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INTRODUCCION

Los protozoos del orden Kinetoplastida
son organismos unicelulares flagelados que
deben su nombre a la presencia de una red
compacta de maxicírculos y minicírculos
de ADN, conocida como el kinetoplasto, el
cual constituye el ADN mitocondrial del

parásito (Thomas et al., 1993). Entre los
miembros del orden Kinetoplastida, se en-
cuentran dos géneros de importancia mé-
dica humana y veterinaria: los géneros
Leishmania y Trypanosoma, causantes de
Leishmaniasis (Leishmania sp), enfermedad
del sueño ( Trypanosoma brucei), enferme-
dad de Chagas (Trypanosoma cruzi) y
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tripanosomiasis bovina (Trypanosoma
vivax y Trypanosoma evansi).(Ramírez et
al.,1998; Tanowiitz et al., 1992; Dickind y
Gibson, 1989). El impacto generado por
estas patologías infecciosas representa un
serio desafío para la salud y economía mun-
dial que exige un pronto y satisfactorio
control y erradicación de las mismas, sur-
giendo la formulación de vacunas como
posible alternativa. Una de las estrategias
para el diseño de vacunas se centra en el
estudio de moléculas que sean abundantes
en la superficie de los parásitos y generen
respuesta inmune protectora contra la in-
fección. En Leishmanias están descritas y
parcialmente caracterizadas moléculas ma-
yoritarias de membrana como el lipofosfo-
glicano (LPG), la metaloproteinasa gp63,
y el antígeno de superficie de los promasti-
gotes (PSA), en tanto que en tripanosomas
se han detectado la glicoproteína gp60, las
trans/sialidasas, la cisteínil proteinasa, el
antígeno flagelar Rod, y el antígeno de su-
perficie de los tripomastigotes (TSA). Una
nueva molécula común a las dos especies y
que hasta ahora empieza a ser caracteriza-
da, es la proteína de 11 kDa de la membra-
na de superficie del kinetoplástido o
KMP-11(Berberich et al., 1997a).

La KMP-11 es una proteína de 11 kDa pre-
sente y altamente conservada en la mayo-
ría de los kinetoplastidos incluyendo
Leishmanias, Trypanosomas, Crithidias,
Leptomonas y Phytomonas (Stebeck et al.,
1995). Esta molécula fue aislada y caracte-
rizada por primera vez en Leishmania
donovani en donde se co-aisló asociada al
LPG de la membrana celular del parási-
to razón por la cual se le denominó ini-
cialmente LPGa o proteína asociada al
lipofosfoglicano. Trabajos posteriores de-
mostraron claramente que la proteína de 11
kDa presente en las preparaciones de LPG
era la responsable de los efectos de
linfoproliferación, inmunoprotección y
antigenicidad atribuidos al LPG. Por lo
anterior, se le denomino KMP-11 Proteína

11 KDa de membrana de kinetoplastidos
(Jardim et al., 1995a,b).

Estudios posteriores verificaron la presen-
cia de KMP-11 en Trypanosoma brucei
(Bridge et al., 1998; Stebeck et al., 1995;
1996), Leishmania infantum (Berberich et
al., 1997a, b), Leishmania panamensis
(Ramírez et al., 1998) y más recientemente
en T.cruzi (Thomas et al., 2000). Dichos
estudios han demostrado que la proteína
en la mayoría de las kinetoplastidos tiene
características comunes tales como peso
molecular de 11 kDa, elevado número de
copias (1x106-2X106 moléculas por célu-
la), localización en la superficie de la mem-
brana del parásito, flagelo y bolsillo
flagelar, carácter anfiipático, estructura se-
cundaria caracterizada por la presencia de
dos a-hélices unidas por un segmento en-
rollado al azar, asociación a la bicapa
lipídica de la membrana del parásito, ex-
presión en todos los estadíos del ciclo de
vida del parásito, con mayor abundancia
en los estadios desarrollados en el insecto
y relevancia a nivel inmunológico, ya que
es un potente inductor de inmunidad hu-
moral y celular. Por lo tanto, dado que esta
proteína no se encuentra en mamíferos,
constituye un excelente blanco para célu-
las citotóxicas (CD8+) y células NK espe-
cíficas de antígeno.

