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Resumen

RESUMEN

Las proteinas de choque térmico son parte esencial en la supervivencia
celular gracias a su funcidbn como moléculas protectoras del dafio inducido
por estrés y su papel biolégico como chaperonas moleculares. Dada la
importancia biologica de las proteinas de choque térmico de 70 kDa
(HSP70), se caracterizé el gen que codifica esta proteina en las cepas Tre y
H14, representantes de los dos grandes grupos evolutivos de Trypanosoma
rangeli. Dicho gen tiene un tamafio de 2.500 pb aproximadamente, se
encuentra repetido en tdndem cabeza-cola, se ubica en un cromosoma de
1.174 kb en la cepa H14 y 1.098 kb en la cepa Tre y presenta polimorfismo

de restriccion entre cepas.

La comparacién de la organizacion genémica entre los genes para ambas
cepas de T. rangeli y con otros tripanosomatidos no mostré diferencias
significativas en cuanto a su organizacibn gendmica, sin embargo, los
andlisis de la secuencia de nucleétidos revelaron variabilidad en el tamafio
de la region codificante del gen hsp70 entre las diferentes copias génicas de
la cepa Tre y de la cepa H14, las cuales se traducen en un namero variable
de repeticiones MPPG en el extremo carboxilo terminal de la proteina. Asi
mismo, un polimorfismo de restriccién para la enzima Sphl presente en el
extremo 3" de la region codificante del gen hsp70 de la cepa Tre y ausente
en la cepa H14 permitié desarrollar un ensayo de PCR-RFLP el cual agrup6
diferentes cepas de T. rangeli procedentes de diversos origenes geograficos
y hospederos en los dos grandes sub-grupos KP1(-) y KP1(+) del parasito,
convirtitndose en el primer marcador molecular de los dos grandes sub-

grupos, correspondiente a un gen nuclear codificante para una proteina.



Resumen

Adicionalmente, andlisis filogenéticos realizados con la proteina HSP70
soportaron los 5 grupos de proteinas inicialmente propuestos y confirmaron
la estrecha relacion evolutiva entre Trypanosoma cruzi y T. rangeli y el

caracter monofilético de tripanosomas y leishmanias.

Por otra parte, se pudo establecer que los epitopes humorales y celulares
reportados en la proteina HSP70 de T. cruzi se encuentran altamente
conservados en su homdloga de T. rangeli, por lo que se puede pensar que
dicha proteina estaria involucrada en la reactividad inmunolégica cruzada
entre las dos especies. Similar a lo descrito para la proteina de T. cruzi, la
proteina HSP70 de T. rangeli fue capaz de inducir la proliferacion de

esplenocitos de ratones virgenes.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

Trypanosoma rangeli es la segunda especie de tripanosomatido causante de
infeccion en mamiferos en América Latina. A pesar de carecer de
patogenicidad para el hombre, T. rangeli siempre se ha estudiado dentro del
contexto biolégico de Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de
Chagas, ya que estos protozoos son simpatricos, comparten reservorios,
vectores y han sido reportados en infecciones mixtas (Guhl & Vallejo, 2003;
Cuba, 1998).

Basado en la asociacion entre el polimorfismo presente en el ADN del
cinetoplasto y el gen mini-exon, T. rangeli ha sido dividido en dos grupos, las
cepas KP1(-) y KP1(+) (Vallejo et al., 2003; 2002). Se ha reportado que estos
grupos se encuentran asociados con las lineas evolutivas del vector
Rhodnius, encontrandose las cepas KP1(-) asociadas a la linea evolutiva
Pallescens y las KP1(+) a la linea evolutiva Prolixus (Vallejo et al., 2007;
Urrea et al., 2005); de tal manera que aun cuando ambas cepas del paréasito
se encuentren presentes en el intestino de todos los insectos, so6lo aquellas
adaptadas a cada linea evolutiva podran alcanzar las glandulas salivales y
ser transmitidas por el vector (Vallejo et al., 2009); es asi como, en R.
prolixus se ha detectado la presencia en hemolinfa de un factor tripanolitico
contra las cepas KP1(-), el cual actta como un filtro biolégico en la
transmision del parasito, seleccionando las poblaciones KP1(+) (Pulido et al.,
2008).
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Estudios adicionales, usando los genes ribosomales como marcadores
moleculares han sugerido que la division de T. rangeli se extiende mas alla
de los dos grupos inicialmente propuestos, los cuales se encuentran
estrechamente relacionados con las especies simpatricas del complejo
Rhodnius (Maia da Silva et al., 2004; 2007; 2009).

