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RESUMEN

La proteina KMP-11 de la membrana de kinetoplastidos es una glicoproteina de 11 kDa presente en todos
los estadios de vida de los kinetoplastidos, con una mayor abundancia en las formas parasitarias que
interactian con el insecto vector. Las peculiaridades presentadas por esta proteina, tales como su elevado
grado de conservacion entre los kinetoplastidos, su asociacién tanto a membrana como a citoesqueleto y
a flagelo de los parasitos y su reactividad inmunolégica; hacen de esta proteina un blanco atractivo de
estudio tanto para el desarrollo de estrategias de quimioterapia como de inmunoterapia contra las enfer-
medades causantes por dichos parasitos. En este contexto, se presentan los resultados obtenidos en el
estudio de los genes codificantes para la proteina KMP-Ilrygmnosoma 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 fronTrypanosoma rangeli.

Key words: KMP-11, Kinetoplastids|.eishmania, Trypanosoma.

INTRODUCCION parasito (Thomas et al., 1993). Entre los
miembros del ordeiinetoplastida se en-
Los protozoos del ordeKinetoplastida cuentran dos géneros de importancia mé-
son organismos unicelulares flagelados qualica humana y veterinaria: los géneros
deben su nombre a la presencia de una redeishmaniay Trypanosomacausantes de
compacta de maxicirculos y minicirculos Leishmaniasisl{eishmania sp enfermedad
de ADN, conocida como el kinetoplasto, el del suefio (Trypanosoma brucgi enferme-
cual constituye el ADN mitocondrial del dad de ChagasT(ypanosoma crug y
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tripanosomiasis bovinaTfypanosoma 11 KDa de membrana de kinetoplastidos
vivax y Trypanosoma evans(Ramirez et (Jardim et al., 1995a,b).
al.,1998; Tanowiitz et al., 1992; Dickind y
Gibson, 1989). El impacto generado porEstudios posteriores verificaron la presen-
estas patologias infecciosas representa unia de KMP-11 enTrypanosoma brucei
serio desafio para la salud y economia mun{Bridge et al., 1998; Stebeck et al., 1995;
dial que exige un pronto y satisfactorio 1996), Leishmania infantungBerberich et
control y erradicacion de las mismas, sur-al., 1997a, b)Leishmania panamensis
giendo la formulacién de vacunas como(Ramirez et al., 1998) y mas recientemente
posible alternativa. Una de las estrategiasn T.cruzi (Thomas et al., 2000). Dichos
para el disefio de vacunas se centra en alstudios han demostrado que la proteina
estudio de moléculas que sean abundantesn la mayoria de las kinetoplastidos tiene
en la superficie de los parasitos y generercaracteristicas comunes tales como peso
respuesta inmune protectora contra la in1molecular de 11 kDa, elevado namero de
feccién. EnLeishmaniasestan descritas y copias (1x182X10° moléculas por célu-
parcialmente caracterizadas moléculas mala), localizacién en la superficie de la mem-
yoritarias de membrana como el lipofosfo- brana del parasito, flagelo y bolsillo
glicano (LPG), la metaloproteinasa gp63, flagelar, caracter anfiipatico, estructura se-
y el antigeno de superficie de los promasti-cundaria caracterizada por la presencia de
gotes (PSA), en tanto que en tripanosomasios a-hélices unidas por un segmento en-
se han detectado la glicoproteina gp60, lagollado al azar, asociacion a la bicapa
trans/sialidasas, la cisteinil proteinasa, ellipidica de la membrana del parasito, ex-
antigeno flagelar Rod, y el antigeno de su{presion en todos los estadios del ciclo de
perficie de los tripomastigotes (TSA). Una vida del parasito, con mayor abundancia
nueva molécula comun a las dos especies gn los estadios desarrollados en el insecto
que hasta ahora empieza a ser caracteriza relevancia a nivel inmunolégico, ya que
da, es la proteina de 11 kDa de la membraes un potente inductor de inmunidad hu-
na de superficie del kinetoplastido o moral y celular. Por lo tanto, dado que esta
KMP-11(Berberich et al., 1997a). proteina no se encuentra en mamiferos,
constituye un excelente blanco para célu-