LOS GENES QUE CODIFICAN PARA
LA PROTEÍNA KMP-11

Los estudios realizados coinciden en que
la proteína KMP-11 se encuentra codifica-
da por genes repetidos presentando 3 co-
pias en las diferentes especies de
leishmanias (Berberich et al., 1997a, b,
Jardim et al., 1995, Ramírez et al., 1998) y
4 copias en tripanosomas (Bridge et al.,
1998, Thomas et al., 2000) a excepción de
Trypanosoma brucei rhodesiense cepa Vi-
tal 1.1 en el cual el gen es de copia única
(Stebeck et al., 1996).
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Los genes KMP-11 poseen un marco de
lectura abierto de 276 a 279 pb el cual se
encuentra flanqueado por regiones inter-
génicas de longitud variable para el caso
de leishmanias con un rango de 1,5 a 3,5
kb (Berberich et al., 1997b, Jardim et al.,
1995b, Ramírez et al., 1998) y de longitud
constante, aproximadamente 300 pb para
tripanosomas (Bridge et al., 1998, Thomas
et al., 2000). La localización cromosomica
de estos genes solo ha sido estudiada en T.
cruzi en donde el locus de 4 copias se loca-
liza en una banda de 1,9 Kb (Thomas et al.,
2000) .

El análisis de la secuencia de los genes
KMP-11 demuestra la existencia de poli-
morfismo entre las diferentes copias de una
misma especie de parásito. Dicho polimor-
fismo es más acentuado en las regiones 5’ y
3’ no traducidas, que en las regiones
codificantes. Es así como para el caso de
T.brucei, se detectaron tan solo dos cam-
bios silentes en las cuatro copias del gen
(Bridge et al., 1998), en L.infantum se de-
tectaron dos cambios de nucleótidos en dos
de las tres copias existentes los cuales a su
vez se traducen en la sustitución de glicina
por ácido aspártico y de lisina por arginina
(Berberich et al., 1997b) y finalmente, en
T.cruzi, en la primera copia del gen se de-
tectó la sustitución de la lisina 92 por un
codon de parada (Thomas et al., 2000).

EXPRESIÓN DE LOS GENES KMP-11

La transcripción de los genes KMP-11 da
lugar a un ARN mensajero de tamaño va-
riable con 0,5 kb en T. cruzi, 0,8 kb en
T.brucei y 1,3 kb en L.infantum (Berberich
et al., 1998, Bridge et al., 1998, Thomas et
al., 2000). A pesar de que la proteína es mas
abundante en las formas parasitarias desa-
rrolladas en el insecto tanto en leishmanias
como en tripanosomas, en L.infantum los
niveles de ARN mensajero para la KMP-11
son mas abundantes en el estadío de
promastigote que de amastigote. Este he-

cho, unido a la transcripción policistrónica
característica de tripanosomátidos (Thomas
et al., 1993), sugiere que el control de la
expresión de los genes KMP-11, al menos
en esta especie de leishmania, se lleva a
cabo a nivel postranscripcional.

Por su parte, en T.cruzi los niveles de los
transcritos de la KMP-11 se mantienen cons-
tantes durante los diferentes estadíos del
ciclo de vida del parásito. Estudios realiza-
dos por Thomas et al., (2000), demostraron
inhibición en la síntesis de novo de la KMP-
11 en parásitos tratados con vinblastina,
droga que actúa despolimerizando los
microtúbulos. Dado que esta inhibición no
está acompañada por una caída en el nivel
citoplasmático de los mensajeros KMP-11
maduros, se sugirió la existencia de una
regulación de la síntesis de KMP-11 a ni-
vel traduccional, en donde posiblemente
la KMP-11 ejerce por sí misma un mecanis-
mo de regulación autógena.

Adicionalmente, Berberich et al., (1998) y
Thomas et al., (2000) han demostrado la
existencia de un mecanismo de regulación
extra que opera a nivel postranscripcional,
encargado de reducir los niveles de ARN
mensajero cuando el parásito pasa de la fase
logarítmica a la fase estacionaria de creci-
miento, en el estadío de promastigote y
epimastigote, de leishmania y tripanosoma,
respectivamente.

LA PROTEÍNA KMP-11 DE LOS
KINETOPLÁSTIDOS

Los primeros estudios sobre la KMP-11 fue-
ron realizados Jardím et al., (1995a), quie-
nes aislaron y caracterizaron la proteína en
promastigotes de L.donovani a partir de la
cepa LD3, encontrando que la proteína de
92 aminoácidos, posee un punto isoeléc-
trico de 4,8, se asocia a la superficie de la
membrana del promastigote, se expresa
en 1-2 x 106 copias por parásito y se en-
cuentra glicosilada mediante enlaces O-
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glicosídicos. En concreto, se pudo estable-
cer la presencia de galactosamina, galacto-
sa, glucosa y residuos de manosa (Jardim et
al., 1995a). Otra modificación postraduc-
cional encontrada en la KMP-11 de
L.donovani fue la presencia de un residuo
N6-monometil-arginina en la posición 45,
el cual parece estar implicado en la super-
vivencia del parásito dentro de la vacuola
fagolisosómica por cuanto se ha visto que
la monometil-arginina es un inhibidor
competitivo de la oxido nítrico sintasa.
Adicionalmente, se estableció que la pro-
teína presenta un motivo conservado de
hélice-vuelta-hélice en su estructura secun-
daria con un fuerte carácter anfipático y que
además se encuentra asociada a la capa
bilipídica de la membrana del parásito
(Jardim et al., 1995 a, b).