Por otra parte, las proteinas de choque térmico (HSP) son parte esencial en
la supervivencia celular gracias a su funcién como moléculas protectoras del
dafio inducido por estrés y su papel biolégico como chaperonas moleculares.
Dentro de las HSP, la familia de proteinas HSP70 constituye el grupo de
proteinas mas conservado presente en todos los organismos (Boorstein et
al.,, 1994), altamente conservada en su secuencia de aminoacidos,
regulacion y funciones bioquimicas (Lindquist & Craig, 1988), hecho

indicativo de su funcién esencial en la supervivencia celular.

Este grupo de proteinas resulta de gran interés en los organismos
digenéticos, en los cuales ocurre un cambio en la temperatura ambiental al
momento de la infeccién del hospedero mamifero. Se reportd que estos
genes se inducen muy pronto durante la infeccidén y juegan un papel muy
importante en la adaptacién del parasito al nuevo ambiente (Maresca &
Kobayashi, 1994), sin embargo, no es claro si la expresion de las proteinas
de choque térmico es parte del proceso de diferenciacion por si mismo o es
un fenémeno involucrado en la adaptacibn a las nuevas condiciones

ambientales.
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Por otra parte, en Leishmania se ha visto que esta proteina confiere
resistencia a la toxicidad mediada por peroxido de hidrogeno (Miller et al.,
2000) y sales de antimonio (Brochu et al., 2004), ademas promastigotes
deficientes del gen hsp-ll muestran alteraciones en el crecimiento y una
limitada capacidad de multiplicacién dentro de los macréfagos, por lo que la
expresion de la proteina HSP70 se constituye en un factor importante en la

virulencia del parasito (Folgueira et al., 2008).

Adicionalmente, se ha visto que la HSP70 de T. cruzi es una proteina
altamente inmunogénica, que induce una fuerte respuesta tanto humoral
como celular en sistemas experimentales murinos y es reconocida por sueros
de pacientes chagasicos (Krautz et al., 1998). Ademas, esta proteina posee
un singular efecto estimulador sobre células de bazo y de ganglio de ratones
virgenes no estimulados, el cual da lugar a una rapida e intensa estimulacién
de linfocitos T (Marafion et al., 2000a). Recientemente, también se ha
observado que la proteina HSP70 de T. cruzi, asi como un fragmento interno
de la misma, el cual no contiene los dominios chaperona es capaz de
madurar células dendriticas inmunologicamente funcionales (Planelles et al.,
2002).

Teniendo en cuenta la importancia de las proteinas de choque térmico, se
aislaron y caracterizaron los genes hsp70 en dos cepas de T. rangeli,
pertenecientes a cada uno de los grupos establecidos del parasito y se
comparo la organizacion genémica, secuencia de nucleétidos y aminoacidos
entre ellos y con varios organismos tripanosomatidos, con el objetivo de
contribuir al conocimiento genémico de T. rangeli y a la sistematica de la

especie y su relacion con T. cruzi y los demas tripanosomatidos.
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2. JUSTIFICACION

En las ultimas décadas el estudio de Trypanosoma rangeli ha sido
enmarcado en el contexto de la biologia y epidemiologia de Trypanosoma
cruzi; tendiente al desarrollo de pruebas diagndsticas que permitan la
diferenciacion entre estos dos parasitos, asi como al analisis de genes y
productos de T. rangeli que sean relevantes, teniendo en cuenta su
asociacion con T. cruzi y la relacibn hospedero-parasito (Guhl & Vallejo,
2003).

Estudios recientes han demostrado como la inmunizacién de ratones y perros
con cepas de T. rangeli inducen una respuesta protectiva frente al reto con
cepas virulentas de T. cruzi (Basso et al., 2008; 2007; 2004; Palau et al.,
2003), siendo de vital importancia la dilucidacion de las proteinas
responsables de esta inmunidad cruzada, asi como también el estudio de las

variaciones existentes entre los distintos grupos de T. rangeli.