La KMP-11 es una proteina de 11 kDa pre-las citotoxicas (CD8+) y células NK espe-
sente y altamente conservada en la mayoeificas de antigeno.
ria de los kinetoplastidos incluyendo
Leishmanias Trypanosomas, Crithidias, LOS GENES QUE CODIFICAN PARA
Leptomonas y PhytomongStebeck et al., LA PROTEINA KMP-11
1995). Esta molécula fue aislada y caracte-
rizada por primera vez ebeishmania Los estudios realizados coinciden en que
donovani endonde se co-aislé asociada al '@ proteina KMP-11 se encuentra codifica-
LPG de la membrana celular del parasi-da por genes repetidos presentando 3 co-
to razén por la cual se le denominé ini- Pias en las diferentes especies de
cialmente LPGa o proteina asociada all€ishmanias(Berberich et al., 1997a, b,
lipofosfoglicano. Trabajos posteriores de- Jardim et al., 1995, Ramirez et al., 1998) y
mostraron claramente que la proteina de 1 copias en tripanosomas (Bridge et al.,
kDa presente en las preparaciones de LP@998, Thomas et al., 2000) a excepcion de
era la responsable de los efectos delrypanosoma brucei rhodesiense cepa Vi-
linfoproliferacion, inmunoproteccion y tal 1.1 en el cual el gen es de copia Unica
antigenicidad atribuidos al LPG. Por lo (Stebeck et al., 1996).
anterior, se le denomino KMP-11 Proteina
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Los genes KMP-11 poseen un marco decho, unido a la transcripcion policistrénica
lectura abierto de 276 a 279 pb el cual secaracteristica de tripanosomatidos (Thomas
encuentra flanqueado por regiones inter-et al., 1993), sugiere que el control de la
génicas de longitud variable para el casoexpresion de los genes KMP-11, al menos
de leishmanias con un rango de 1,5 a 3,%n esta especie de leishmarsa lleva a
kb (Berberich et al., 1997b, Jardim et al.,cabo a nivel postranscripcional.
1995b, Ramirez et al., 1998) y de longitud
constante, aproximadamente 300 pb pard&or su parte, efi.cruzilos niveles de los
tripanosomagBridge et al., 1998, Thomas transcritos de la KMP-11 se mantienen cons-
et al., 2000). La localizacién cromosomicatantes durante los diferentes estadios del
de estos genes solo ha sido estudiad@.en ciclo de vida del parasito. Estudios realiza-
cruzi en donde el locus de 4 copias se loca-dos por Thomas et al., (2000), demostraron
liza en una banda de 1,9 Kb (Thomas et al.jnhibicion en la sinteside novode la KMP-
2000) . 11 en parasitos tratados con vinblastina,
droga que actla despolimerizando los
El analisis de la secuencia de los genesnicrotibulos. Dado que esta inhibicion no
KMP-11 demuestra la existencia de poli- esta acompafiada por una caida en el nivel
morfismo entre las diferentes copias de uneaitoplasmatico de los mensajeros KMP-11
misma especie de parasito. Dicho polimor-maduros, se sugirio la existencia de una
fismo es mas acentuado en las regiones 5’ yegulacion de la sintesis de KMP-11 a ni-
3’ no traducidas, que en las regionesvel traduccional, en donde posiblemente
codificantes. Es asi como para el caso dda KMP-11 ejerce por si misma un mecanis-
T.brucej se detectaron tan solo dos cam-mo de regulacién autégena.
bios silentes en las cuatro copias del gen
(Bridge et al., 1998), eh.infantumse de- Adicionalmente, Berberich et al., (1998) y
tectaron dos cambios de nucleétidos en do§homas et al., (2000) han demostrado la
de las tres copias existentes los cuales a sexistencia de un mecanismo de regulacion
vez se traducen en la sustitucion de glicinaextra que opera a nivel postranscripcional,
por acido aspartico y de lisina por argininaencargado de reducir los niveles de ARN
(Berberich et al., 1997b) y finalmente, en mensajero cuando el parasito pasa de la fase
T.cruzi en la primera copia del gen se de-logaritmica a la fase estacionaria de creci-
tectd la sustitucién de la lisina 92 por un miento, en el estadio de promastigote y
codon de parada (Thomas et al., 2000). epimastigote, de leishmania y tripanosoma,
respectivamente.
EXPRESION DE LOS GENES KMP-11

o LA PROTEINA KMP-11 DE LOS
La transcripcion de los genes KMP-11 dak|NETOPLASTIDOS