En tripanosomas africanos el análisis de
lisados de formas procíclicas de Trypano-
soma brucei brucei, T.b.rhodesiense,
Trypanosoma brucei gambiense, Trypano-
soma congolense y Trypanosoma simiae,
mostraron mediante “Inmunoblot” con los
anticuerpos monoclonales L98 y L157 di-
rigidos contra la KMP-11 de L. donovani,
la presencia de la banda de 11 kDa (Stebeck
et al., 1995). La proteína en concreto sólo
ha sido caracterizada en T.b.rhodesiense
en donde se ha encontrado que la proteína
de 92 aminoácidos tiene un peso aproxi-
mado de 11,1 kDa, punto isoeléctrico de
6,0 y estructura secundaria conformada
por dos a hélices anfipáticas unidas por
un segmento enrollado al azar (Stebeck et
al., 1996).

Llamativamente, en la posición 45 de la
proteína en lugar de una arginina se en-
cuentra una lisina, situación que sucede
igualmente con la KMP-11 de L.infantum
y T.cruzi (Ramírez et al., 1998, Thomas et
al., 2000). Sin embargo, la presencia de un
residuo de arginina modificado en otra po-
sición de la proteína, no puede ser descar-
tado (Stebeck et al., 1996).

Por su parte, en L.infantum es importante
destacar que la KMP-11 presenta una ele-
vada resistencia a condiciones denaturan-
tes. Por ejemplo, se ha determinado que la
proteína es estable a un rango de pH de 2 a
7, su estructura conformacional se conser-
va hasta 50 °C y a medida que se aumenta
la temperatura va perdiendo progresiva-
mente la estructura de a hélice hasta que a
85°C, se encuentra por completo enrolla-
da, recuperando, sin embargo su confor-
mación nativa al bajar nuevamente la
temperatura, comportamiento que resulta
muy similar al de las apolipoproteínas
(Fuertes et al., 1999).

De otra parte, es importante destacar no
solamente el elevado grado de homología
que existe entre las proteínas KMP-11 de
ambos géneros de tripanosomátidos, sino
la homología que existe entre éstas y las
apolipoproteínas, de una parte y la proteí-
na asociada a citoesqueleto CIP1 de
Arabidosis thaliana, de otra (Thomas et al.,
2000).

FUNCIONES DE LA PROTEÍNA
KMP-11

Hasta el momento, la función biológica
precisa de esta proteína se desconoce, pero
su conformación estructural, homología
con las apolipoproteínas y posible asocia-
ción en la membrana de los parásitos con
otros componentes anfipáticos como el LPG
en Leishmania y las proteínas acídicas
repetitivas en T.brucei sugieren que ella
puede interactuar con la bicapa lipídica,
regulando la presión e incrementando la
consistencia de la membrana al permitir la
estabilidad de moléculas como el LPG. Así
mismo, el carácter anfipático explica como
la proteína al ser cargada puede estar inser-
tada dentro de la membrana lipídica (Jardím
et al., 1995b).

No obstante, la presencia mayoritaria de la
KMP-11 en los estadíos desarrollados en el
insecto, tanto en las formas infectivas de
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vertebrados como no infectivas, hacen pen-
sar que esta proteína puede tener otras fun-
ciones relacionadas con la interacción del
parásito con el huésped vector y/o con el
huésped vertebrado durante la infección.

Es así como, estudios de inmunofluores-
cencia sugieren que la KMP-11 se localiza
principalmente a lo largo del flagelo y en
la base flagelar de los parásitos. Por ejem-
plo, en parásitos como L.infantum,
T.congolense y T.brucei, se demostró
inmunoreactividad principalmente a lo lar-
go del flagelo y en el bolsillo flagelar, mien-
tras que en L.donovani aunque se presentó
localización flagelar, exhibió un patrón de
fluorescencia mucho más disperso en toda
la célula (Berberich et al., 1997a, Stebeck
et al., 1995). Por su parte, mediante estu-
dios de “Western blot” e inmunomicrosco-
pía electrónica se ha demostrado que la
KMP-11 de T.cruzi se encuentra asociada
al citoesqueleto del parásito, probable-
mente con los microtúbulos subpelicula-
res localizados debajo de la membrana
plasmática, principalmente en el bolsillo
flagelar (Thomas et al., 2000). De manera
que, los anteriores hallazgos sugieren que
la proteína KMP-11 puede estar implicada
tanto en la movilidad del parásito como en
su unión a la célula huésped.