Por otra parte, preguntas fundamentales acerca de T. rangeli siguen sin
respuesta. Su posicion taxonémica dentro del subgénero Herpetosoma sigue
siendo una controversia, dadas las caracteristicas biolégicas de capacidad
de infeccion a un amplio rango de hospedadores y vectores que lo alejan
claramente de la especie tipo de este subgénero Trypanosoma lewisi, la
caracteristica biologica compartida con Trypanosoma brucei (Subgénero
Trypanozoon) de completar su ciclo de vida en las glandulas salivales del
vector, su proximidad filogenética con T. cruzi (Subgénero Schizotrypanum) y

el poder ser transmitido ocasionalmente por las heces del insecto vector.
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A pesar de los avances en los proyectos genoma de muchas especies,
incluidos los tripanosomas T. cruzi y T. brucei (ElI-Sayed et al., 2005a), el
conocimiento del genoma de T. rangeli se encuentra en estado incipiente
reportando hasta hoy sélo 310 secuencias de nucleétidos y 151 de proteinas

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/?term=Trypanosoma+rangeli, revisado

31/01/2010), que incluyen unos pocos genes nucleares y mitocondriales
claramente caracterizados y secuenciados, con énfasis en secuencias que

permiten su diferenciacion de T. cruzi.

Teniendo en cuenta lo anterior y la importancia de las proteinas de choque
térmico en el funcionamiento normal de las células, en la proteccion celular
frente al dafio inducido por estrés y su participacion en la infeccién por
organismos tripanosomatidos, en el presente trabajo se estudido la
organizacion gendémica y se caracteriz6 molecularmente el gen que codifica
la proteina HSP70 de T. rangeli.

Todo esto con el objetivo de contribuir al conocimiento genémico de T.
rangeli y a la sistematica de la especie, factores determinantes en la
utilizacion de T. rangeli como modelo de aproximacion al estudio de T. cruzi,
y a su uso en el desarrollo de estrategias de inmunizacién contra la infeccién

por T. cruzi.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/?term=Trypanosoma+rangeli
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3. MARCO TEORICO

3.1 Trypanosoma rangeli

Trypanosoma rangeli es un protozoo digenético que utiliza insectos de la
familia Reduviidae como vector, principalmente del género Rhodnius e
infecta una amplia variedad de mamiferos en Centro y Sur América. Este
flagelado mide alrededor de 31 micras de longitud y posee una membrana
ondulante mas desarrollada que Trypanosoma cruzi. Su cinetoplasto es sub-
terminal y pequefio, caracteristica que en condiciones normales permite la
diferenciacion morfoldgica con T. cruzi (D"Alessandro & Saravia, 1999; Cuba,
1998) (Figura 1).

Figura 1. Formas epimastigotas de T. rangeli tefiidas con Giemsa (Pavia, P. Laboratorio de
Parasitologia Molecular, PUJ)

Trypanosoma rangeli se considera como un parasito no patégeno para el
hombre y otros vertebrados, pero si para los insectos vectores, en los cuales
tras su desarrollo en el intestino, invade el hemocel y ocasiona lesiones tales
como aumento excesivo de la hemolinfa, procesos anormales de muda y
malformaciones (D"Alessandro & Saravia, 1999).

Desde su hallazgo en Venezuela en 1920 (Tejera, 1920), T. rangeli ha sido

encontrado predominantemente en Guatemala, Panama, Colombia y
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Venezuela, y en menor extension en El Salvador, Costa Rica, Peru, Brasil,
Guyanas, Paraguay, Chile y Uruguay (D"Alessandro & Saravia, 1999; Cuba,
1998).

3.2 Ciclo de vida de T. rangeli

Los insectos triatomineos de las especies Rhodnius prolixus, Rhodnius
pallescens, Rhodnius ecuadoriensis, Rhodnius dallesandroi, Rhodnius
pictipes, Rhodnius robustos y Rhodnius colombiensis, entre otros han sido
reportadas como vectores naturales de T. rangeli (Vallejo et al., 2007; Guhl &
Vallejo, 2003; D"Alessandro & Saravia, 1999).