lugar a un ARN mensajero de tamarfo va-

riable con 0,5 kb ed. cruzi,0,8 kb en Los primeros estudios sobre la KMP-11 fue-
T.bruceiy 1,3 kb enL.infantum(Berberich  ron realizados Jardim et al., (1995a), quie-
et al., 1998, Bridge et al., 1998, Thomas etnes aislaron y caracterizaron la proteina en
al., 2000) A pesar de que la proteina es maspromastigotes dé.donovania partir de la
abundante en las formas parasitarias desasepa LD3, encontrando que la proteina de
rrolladas en el insecto tanto en leishmania®92 aminoacidos, posee un punto isoeléc-
como en tripanosomas, éninfantumlos  trico de 4,8, se asocia a la superficie de la
niveles de ARN mensajero para la KMP-11 membrana del promastigote, se expresa
son mas abundantes en el estadio den 1-2 x 10 copias por parasito y se en-
promastigote que de amastigote. Este heeuentraglicosilada mediante enlaces O-
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glicosidicos. En concreto, se pudo establePor su parte, eh.infantumes importante
cer la presencia de galactosamina, galactodestacar que la KMP-11 presenta una ele-
sa, glucosa y residuos de manosa (Jardim etada resistencia a condiciones denaturan-
al., 1995a). Otra modificacién postraduc- tes. Por ejemplo, se ha determinado que la
cional encontrada en la KMP-11 de proteina es estable a un rango de pH de 2 a
L.donovanifue la presencia de un residuo 7, su estructura conformacional se conser-
NS-monometil-arginina en la posicion 45, va hasta 50 °C y a medida que se aumenta
el cual parece estar implicado en la superda temperatura va perdiendo progresiva-
vivencia del parasito dentro de la vacuolamente la estructura de a hélice hasta que a
fagolisosémica por cuanto se ha visto queB5°C, se encuentra por completo enrolla-
la monometil-arginina es un inhibidor da, recuperando, sin embargo su confor-
competitivo de la oxido nitrico sintasa. macién nativa al bajar nuevamente la
Adicionalmente, se establecié que la pro-temperatura, comportamiento que resulta
teina presenta un motivo conservado demuy similar al de las apolipoproteinas
hélice-vuelta-hélice en su estructura secun{Fuertes et al., 1999).

daria con un fuerte caracter anfipatico y que

ademas se encuentra asociada a la cagd€ Otra parte, es importante destacar no
bilipidica de la membrana del parasito SPlamente el elevado grado de homologia
(Jardim et al., 1995 a, b). gue existe entre las proteinas KMP-11 de

ambos géneros de tripanosomatidos, sino

En tripanosomas africanos el analisis de!@ homologia que existe entre éstas y las
lisados de formas prociclicas deypano-  aPolipoproteinas, de una parte y la protei-
soma brucei brucei, T.b.rhodesiense,N@ asociada a citoesqueleto CIP1 de
Trypanosoma brucei gambiense, Trypano-Arab'dOS'S thalianade otra (Thomas et al.,
soma congolensg Trypanosoma simiae, 2000).
mostraron mediante “Inmunoblot” con los .
anticuerpos monoclonales L98 y L157 di- FUNCIONES DE LA PROTEINA
rigidos contra la KMP-11 dé&. donovani P-11
la presencia de la banda de 11 kDa (Stebecjasta el momento, la funcién biolégica
et al., 1995). La proteina en concreto Sé|0precisa de esta proteina se desconoce, pero
ha sido caracterizada ehb.rhodesiense gy conformacién estructural, homologia
en donde se ha encontrado que la proteingon |as apolipoproteinas y posible asocia-
de 92 aminoacidos tiene un peso aproXi-jgn en la membrana de los parasitos con
mado de 11,1 kDa, punto isoeléctrico degiros componentes anfipaticos como el LPG
6,0 y estructura secundaria conformadagp, Leishmaniay las proteinas acidicas
por dos a hélices anfipaticas unidas porrepetitivas enT.brucei sugieren que ella
un segmento enrollado al azar (Stebeck epuede interactuar con la bicapa lipidica,
al., 1996). regulando la presion e incrementando la
consistencia de la membrana al permitir la
Llamativamente, en la posicion 45 de la gstapilidad de moléculas como el LPG. Asi
proteina en lugar de una arginina se eNismo, el caracter anfipatico explica como
cuentra una lisina, situacion que sucedqg proteina al ser cargada puede estar inser-

igualmente con la KMP-11 de.infantum  tada dentro de la membrana lipidica (Jardim
y T.cruzi (Ramirez et al., 1998, Thomas et g al., 1995b).