Recientemente, se encontró que el segmen-
to enrollado al azar localizado entre las dos
a hélices de la proteína KMP-11 de
L.infantum, presenta homología del 67 %
con los motivos de unión a calcio presente
en proteínas fijadoras de calcio, como la
EF-hand de 40 kDa del hongo Physarum
polycephalum. Mas aún, se encontró que
la KMP-11 no sólo es capaz de unir calcio,
sino que el Ca+2 modifica la estructura se-
cundaria y terciaria de la proteína de mane-
ra dependiente del pH y la temperatura, y
adicionalmente, altera las propiedades de
solubilidad de la misma (Fuertes et al.,
2001).

Puesto que los iones de calcio desempeñan
un papel importante en muchas funciones

celulares, asociadas tanto con las apolipo-
proteínas como con movilidad y penetra-
ción del parásito en la célula huésped; el
hallazgo de que la KMP-11 es una proteína
fijadora de calcio (CaBP), arroja, sin lugar
a dudas, luces en el papel biológico des-
empeñado por esta proteína.

RELEVANCIA INMUNOLÓGICA DE
LA PROTEÍNA KMP-11

Diferentes estudios han evidenciado que
la KMP-11 tiene tres papeles inmunológi-
cos claramente definidos:

• Inmunoestimulador de células B.
• Inductor de linfoproliferación y respues-

ta citotóxica.
• Inmunoprotector en modelos animales.

INMUNOESTIMULACIÓN DE
CÉLULAS B

Los primeros estudios de reactividad sero-
lógica se realizaron con la proteína KMP-
11 de L.infantum, agente etiológico de la
leishmaniasis visceral canina y humana en
el viejo continente. Dichos estudios, evi-
denciaron una reactividad serológica del
96% en sueros de caninos infectados con
el parásito y del 70% en sueros de pacien-
tes con leishmaniasis (Berberich et al.,
1997a). Adicionalmente, estudios recien-
tes de Carvalho et al. (2003) muestran como
la KMP-11 de L.infantum es reconocida por
el suero de pacientes con leishmaniasis
visceral, cutánea y pacientes asintomáticos
infectados por Leishmania chagasi.

Así mismo, los estudios de Ramírez et al.,
(1998) apoyan la antigenicidad de la KMP-
11, puesto que la proteína recombinante
de L.panamensis, agente causal de leish-
maniasis cutánea, mucocutánea y leishma-
niasis cutánea diseminada en Colombia; es
reconocida por el 80, 77 y 100% de sueros
de pacientes con leishmaniasis cutánea,
mucocutánea y visceral. Adicionalmente,
esta proteína presenta una seropositividad
del 86% en sueros de pacientes asintomáti-
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cos infectados con el parásito. De igual
manera, los estudios de Jensen et al., (1998)
confirman el carácter inmunoestimulador
de células B de la KMP-11. Concretamen-
te, estos autores trabajaron con la proteína
de L.donovani, agente etiológico de
lesihmaniasis visceral en el viejo continen-
te. Los estudios muestran que los linfocitos
B de pacientes con leishmaniasis visceral
reconocen la KMP-11 y que dicha reactivi-
dad disminuye levemente cuando los pa-
cientes reciben tratamiento. Por su parte,
estudios realizados por Trujillo et al., en
1999, evidencian que las subclases de
inmunoglobulinas implicadas en la res-
puesta frente a la KMP-11 de Leishmania
son en orden de reactividad IgG1, IgG3,
IgG2 e IgG4, respuesta muy similar a la vis-
ta frente a extractos crudos del parásito.
Además, estos autores demuestran la exis-
tencia de reactividad cruzada entre la KMP-
11 de T. cruzi y de Leishmania. De igual
forma, en T.cruzi se ha verificado que la
KMP-11 es un antígeno inmunodominante
altamente reconocido por el suero de pa-
cientes con enfermedad de Chagas crónica
y leishmaniasis visceral (Thomas et al.,
2001).

La respuesta inmune humoral frente la
KMP-11 ha sido valorada no solo contra la
proteína nativa y recombinante, sino tam-
bién frente a péptidos sintéticos y fraccio-
nes proteicas recombinantes de la misma.
Por su parte, Jensen et al., en 1998, usando
tres péptidos sintéticos sobrelapados que
cubren la totalidad de la molécula, pudo
establecer que aún cuando estos péptidos
eran reconocidos por los sueros de pacien-
tes con leishmaniasis visceral (30-58%),
dicha reactividad no alcanzaba los niveles
de reconocimiento de la proteína nativa.