Estos insectos se infectan durante la ingesta de sangre contaminada, los
parasitos ingeridos se multiplican en la porcion delgada del intestino medio y
algunos de ellos van al recto y en el intestino se transforman en
epimastigotes. Estas formas invaden la hemolinfa, donde se multiplican intra
y extracelularmente. Después de 10 a 15 dias de estar en la hemolinfa
ascienden a las glandulas salivales, donde finalmente se transforman en las
formas infectantes, los metatripomastigotes. Los hospederos vertebrados se
infectan durante la picadura del insecto infectado, al inocularle durante la
picadura saliva rica en las formas metatripomastigotes infectantes (Guhl &
Vallejo, 2003; D Alessandro & Saravia, 1999).

Tres dias después de la picadura, los parasitos se agrandan y transforman
en tripomastigotes sanguineos. La forma como estos tripomastigotes se
mantienen en el mamifero se desconoce hasta el momento, existiendo una
gran controversia acerca de las capacidades replicativas e invasivas de los
tripomastigotes sanguineos (Guhl & Vallejo, 2003; D Alessandro & Saravia,
1999) (Figura 2).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma rangeli. (Pavia, P. Laboratorio de Parasitologia
Molecular, PUJ)

3.3 Taxonomiay sistematica del género Trypanosoma

El orden Kinetoplastida constituye un grupo importante de protistas, los
cuales se caracterizan por la presencia de una organela denominada
cinetoplasto (Liu et al., 2005; Lukes et al., 2002), y por la existencia de un
namero amplio de especies de vida libre y patdégenos de invertebrados,
vertebrados y plantas. Este grupo se ubica dentro del phylum Euglenozoa, el
cual incluye dos érdenes adicionales, morfolégicamente diferentes, Euglenida
y Diplonemida; histéricamente este phylum se ha considerado como uno de

los primeros en divergir del linaje de los eucariotas (Sogin et al., 1986).

Dentro de los Eugleonozoa, las relaciones filogenéticas han empezado a
esclarecerse recientemente, y proponen el hecho de que los euglenidos
constituyen el grupo basal dentro del phylum, seguido por la divisiébn en dos
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grupos hermanos, los diplonemida, un grupo de protozoos de vida libre,
aunque ocasionalmente parasitos facultativos de invertebrados y los
kinetoplastidos (Simpson et al., 2006; Marande et al., 2005; Simpson et al.,
2002).

Estudios basados en las secuencias del gen 18S del ARN ribosomal (ARNr)
han propuesto tratar el orden Kinetoplastida como una clase y dividirla en dos
sub-clases, la Prokinetoplastina, constituida por los géneros Ichthyobodo y
Perkinsiella y de origen temprano y la Metakinetoplastina, un clado de origen
tardio constituido por los ordenes Eubodonida, Parabodonida, Neobodonida y
Trypanosomatida (Moreira et al., 2004). Estudios filogenéticos adicionales
realizados con secuencias de proteinas de choque térmico (HSP70 y HSP90)
y ARNr de la sub-unidad pequeia ribosomal (SSU rRNA, por sus siglas en
inglés) apoyan la propuesta sub-division de los kinetoplastidos (Simpson et
al., 2004; Simpson et al., 2002).

Por su parte, la familia Trypanosomatidae incluye un amplio niumero de
especies parasitos de vertebrados, invertebrados y plantas, las cuales se
incluyen en 9 géneros, 5 de los cuales son monogenéticos e infectan
insectos  (Blastocrithidia, Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas vy
Rhynchoidomonas) y los 4 restantes digenéticos, Trypanosoma, Leishmania
y Endotrypanum parasitos de vertebrados e invertebrados; y Phytomona
cuyos miembros son fitoparasitos (Stevens et al., 2001; McGhee & Cosgrove,
1980).

Las relaciones entre los kinetoplastidos y la posicion de los tripanosomatidos
dentro de la sub-clase se mantienen inciertas. Estudios realizados con las
secuencias del SSU rRNA, plantean que los tripanosomatidos surgieron

tempranamente en el grupo (Moreira et al., 2004), mientras que filogenias
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construidas con las proteinas de choque térmico de 70 y 90 kDa, indican un
surgimiento tardio de los tripanosométidos, los cuales se originaron dentro de
los bodoninos y tienen una estrecha relacion con Bodo saltans, un protozoo
perteneciente a la sub-clase Eubodonida (Simpson et al., 2006; Simpson et
al., 2004).