al.,, 2000). Sin embargo, la presencia de un

residuo de arginina modificado en otra po-No obstante, la presencia mayoritaria de la
sicién de la proteina, no puede ser descarKMP-11 en los estadios desarrollados en el
tado (Stebeck et al., 1996). insecto, tanto en las formas infectivas de
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vertebrados como no infectivas, hacen pencelulares, asociadas tanto con las apolipo-
sar gque esta proteina puede tener otras furproteinas como con movilidad y penetra-
ciones relacionadas con la interaccion delcion del parasito en la célula huésped; el
parasito con el huésped vector y/o con ehallazgo de que la KMP-11 es una proteina
huésped vertebrado durante la infeccion. fijjadora de calcio (CaBP), arroja, sin lugar
a dudas, luces en el papel biolégico des-

Es asi como, estudios de |nmunoﬂuores-erm)e,rh,mO por esta proteina.

cencia sugieren que la KMP-11 se localiza

principalmente a lo largo o!e[ flagelo Y €N REL EVANCIA INMUNOLOGICA DE

la base flagela,r (_1e los parasitos. Por ejeM; A PROTEINA KMP-11

plo, en parasitos comd..infantum

T.congolensey T.brucej se demostr6 Diferentes estudios han evidenciado que
inmunoreactividad principalmente a lo lar- la KMP-11 tiene tres papeles inmunolégi-
go del flagelo y en el bolsillo flagelar, mien- cos claramente definidos:

tras que erL.donovaniaunque se presento . ,
localizacion flagelar, exhibié un patrén de * Inmunoestlm_ulador.de cglulas B.
fluorescencia mucho mas disperso en todd [nductor de linfoproliferacion y respues-
la célula (Berberich et al., 1997a, Stebeck ta citotoxica.

et al., 1995). Por su parte, mediante estu» Inmunoprotector en modelos animales.
dios de “Western blot” e inmunomicrosco-

pia electrénica se ha demostrado que IdNMUNOESTIMULACION DE

KMP-11 deT.cruzi se encuentra asociada CELULAS B

al citoesqueleto del parasito, probable-
mente con los microtibulos subpelicula-
res Iogghzadqs erajo de la membrgnall delL.infantum,agente etioldgico de la
plasmatica, principalmente en el bolsillo

leishmaniasis visceral canina y humana en

flagelar (Thomas et al., 2000). De manera , . . . . y hu .
. . el viejo continente. Dichos estudios, evi-
gue, los anteriores hallazgos sugieren que

la proteina KMP-11 puede estar implicadaggg}c'aron una rgacnwcjad §efro|c:g(;ca del
tanto en la movilidad del parasito como en>?° €N SUETOS de caninos infectados con

Su unién a la célula huésped el parasito y del 70% en sueros de pacien-
tes con leishmaniasis (Berberich et al.,

Recientemente, se encontré que el segment997a). Adicionalmente, estudios recien-
to enrollado al azar localizado entre las dosies de Carvalho et al. (2003) muestran como
a hélices de la proteina KMP-11 de la KMP-11 delL.infantumes reconocida por
L.infantum, presenta homologia del 67 % el suero de pacientes con leishmaniasis
con los motivos de unién a calcio presentevisceral, cutanea y pacientes asintomaticos
en proteinas fijadoras de calcio, como lainfectados poiLeishmania chagasi
EF-hand de 40 kDa del hondg@hysarum o . i
polycephalumMas adn, se encontré que Asi mismo, los estud_los de Ramirez et al.,
la KMP-11 no sélo es capaz de unir calcio,(1998) apoyan la antigenicidad de la KMP-
sino que el C4 modifica la estructura se- 11, puesto que la proteina recombinante
cundaria y terciaria de la proteina de manede L.panamensisagente causal de leish-
ra dependiente del pH y la temperatura, ymaniasis cutanea, mucocutanea y leishma-
adicionalmente, altera las propiedades deniasis cutanea diseminada en Colombia; es
solubilidad de la misma (Fuertes et al.,reconocida por el 80, 77 y 100% de sueros
2001). de pacientes con leishmaniasis cutanea,
mucocutanea y visceral. Adicionalmente,
Puesto que los iones de calcio desempefaasta proteina presenta una seropositividad
un papel importante en muchas funcionesdel 86% en sueros de pacientes asintomati-