De manera que, estos resultados sugieren
que los determinantes antigénicos de la
KMP-11 de L.donovani son de carácter
conformacional, hecho confirmado mas
adelante por los estudios de Trujillo et al.,

(1999) y Thomas et al., (2001). Adicional-
mente, el uso de versiones recombinantes
truncadas en los extremos amino y
carboxi de la proteína KMP-11 de T.cruzi
ha demostrado que el suero de pacientes
chagásicos reconoce predominantemente
determinantes antigénicas lineales locali-
zadas en la región carboxi terminal de la
proteína. Resultados que fueron confirma-
dos mediante ensayos de competición uti-
lizando el péptido 12642 (aminoácidos
76-92). Llamativamente, mientras dicho
péptido fue reconocido por la totalidad de
los sueros chagásicos, los pacientes con
leishmaniasis visceral no presentaron reac-
ción frente al mismo; lo cual sugiere que el
péptido 12642 puede ser un buen candida-
to para realizar diagnostico diferencial en-
tre estas dos entidades parasitarias (Thomas
et al., 2001).

Inmunoestimulación de linfocitos T

La KMP-11 ha tenido gran interés, dada su
capacidad de inducir la proliferación de
linfocitos T. Es así como Tolson et al., en
1994 demostraron que la KMP11 de
L.donovani, T.b.rhodesiense, T.b.brucei,
T.simiae y T.congolense es un potente
estimulador de los linfocitos CD4+, CD8-

de ratones inmunizados con la KMP-11 de
L.donovani, o con promastigotes de la mis-
ma especie, en una forma no restringida al
sistema mayor de histocompatibilidad H-
2. Mas adelante, Jensen et al., en 1998
muestran como las células mononucleares
de sangre periférica (CMSP) de 10 pacien-
tes de un total de 17 pacientes con historia
previa de leishmaniasis visceral, respon-
den frente a uno o mas péptidos de un to-
tal de tres péptidos sintéticos de 38 mer
que cubren la totalidad de la KMP-11 de
L.donovani.

Estudios realizados por Marañón et al., en
2001, evidencian como la inmunización de
ratones transgénicos A2/Kb con una proteí-
na de fusión, integrada por la proteína de
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choque térmico HSP70 y la KMP-11 de
T.cruzi, induce una respuesta citotóxica
contra células humanas que expresan la
KMP-11 del parásito. Adicionalmente, es-
tos autores identifican una epítope cito-
tóxica A2 restringida, localizada en los
aminoácidos 4 a 12 de la proteína, denomi-
nada K1. Es más, Planelles et al., en 2002,
encontraron que la proteína de fusión
HSP70/KMP-11, es capaz de madurar célu-
las dendríticas de ratón, con la consecuen-
te producción de interleukina (IL) 12 y
factor de necrosis tumoral a (TNFα) Y, aun-
que este efecto es debido principalmente a
la HSP70, la presencia de la KMP-11 au-
menta los niveles de producción de las ci-
toquinas.

Inmunoprotección en modelos animales

Las investigaciones en KMP11 reciente-
mente se han orientado hacia su papel
inmunoprotector frente a infecciones por
Leishmania y T.cruzi. Es así como, ensayos
de Mukhopadhyay et al., en 1999 eviden-
cian que la inmunización de hámsters con
la cepa UR6 de L.donovani, la cual carece
de LPG pero expresa gran cantidad de ARN
mensajero para la KMP-11, confiere pro-
tección frente al reto con cepas virulentas
del parásito. Adicionalmente, Ramírez et
al., (2001) mostraron que la inmunización
de ratones BALB/c con una cepa atenuada
de Toxoplasma gondii que expresa la pro-
teína KMP-11de Leishmania, induce una
respuesta inmune específica e inmunopro-
tectora en dichos animales. Igualmente, se
ha demostrado que la KMP-11 fusionada a
la HSP70 de T.cruzi induce una respuesta
inmune tanto citotóxica como humoral en
ratones, que permite la protección de di-
chos animales, tras el reto con el parásito
(Planelles et al., 2001).

Finalmente, los estudios de Berberich et al.,
2003, demuestran que la inmunización de
ratones con células dendríticas murinas
pulsadas con una mezcla de antígenos re-
combinantes de Leishmania, entre ellos la

proteína KMP-11, son capaces de contro-
lar la infección por Leishmania major.

En conclusión, los hallazgos anteriormen-
te presentados, así como también el hecho
de que la expresión de tanto el LPG como
de la proteína KMP-11 en cultivos
axénicos de promastigotes de L.donovani
disminuyen con los subcultivos, confor-
me disminuye la virulencia del parásito
(Mukhopadhyay et al., 1998); sugieren el
uso potencial de la proteína KMP-11 en
esquemas de inmunoprofilaxis e inmuno-
terapia contra la infección por T.cruzi y
Leishmanias.