Entre tanto, el género Trypanosoma ha sido dividido en 7 subgéneros, que
incluyen dos secciones, la seccion Estercoraria  (sub-géneros
Schizotrypanum, Megatrypanum y Herpetosoma) y la Salivaria (sub-géneros
Nannomonas, Trypanozoon, Duttonella y Pycnomonas). De acuerdo al
desarrollo de la infeccién en el vector, los tripanosomas que completan su
ciclo de vida en las glandulas salivales pertenecen a la seccion Salivaria,
mientras que los tripanosomas que migran al extremo final del intestino del
vector se incluyen dentro de la seccién Estercoraria (Santa-lzabel et al.,
2004; Hoare, 1972).

Estudios realizados por Simpson et al., 2006; Hamilton et al., 2004 y Stevens
et al.,, 1998, consideran al género Trypanosoma un grupo monofilético de
pardsitos protozoos, los cuales parece, aparecieron primero como parasitos
monogenéticos de vertebrados o invertebrados acuaticos y posteriormente se
adaptaron al ciclo de transmision digenético, el cual involucraba vertebrados
acuaticos y sanguijuelas como vectores. La transicion a insectos vectores
pudo haber venido después, seguida a la colonizacién de la tierra por parte
de los vertebrados y a la aparicion de los hemipteros y dipteros (Stevens et
al., 2001).

10
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3.4 Clasificacion de T. rangeli

Hasta el momento, T. rangeli se incluye dentro del subgénero Herpetosoma,
el cual se ubica en la seccion Estercoraria (Santa-lzabel et al., 2004, Hoare,
1972).

A pesar de que se ha reportado que T. rangeli puede ser ocasionalmente
transmitido por la inoculacion de las heces infectadas del vector
(D"Alessandro & Saravia, 1999), su transmisién se da principalmente por la
picadura de un vector infectado (Guhl & Vallejo, 2003; Cuba 1998), raz6n por
la cual su posicion taxondémica y relacién evolutiva dentro del género
Trypanosoma ha sido controversial, llegando a ser considerado como un
subgénero enlace entre los flagelados pertenecientes a la seccion
Estercoraria y Salivaria. Dado que T. rangeli presenta caracteristicas Unicas
(como penetrar el intestino del vector, pasar a hemolinfa para finalmente
invadir y desarrollar las formas infectivas en glandulas salivales,
patogenicidad para el vector e incapacidad de desarrollar infecciéon en el
hospedero vertebrado), suficientes para ser considerado perteneciente a un
grupo taxondémico independiente, se ha propuesto ubicarlo en un nuevo

subgénero, el Tejeraia dentro de la seccion Salivaria (Afiez, 1982).

Estudios realizados por Stevens et al., 1998, basados en las secuencias del
gen 18S del ARNr separaron las especies de tripanosomas transmitidos por
saliva (T. brucei) de las transmitidas por heces (T. cruzi) en dos clados bien
constituidos, suministrando evidencia de la evolucion diferente de cada uno
de estos grupos. En este mismo estudio, una cepa de T. rangeli usada se
ubico dentro del grupo de los parasitos transmitidos por heces, clasificandose
firmemente como una especie del sub-género Schizotrypanum, seccion
Estercoraria. Hallazgos posteriores ampliando el nimero de cepas de T.

rangeli y usando secuencias del ARN ribosomal confirmaron este resultado,

11



Marco Teorico

indicando la estrecha relacion evolutiva entre T. rangeli y T. cruzi (Stevens et
al., 1999).

Andlisis posteriores basados en las secuencias de los espaciadores
transcritos internos de los genes ribosomales (ITS, por sus siglas en inglés) y
los SSU rRNA, realizados con un nimero mayor de cepas de tripanosomas,
mostraron que las cepas de T. rangeli forman un clado independiente, el cual
se encuentra estrechamente relacionado al clado compuesto por

tripanosomatidos de la seccién Estercoraria (Maia da Silva et al., 2004).

Adicionalmente, otros estudios del ADN nuclear realizados con los genes
codificantes de la proteina KMP-11 (Diez et al., 2005) y la histona H2A
(Puerta et al., 2009; Suarez et al., 2007; Cuervo et al., 2006) han mostrado
qgue T. rangeli se encuentra mas proximo filogenéticamente a T. cruzi que a
T. brucei, contrario a lo inicialmente reportado para el gen de la pB-tubulina,
con el cual se encontré a T. rangeli mas cercano a T. brucei que a T. cruzi
(Amorim et al., 1993).