Los primeros estudios de reactividad sero-
I6gica se realizaron con la proteina KMP-
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cos infectados con el parasito. De igual(1999) y Thomas et al., (2001). Adicional-
manera, los estudios de Jensen et al., (1998)ente, el uso de versiones recombinantes
confirman el caracter inmunoestimulador truncadas en los extremos amino y
de células B de la KMP-11. Concretamen-carboxi de la proteina KMP-11 decruzi

te, estos autores trabajaron con la proteinha demostrado que el suero de pacientes
de L.donovanj agente etiologico de chagésicos reconoce predominantemente
lesihmaniasis visceral en el viejo continen-determinantes antigénicas lineales locali-
te. Los estudios muestran que los linfocitoszadas en la region carboxi terminal de la
B de pacientes con leishmaniasis visceraproteina. Resultados que fueron confirma-
reconocen la KMP-11 y que dicha reactivi- dos mediante ensayos de competicion uti-
dad disminuye levemente cuando los pa-izando el péptido 12642 (aminoéacidos
cientes reciben tratamiento. Por su parte/6-92). Llamativamente, mientras dicho
estudios realizados por Trujillo et al., en péptido fue reconocido por la totalidad de
1999, evidencian que las subclases ddos sueros chagasicos, los pacientes con
inmunoglobulinas implicadas en la res- leishmaniasis visceral no presentaron reac-
puesta frente a la KMP-11 deeishmania cion frente al mismo; lo cual sugiere que el
son en orden de reactividad 1gG1, IgG3,péptido 12642 puede ser un buen candida-
IgG2 e IgG4, respuesta muy similar a la vis-t0 para realizar diagnostico diferencial en-
ta frente a extractos crudos del parésitolre estas dos entidades parasitarias (Thomas
Ademas, estos autores demuestran la exiset al., 2001).

tencia de reactividad cruzada entre la KMP-

11 deT. cruziy de Leishmania De igual Inmunoestimulacion de linfocitos T

forma, enT.cruzi S? ha vgrlflcado qqe la La KMP-11 ha tenido gran interés, dada su
KMP-11 es un antigeno inmunodominante . . . ; L2
capacidad de inducir la proliferacion de

altamente reconocido por el suero de pa-

. .. linfocitos T. Es asi como Tolson et al., en
cientes con enfermedad de Chagas Cronicd o9, demostraron aue la KMPL1 de
y leishmaniasis visceral (Thomas et al. q

'L.donovani, T.b.rhodesiense, T.b.brucei,
2001). .

T.simiaey T.congolensees un potente
La respuesta inmune humoral frente |aestimulador de los linfocitos CDACDS8
de ratones inmunizados con la KMP-11 de
L.donovanj o con promastigotes de la mis-

KMP-11 ha sido valorada no solo contra la

proteina nativa y recombinante, sino tam- ; el
ma especie, en una forma no restringida al

bién frente a péptidos sintéticos y fraccio-"". h o
nes proteicas recombinantes de la mismaSiStéma mayor de histocompatibilidad H-

Por su parte, Jensen et al., en 1998, usand%' Mas adelante, Jensen et al., en 1998

tres péptidos sintéticos sobrelapados quénuestran com_o, I_as ceélulas mononuclez_ires
cubren la totalidad de la molécula, pudode sangre periférica (CMSP) de 10 pacien-

establecer que adn cuando estos péptidotaeS o!e un tot_al de 1_7 p_ame_ntes con historia
previa de leishmaniasis visceral, respon-

eran reconocidos por los sueros de pacien o

tes con leishmaniasis visceral (30-58%),den frente a uno o mas Qe_ptldos de un to-

dicha reactividad no alcanzaba los nivelestal de tres peptldqs sintéticos de 38 mer

de reconocimiento de la proteina nativa. que cuben_la totalidad de la KMP-11 de
L.donovani

De manera que, estos resultados sugieren

gue los determinantes antigénicos de |aEStUdiOS realizados por Marafién et al., en