AVANCES EN LA CARACTERIZACIÓN
DE LOS GENES CODIFICANTES PARA
LA PROTEÍNA KMP-11 DE TRYPANO-
SOMA RANGELI

Actualmente el laboratorio de Parasitología
Molecular del Departamento de Microbio-
logía de la Universidad Javeriana, Bogotá,
Colombia, trabaja en el aislamiento y ca-
racterización molecular de los genes
codificantes para la proteína KMP-11 de
Trypanosoma rangeli; parásito que aún
cuando carece de patogenicidad para el
hombre, reviste una gran importancia mé-
dica, por cuanto comparte vectores, reser-
vorios y huéspedes con su contraparte
patogénica T.cruzi, además de la presencia
de reacción inmunológica cruzada entre
ambos parásitos (D’Alessandro y Saravia,
1999) (Figura 1).

La presencia de los genes codificantes para
la proteína KMP-11 en T.rangeli fue deter-
minada mediante ensayos de “Southern
blot”, utilizando como sonda los genes
KMP-11 de T.cruzi. Es así como, en la figu-
ra 2 se observa la presencia de los genes
KMP-11 en T.rangeli, los cuales presentan
un tamaño aproximado de 600 pb.

Adicionalmente, el perfil de restricción con
la endonucleasa XhoI (Figura 2, línea XhoI)
sugiere tanto la presencia de varias copias
del gen, como la existencia de polimorfis-
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mo entre las mismas. La amplificación de
los genes, usando cebadores que amplifi-
can la región codificante de la KMP-11 de
T.cruzi, indicó a su vez, tanto la existencia
de mas de una copia, como el arreglo o dis-
posición de las mismas en tándem. Es así
como, en la figura 3A se observan dos ban-
das de amplificación, de 280 y 830 pb,
correspondientes a la amplificación de
una región codificante y de un fragmento
conteniendo dos regiones codificantes se-
parada por la región intergénica, respecti-
vamente (Figura 3B). Así mismo, el número
de copias fue determinado mediante ensa-
yos de “Dot blot”, en los cuales se com-
pararon las intensidades de hibridación del
ADN de T.rangeli y T.cruzi, frente a la son-
da de la KMP-11. Los resultados obteni-
dos, sugieren la presencia de 4 copias del
gen codificante para la proteína KMP-11
en T.rangeli (Figura 4).

Por otra parte, la expresión de los genes
KMP-11 de T.rangeli, se determinó median-
te ensayos de “Northern blot”, los cuales
indican que estos genes se transcriben en
un ARN mensajero de aproximadamente
530 bases (Figura 5).

Con el objetivo de secuenciar los genes
KMP-11 de T.rangeli, se clonaron los
fragmentos de amplificación de 280 y 830
pb en el plásmido pGEM ®T Easy. Los
resultados de la secuenciación de ambas
cadenas del ADN tanto con cebadores uni-
versales como con cebadores internos, para
el caso del fragmento de 280 pb, revelaron
que la secuencia de la región codificante
de T.rangeli (depositada en GenBank con
el número de acceso: AY147904), presenta
un 88% de identidad a nivel de nucleóti-
dos y un 98% a nivel de aminoácidos con
la KMP-11 de T.cruzi, tripanosoma perte-
neciente al grupo Stercoraria. En tanto que
la identidad de dicho fragmento con la
KMP-11 de T. brucei, tripanosoma perte-
neciente al grupo Salivaria, es del 70% para
nucleótidos y 92% para aminoácidos (Fi-
guras 6A y 6B).

Los anteriores resultados son importantes
a la luz del debate de la posición taxonó-
mica de T.rangeli, el cual dada su capaci-
dad de transmitirse tanto por saliva como
por heces, no ha sido posible clasificarlo
dentro del grupo Salivaria o Stercoraria
(D’Alessando y Saravia, 1999).

Por otra parte, la secuenciación del frag-
mento de 830 pb (depositada en GenBank
con el número de acceso: AY325812) con-
firmó de una parte, la existencia de varias
copias del gen dispuestas en tándem, así
como también la presencia de polimorfismo
entre las mismas, tanto a nivel de nucleóti-
dos, como de aminoácidos. Llamativamen-
te, se observan cuatro cambios conservados
entre las secuencias de aminoácidos de las
dos copias secuenciadas (Figuras 7 y 8).

En conclusión, los genes codificantes para
la proteína KMP-11 de T.rangeli tienen un
tamaño de 550 pb, se encuentran repetidos
en cuatro copias dispuestas en tándem y
presentan polimorfismos tanto en su se-
cuencia de nucleótidos como de aminoáci-
dos, siendo hasta ahora la especie con mayor
polimorfismo en la región codificante de
las diferentes copias del gen. Además, la
KMP-11 de T.rangeli muestra una mayor
identidad con los genes y proteínas homó-
logas de T.cruzi, que de T.brucei. Resulta-
do que puede ser importante para esclarecer
la posición taxonómica de T.rangeli. Ac-
tualmente, se está trabajando tanto en la
localización de la proteína en el parásito,
como en la expresión de la proteína recom-
binante para su uso en ensayos inmunoló-
gicos de reactividad serológica y activación
linfocitaria.
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Figura 1. Coloración de
Giemsa: La flecha indica
formas epimastigotas de
Trypanosoma rangeli.