A pesar de la estrecha relacién evolutiva entre T. cruzi y T. rangeli, varios
estudios realizados, entre ellos, con la secuencia completa del ARNr 5,8S
(ITS1+5,8S+ITS2) y la region intergénica del gen h2a han mostrado un alto
grado de polimorfismo inter-especifico, el cual permite diferenciar claramente
las cepas de T. rangeli de las de T. cruzi y agruparlas siempre en clados
cercanos pero diferentes (Puerta et al., 2009; Beltrame et al., 2005; Maia da
Silva et al., 2004).
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Los anteriores hallazgos hacen que la posicion taxonémica y la relacion
evolutiva de T. rangeli con las especies pertenecientes al género
Trypanosoma sea de llamativo interés, ademas de que debe ser sujeta a

revision y analisis mas riguroso.

3.5 Variabilidad de T. rangeli

Adicional a la controvertida posicion taxonomica de T. rangeli, debida a sus
peculiares caracteristicas biol6gicas, este flagelado presenta una alta
variabilidad intra-especifica. Los primeros reportes sobre esta variabilidad
fueron realizados por Souza & Dawson, 1976 y Zeleddn, 1965, quienes
encontraron que las cepas de T. rangeli aisladas de Panama, no se
desarrollaban en el vector R. prolixus, contrario a lo encontrado para las

cepas aisladas de Colombia y Venezuela.

Estudios posteriores basados en isoenzimas y amplificacion aleatoria de
ADN polimérfico (RAPD) indicaron que dicha variabilidad entre las cepas de
T. rangeli se incrementaba cuando la distancia geografica entre los aislados
aumentaba, siendo las cepas de Colombia, Venezuela y Honduras mas
parecidas entre si, que a las cepas de Santa Catarina (Brasil) (Steindel et al.,
1994), llegando a constituir dos grupos distintos de cepas, uno formado por
las cepas de Brasil y el otro, por las cepas procedentes de Centro América y
la regidon Norte de Sur América. La existencia de estos dos grandes grupos
de cepas fue igualmente confirmada por estudios basados en la huella del
ADN (del inglés DNA fingerprinting) y caracterizacion del gen mini-exon
(Grisard et al., 1999; Steindel et al., 1994; Macedo et al., 1993).
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Posteriormente, estudios del ADN del cinetoplasto de T. rangeli evidenciaron
en una misma region de Colombia la existencia de dos grupos
molecularmente diferentes. Un grupo de cepas aisladas de R. prolixus las
cuales presentan en su cinetoplasto tres clases de minicirculos (KP1, KP2 y
KP3) y otro grupo de cepas aisladas de R. colombiensis que presentan
solamente los minicirculos KP2 y KP3 (Vallejo et al., 2002; Vallejo, 1998).
Adicionalmente, varios estudios revelaban que estos grupos de T. rangeli no
solamente diferian en la clase de minicirculo que portan, sino que la
diversidad se extendia a otras caracteristicas moleculares, bioquimicas y
biologicas (Vallejo et al., 2000) (Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas de los grupos 1y 2 de T. rangeli.

Grupo 1 Grupo 2 Referencia
Minicirculo KP1 Ausente Presente Vallejo et al, 2003; 2002;
1998
Amplificacion del gen Vallejo et al., 2003; Carranza
mini-exén 380 pb 340 pb et al., 2001
o lici .
% lisis mediada por el 05-5%  36,6-314% Bernal et al., 2001
complemento
Afinidad por Iec_tmas Negativo Positivo Bernal et al., 2001
(Phytolaca americana)
Producglqn de Mayor Menor Bernal et al., 2001
neuroaminidasas
Reactividad cruzada Si Si Aya et al., 2001

antigénica
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Teniendo en cuenta lo anterior, y la asociacion entre el perfil de minicirculos y
el polimorfismo de amplificacién del gen mini-exén (Tabla 1), Vallejo et al.,
2003; 2002 dividieron a T. rangeli en dos grupos epidemiolégicamente
importantes, definidos segun la ausencia o presencia del minicirculo KP1, el

grupo 1 6 KP1(-) y 2 6 KP1(+) del parasito.