KMP-11 delL.donovanison de caracter 2001, evidencian como la inmunizacion de

conformacional, hecho confirmado mas ratones transgénicos A2/Kkon una protei-

adelante por los estudios de Trujillo et al.,na de fusion, integrada por la proteina de

34



Enero-junio de 2004

choque térmico HSP70 y la KMP-11 de proteina KMP-11, son capaces de contro-
T.cruzi, induce una respuesta citotdxica lar la infeccién pot_eishmania majar
contra células humanas que expresan la

KMP-11 del parésito. Adicionalmente, es- EN conclusion, los hallazgos anteriormen-
tos autores identifican una epitope cito-t€ presentados, asi como también el hecho

téxica A2 restringida, localizada en los d€ due la expresion de tanto el LPG como

aminoacidos 4 a 12 de la proteina, denomi-de, Ia protelna KM_P'll en CUI“VQS
nada K1. Es mas, Planelles et al., en 20023X€NICOS de promastigotes t_iedonovanl

encontraron que la proteina de fusi()nd'sm'.nuy.en con Iog SUbCl.Jlt'VOS’ cor,1fc.)r-
HSP70/KMP-11, es capaz de madurar célume disminuye la virulencia del parasito
las dendriticas de ratén, con la consecuen(MUKhOp"Jujr.]yay et al., 1998); sugieren el
te producciéon de interleukina (IL) 12 y uso potencial de la proteina KMP-11 en

factor de necrosis tumoral a (TNXFY, aun- esquemas de |nm_unopr(_)f|IaX|s € Inmuno-
. e terapia contra la infeccién pdr.cruziy

gue este efecto es debido principalmente 2 cishmanias

la HSP70, la presencia de la KMP-11 au-

g‘;ﬂt‘i;ﬁs niveles de produccion de las Ci-y\a\ncES EN LA CARACTERIZACION

DE LOS GENES CODIFICANTES PARA
LA PROTEINA KMP-11 DE TRYPANO-
SOMA RANGELI

Las mvestlgacmn_es en KMPl_l reciente- zctyaimente el laboratorio de Parasitologia
mente se han orientado hacia su pape

olecular del Departamento de Microbio-

inmunoprptector fr_ente a infecciones POTogia de la Universidad Javeriana, Bogota,
Leishmaniay T.cruzi Es asi como, ensayos Colombia, trabaja en el aislamiento y ca-

de Mukhopadhyay et al., en 1999 eviden- 5 cerizacién molecular de los genes
cian que la |nmun|zaC|on_de hamsters con.,gificantes para la proteina KMP-11 de
la cepa URG dé.donovanj la cual carece trynanosoma rangeliparasito que adn
de LPG pero expresa gran cantidad de ARN; jando carece de patogenicidad para el
mensajero para la KMP-11, confiere pro- hompre, reviste una gran importancia mé-
teccion frente al reto con cepas virulentasgjcy, por cuanto comparte vectores, reser-
del paréasito. Adicionalmente, Ramirez ety grios y huéspedes con su contraparte
al., (2001) mostraron que la inmunizacion patogénicar.cruzi ademas de la presencia
de ratones BALB/c con una cepa atenuadaje reaccién inmunoldgica cruzada entre

de Toxoplasma gondigue expresa la pro- ambos parasitos (D'Alessandro y Saravia,
teina KMP-11delLeishmania induce una 1999) (Figura 1).

respuesta inmune especifica e inmunopro-

tectora en dichos animales. Igualmente, sd-a presencia de los genes codificantes para
ha demostrado que la KMP-11 fusionada ala proteina KMP-11 efl.rangeli fue deter-

la HSP70 deT.cruziinduce una respuesta minada mediante ensayos de “Southern
inmune tanto citotéxica como humoral en blot”, utilizando como sonda los genes
ratones, que permite la proteccién de di-KMP-11 deT.cruzi.Es asi como, en la figu-

chos animales, tras el reto con el parasitd@ 2 se observa la presencia de los genes
(Planelles et al., 2001). KMP-11 enT.rangeli los cuales presentan

] ) ] un tamafio aproximado de 600 pb.
Finalmente, los estudios de Berberich et al.,

2003, demuestran que la inmunizacion deAdicionalmente, el perfil de restriccion con
ratones con células dendriticas murinasla endonucleasa Xhol (Figura 2, linea Xhol)
pulsadas con una mezcla de antigenos resugiere tanto la presencia de varias copias
combinantes dé.eishmania entre ellos la del gen, como la existencia de polimorfis-