Figura 2. Análisis de “Southern blot” del
ADN genómico de T.rangeli hibridado con
la región codificante para la proteína
KMP-11 de T.cruzi: 2 µg de ADN fueron
digeridos con enzimas de restricción, resuel-
tos en un gel de agarosa al 0,8%, transferidos
a membranas de “nylon” e hibridados con la
región codificante de la KMP-11 de T.cruzi,
amplificada mediante PCR y marcada
radiactivamente. A la izquierda se indica el
corrido del patrón de peso molecular λ-Hind
III (Gibco - BRL). A la derecha se indican los
tamaños de los fragmentos de restricción
obtenidas con la enzima Xho I.
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KMP11 F
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CD  2
280 pb
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Figura 3B. Diagrama de la organización del fragmento de 830 pb amplificado en T.rangeli. Las cajas
representan las regiones codificantes de la primera copia (CD1) y segunda copia del gen (CD2) y la barra,
denota la región intergénica entre ellas. Se indica la dirección de los cebadores empleados en la PCR.

1                          2                                    3                          4

830  pb

280  pb

pb

3000

1000

300

1                          2                                    3                          4

830  pb

280  pb

pb

3000

1000
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Figura 3A. Amplificación de los genes codificantes para la proteína KMP-11 en T.rangeli. 100 µl del
producto de amplificación con los cebadores KMP11F/R fueron resueltos en un gel de agarosa al 1,5 %,
coloreado con bromuro de etidio. 1: Patrón de peso molecular 1 Kb Ladder (Gibco-BRL), 2 y 3: producto
de amplificación y 4: control negativo de la reacción de PCR.
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1         2        3

A

B

1         2        3

A
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Figura 4. Ensayo de “Dot blot” del ADN genómico de T.rangeli y de T.cruzi,
hibridados con un fragmento de PCR, correspondiente a la región codificante
de la KMP-11 de T.rangeli. A. 1: 15 µg de ADN de la colonia 2tliA, que contiene
la región codificante de la KMP-11 de T.rangeli, 2: 15 µg de ADN de la cepa Y de
T.cruzi, y 3:15 µg de ADN de la cepa Tre de T.rangeli. B. 1:7,5 µg de ADN de la
colonia 2tliA, 2: 7,5 µg de ADN de la cepa Y y 3: 7,5 µg de ADN de la cepa Tre.

530 b530 b

Figura 5. Análisis de “Northern blot”
del ARN total de formas epimastigo-
tas de T.rangeli hibridadas con un
fragmento de PCR, correspondiente
a la región codificante de la KMP-11
de T.rangeli. A la derecha se indica el
tamaño de la banda en bases.
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Figura 6A

Figura 6B

Análisis BLAST de la secuencia de nucleótidos (A) y de la secuencia de aminoácidos (B) de la región
codificante para la proteína KMP-11 de T. rangeli. Los números de acceso de las secuencias al GenBank
y SwissProt se indican a la izquierda y los porcentajes de identidad a la derecha. Los colores de las barras,
se asignan según el puntaje (S) señalado en la figura. A mayor puntaje, mayor identidad.
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Figura 7. Secuencia del fragmento de 830 pb codificante para una agrupación génica de la KMP-11
de T.rangeli. Los números indican la posición de los nucleótidos en la secuencia y las letras en negrita las
regiones codificantes.

          10        20        30        40        50        60    
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 ATGGCCACCACTCTTGAGGAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGCCGAGTTTGCA 

          70        80        90        100       110       120   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 AAGAAGATGGAGGAGCAGACCAAGAAGTTCTTTGCGGACAAGCCGGACGAAAGCACCCTG 

          130       140       150       160       170       180   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 TCTCCTGAAATGAAGGAGCACTACGAGAAGTTCGAGAGGATGATTCAGGAGCACACCGAC 

          190       200       210       220       230       240   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 AAGTTCAACAAGAAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTTAAGTCGAAGTTTGCTGAGCTG 

          250       260       270       280       290       300   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 CTCGAGCAACAGAAGAACGCTCAGTTCCCGGGCAAGTAGGCAGAGAGGAGAGAATGGATG 

          310       320       330       340       350       360   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 TGACTATGGTTTGTGGTACGCGCGCCATTGTCTCCATTTTTCGATGTTTTAATAGAATAG 