Inmunoproteccion en modelos animales
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mo entre las mismas. La amplificacién delLos anteriores resultados son importantes
los genes, usando cebadores que amplifia la luz del debate de la posicion taxoné-
can la regién codificante de la KMP-11 de mica deT.rangeli el cual dada su capaci-
T.cruzi,indic6 a su vez, tanto la existencia dad de transmitirse tanto por saliva como
de mas de una copia, como el arreglo o dispor heces, no ha sido posible clasificarlo
posicion de las mismas en tandem. Es asflentro del grupo Salivaria o Stercoraria
como, en la figura 3A se observan dos ban{D’Alessando y Saravia, 1999).

das de amplificacion, de 280 y 830 pb,

correspondientes a la amplificacion de por otra parte, la secuenciacién del frag-
una region codificante y de un fragmentomento de 830 pb (depositada en GenBank
conteniendo dos regiones codificantes secon el niimero de acceso: AY325812) con-
parada por la region intergénica, respectifimg de una parte, la existencia de varias
vamente (Figura 3B). Asi mismo, el nimero copias del gen dispuestas en tandem, asi
de copias fue determinado mediante ensagomo también la presencia de polimorfismo
yos de “Dot blot”, en los cuales se com- entre las mismas, tanto a nivel de nuclecti-
pararon las intensidades de hibridacion delyos como de aminoacidos. Llamativamen-
ADN de T.rangeliy T.cruzi frente a la son- e se observan cuatro cambios conservados
da de la KMP-11. Los resultados obteni-enyre |as secuencias de aminoacidos de las

dos, sugieren la presencia de 4 copias delos copias secuenciadas (Figuras 7 y 8).
gen codificante para la proteina KMP-11

en T.rangeli (Figura 4). En conclusion, los genes codificantes para

la proteina KMP-11 dd.rangelitienen un
Yamafio de 550 pb, se encuentran repetidos
en cuatro copias dispuestas en tandem y
Hresentan polimorfismos tanto en su se-
cuencia de nucledtidos como de aminoaci-
dos, siendo hasta ahora la especie con mayor
polimorfismo en la regién codificante de

Con el objetivo de secuenciar los geneg@s diferentes copias del gen. Ademas, la
KMP-11 deT.rangeli se clonaron los KMP-11 deT.rangeli muestra una mayor
fragmentos de amplificacion de 280 y 830 identidad con los genes y proteinas homo-
pb en el plasmido pGEM ®T Easy. Los logas deT.cruzi que deT.brucei Resulta-
resultados de la secuenciacién de amba8§0 que puede ser importante para esclarecer
cadenas del ADN tanto con cebadores unila posicion taxonomica dé&.rangeli Ac-
versales como con cebadores internos, parlalmente, se esta trabajando tanto en la
el caso del fragmento de 280 pb, revelaroriocalizacion de la proteina en el parasito,
que la secuencia de la regién codificantecomo en la expresion de la proteina recom-
de T.rangeli (depositada en GenBank con binante para su uso en ensayos inmunolo-
el nimero de acceso: AY147904), presentegicos de reactividad serologica y activacion
un 88% de identidad a nivel de nucledti- linfocitaria.

dos y un 98% a nivel de aminoéacidos con

la KMP-11 deT.cruzj tripanosoma perte- AGRADECIMIENTOS

neciente al grupo Stercoraria. En tanto que

la identidad de dicho fragmento con la Este estudio fue financiado por Colciencias
KMP-11 deT. brucei,tripanosoma perte- y la Fundacion para la Promocion de la
neciente al grupo Salivaria, es del 70% pareCiencia y la Tecnologia del Banco de la
nucleétidos y 92% para aminoacidos (Fi- Republica, seglin contratos N° 190-200 y
guras 6A y 6B). 200115, respectivamente.