          370       380       390       400       410       420   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 GGGTTTTTTTTGGTTATGTTTCTGGACTTATCAGACGGCAGCTACCGGGTTTGCGTGGCC 

          430       440       450       460       470       480   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 ACCAATGTTGCATTCTTTTTTTTTTTTATTTTGCTTTCAGGTGGGTGATGCCGCCGCCAT 

          490       500       510       520       530       540   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 TTCTTCCTGTGTTCTTTGCTGCTTTTCTCTCGCAGTTTGATTGCGCCCAAGCTATATCTT 

          550       560       570       580       590       600   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 TAAGTGAAACATGGCCACCACCCTTGAGAAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGC 

          610       620       630       640       650       660   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 CGAGTTTGCAAAGAAGATGGAGGAGCAGAACAAGAAGTTCTTCGCGGACAAACCCGACGA 

          670       680       690       700       710       720   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 GAGCACGCTCTCCCCTGAAATGAAGGAGCACTATGAAAAGTTTGAAAAAATGATTCAGGA 

          730       740       750       760       770       780   
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:----|----:----| 
 GCACACCGACAAATTCAACAAAAAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTCAAGGCCAAATT 

          790       800       810       820                      
 ----:----|----:----|----:----|----:----|----:---- 
 TGCTGAGTTGCTTGAGCAGCAGAAGAACGCTCAGTTCCCAGGAAAGTAA 



44

Universitas Scientiarum Vol 9, 29-44

              10        20        30        40        50        60 
1      MATTLEEFSAKLDRLDAEFAKKMEEQTKKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIQEHTD 

      ::::::.:::::::::::::::::::.:::::::::::::::::::::::::.::::::: 
2      MATTLEKFSAKLDRLDAEFAKKMEEQNKKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFEKMIQEHTD 

              10        20        30        40        50        60 

              70        80        90   
1      KFNKKMHEHSEHFKSKFAELLEQQKNAQFPGK 

      ::::::::::::::.::::::::::::::::: 
2      KFNKKMHEHSEHFKAKFAELLEQQKNAQFPGK 

              70        80        90   

Figura 8A. Alineamiento de las secuencias de nucleótidos de las regiones codificantes 1 y 2 de la
agrupación génica de 830 pb, mostrando un 90 % de identidad entre las secuencias. Los números
indican la posición de los nucleótidos en la secuencia, dos puntos indican identidad y un espacio indica
falta de identidad entre las secuencias.

              10        20        30        40        50        60 
1      ATGGCCACCACTCTTGAGGAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGCCGAGTTTGCA 

      ::::::::::: :::::: ::::::::::::::::::::::::::::::::::::::::: 
2      ATGGCCACCACCCTTGAGAAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGCCGAGTTTGCA 

              10        20        30        40        50        60 

              70        80        90       100       110       120 
1      AAGAAGATGGAGGAGCAGACCAAGAAGTTCTTTGCGGACAAGCCGGACGAAAGCACCCTG 

      ::::::::::::::::::: :::::::::::: :::::::: :: ::::: ::::: ::  
2      AAGAAGATGGAGGAGCAGAACAAGAAGTTCTTCGCGGACAAACCCGACGAGAGCACGCTC 

              70        80        90       100       110       120 

             130       140       150       160       170       180 
1      TCTCCTGAAATGAAGGAGCACTACGAGAAGTTCGAGAGGATGATTCAGGAGCACACCGAC 

      :: :::::::::::::::::::: :: ::::: :: :  ::::::::::::::::::::: 
2      TCCCCTGAAATGAAGGAGCACTATGAAAAGTTTGAAAAAATGATTCAGGAGCACACCGAC 

             130       140       150       160       170       180 

             190       200       210       220       230       240 
1      AAGTTCAACAAGAAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTTAAGTCGAAGTTTGCTGAGCTG 

      :: :::::::: :::::::::::::::::::::::::: ::: : :: ::::::::: :: 
2      AAATTCAACAAAAAGATGCACGAGCACTCTGAGCACTTCAAGGCCAAATTTGCTGAGTTG 

             190       200       210       220       230       240 

             250       260       270         
1      CTCGAGCAACAGAAGAACGCTCAGTTCCCGGGCAAGTA 

      :: ::::: :::::::::::::::::::: :: ::::: 
2      CTTGAGCAGCAGAAGAACGCTCAGTTCCCAGGAAAGTA 

             250       260       270         

Figura 8B. Alineamiento de las secuencias de aminoácidos de las regiones codificantes 1 y 2 de la
agrupación génica de 830 pb, mostrando un 96 % de identidad entre las secuencias. Los números
indican la posición de los aminoácidos en la secuencia, dos puntos indican identidad, un punto indica
homología y un espacio indica falta de identidad y de homología entre las secuencias.