Por otra parte, la expresion de los gene
KMP-11 deT.rangeli se determindé median-

te ensayos de “Northern blot”, los cuales
indican que estos genes se transcriben e
un ARN mensajero de aproximadamente
530 bases (Figura 5).
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Figura 1. Coloracién de
Giemsa: La flecha indica
formas epimastigotas de
Trypanosoma rangeli
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R Figura 2. Analisis de “Southern blot” del
ADN genomico deT.rangeli hibridado con
la region codificante para la proteina
B KMP-11 de T.cruzi: 2 pg de ADN fueron
23

digeridos con enzimas de restriccion, resuel-
tos en un gel de agarosa al 0,8%, transferidos
a membranas de “nylon” e hibridados con la
region codificante de la KMP-11 decruzi
amplificada mediante PCR y marcada
3 radiactivamente. A la izquierda se indica el
&% . c00pb corrido del patron de peso moleculeHind
Il (Gibco - BRL). A la derecha se indican los
tamarfios de los fragmentos de restriccion
obtenidas con la enzima Xho |I.
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« 830 pb

<+— 280 pb

Figura 3A. Amplificacion de los genes codificantes para la proteina KMP-11 ehrangeli. 100 pl del

producto de amplificacion con los cebadores KMP11F/R fueron resueltos en un gel de agarosa al 1,5 %,
coloreado con bromuro de etidio. 1: Patrén de peso molecular 1 Kb Ladder (Gibco-BRL), 2 y 3: producto
de amplificacion y 4: control negativo de la reaccion de PCR.

KMP11 F ==

cD 1 CD 2
280 pb 280 pb
4
\Ig &= KWP11R
270 pb

Figura 3B. Diagrama de la organizacion del fragmento de 830 pb amplificado éhrangeli. Las cajas
representan las regiones codificantes de la primera copia (CD1) y segunda copia del gen (CD2) y la barra,
denota la region intergénica entre ellas. Se indica la direccion de los cebadores empleados en la PCR.
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Figura 4. Ensayo de “Dot blot” del ADN gendmico deT.rangeli y de T.cruzi,
hibridados con un fragmento de PCR, correspondiente a la regién codificante
de la KMP-11 deT.rangeli. A. 1: 15ug de ADN de la colonia 2tliA, que contiene
la region codificante de la KMP-11 derangeli 2: 15ug de ADN de la cepa Y de
T.cruzi y 3:15ug de ADN de la cepa Tre derangeli B. 1:7,5ug de ADN de la
colonia 2tliA, 2: 7,5ug de ADN de la cepa Y y 3: 745y de ADN de la cepa Tre.

530 b

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

L.Tropica O21436 86%

S<=50  50<S<=100 100<S<=150 150<S<=200 s<200

Figura 6B

Andlisis BLAST de la secuencia de nucleotidos (A) y de la secuencia de aminoéacidos (B) de la regién
codificante para la proteina KMP-11 deT. rangeli. Los nimeros 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 segun el puntaje (S) sefialado en la figura. A mayor puntaje, mayor identidad.
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Figura 7. Secuencia del fragmento de 830 pb codificante para una agrupaciéon génica de la KMP-11
de T.rangeli. Los nimeros indican la posicion de los nucleétidos en la secuencia y las letras en negrita las
regiones codificantes.
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10 20 30 40 50 60
1 ATGGCCACCACTCTTGAGGAGTTTTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGCCGAGTTTGCA

2 ATGGCCACCACCCTTGAGAAGTTTlTCCGCCAAACTTGACCGGTTGGATGCCGAGTTTG CA
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 8A. Alineamiento de las secuencias de nucleétidos de las regiones codificantes 1 y 2 de la
agrupacion génica de 830 pb, mostrando un 90 % de identidad entre las secuenclass nimeros

indican la posicién de los nucleétidos en la secuencia, dos puntos indican identidad y un espacio indica
falta de identidad entre las secuencias.

10 20 30 40 50
1  MATTLEEFSAKLDRLDAEFAKKMEEQTKKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIQEHTD

2 MATTLEKFSAKLDRLDAEFAKKMEEQNKKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFEKMIQEHTD
10 20 30 40 50

70 80 90
1  KFNKKMHEHSEHFKSKFAELLEQQKNAQFPGK

2 KFNKKMHEHSEHFKAKFAELLEQQKNAQFPGK
70 80 90

Figura 8B. Alineamiento de las secuencias de amino&cidos de las regiones codificantes 1 y 2 de la
agrupacion génica de 830 pb, mostrando un 96 % de identidad entre las secuenclass nimeros

indican la posicion de los amino&cidos en la secuencia, dos puntos indican identidad, un punto indica
homologia y un espacio indica falta de identidad y de homologia entre las secuencias.
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