Adicionalmente, estudios realizados por Urrea et al., 2005 y Vallejo et al.,
2004 demostraron que los dos grupos establecidos de T. rangeli se
encuentran estrechamente asociados con las lineas evolutivas del vector. Es
asi como, las cepas que carecen del minicirculo KP1 han sido aisladas de las
glandulas salivales del vector R. colombiensis, R. ecuadoriensis y R.
pallescens del grupo Pallescens, mientras que las cepas que poseen el
minicirculo KP1 han sido aisladas de las glandulas salivales de los vectores
Rhodnius neglectus y R. prolixus del grupo Prolixus, indicando que T. rangeli
puede subdividirse en al menos dos linajes, cada uno de ellos asociado a
diferentes grupos de especies de Rhodnius. Es importante resaltar que en la
hemolinfa del vector R. prolixus se ha demostrado la existencia de un factor
tripanolitico, de naturaleza proteica, el cual actia como una barrera biol6gica
impidiendo la transmision de las cepas KP1(-) por la picadura del vector, lo

gue determina la actividad vectorial del insecto (Pulido et al., 2008).

Estudios adicionales realizados con diferentes marcadores moleculares
confirman la propuesta division de T. rangeli. Es asi como, el uso del gen
24So. del ARN ribosomal y del gen mini-exdn permitieron claramente
diferenciar los grupos establecidos del parasito (Puerta et al., 2009).
Adicionalmente, estudios de RAPD y de reaccién en cadena de la polimerasa
de baja astringencia con un unico oligonucleotido (LSSP-PCR) orientados a

evaluar la heterogeneidad dentro de cada uno de los subgrupos propuestos

15



Marco Teorico

del parasito, confirmaron el polimorfismo de los grupos KP1(-) y KP1(+) de T.
rangeli reforzando la hipotesis de dos linajes filogenéticos con una relativa
variabilidad intra-especifica. Las cepas KP1(+) colombianas son menos
homogéneas entre ellas que las KP1(+) de Brasil, sin embargo, la similitud
observada entre los aislados KP1(+) de Brasil y Colombia sugiere un origen
filogenético comun (Marquez et al., 2007).

Por otra parte, Vallejo et al., 2007 mediante estudios de RAPD con cepas
aisladas de varios insectos vectores del grupo Pallescens y Prolixus,
confirmaron el hecho de que las cepas de T. rangeli aisladas del grupo
Pallescens (KP1(-)) son genéticamente divergentes de las cepas del grupo
Prolixus (KP1(+)), siendo importante el hecho de que la distancia genética de
Nei observada entre ellas fue muy alta, semejante a la reportada entre
especies diferentes. Adicionalmente, se observé que la divergencia genética
entre los aislados de T. rangeli va mas alla de los grupos KP1(-) y KP1(+)
propuestos, encontrandose la existencia de 4 grupos de cepas asociados con
la especie de Rhodnius evaluada, evidencia de que cada especie del vector
transmite al hospedero vertebrado poblaciones del parasito con claras
diferencias genotipicas, soportando la propuesta co-evolucion entre las

poblaciones del parasito y su vector (Vallejo et al., 2007).

De igual forma, estudios previos realizados con los patrones de RAPD de ITS
y SSU rRNA en varias cepas de T. rangeli aisladas de humanos, primates no
humanos y otros mamiferos silvestres, demostraron que T. rangeli es mas
complejo de lo que inicialmente se habia descrito, proponiéndose la
existencia de por lo menos 4 subgrupos del parasito, diferentes a los
encontrados por Vallejo et al., 2007. El grupo A, constituido por varias cepas
clasificadas como KP1(+), aisladas de Centro América (Honduras vy

Guatemala), el norte de Sur América (Colombia y Venezuela) y Brasil; el

16



Marco Teorico

grupo B, formado exclusivamente por cepas brasileras; el grupo C,
constituido por 2 cepas de El Salvador y Panama y el grupo D, conformado
por una cepa KP1(-) procedente de Santa Catarina, Brasil (Da Silva et al.,
2004; Maia da Silva et al.,, 2004). Analisis recientes realizados con las
secuencias del gen de la secuencia lider (SL) o mini-exdn mostraron la
presencia de un nuevo linaje, el grupo E constituido por una cepa aislada de
un murciélago (Platyrrinus lineatus) procedente de Miranda, Brasil (Maia da
silva et al., 2009).

Otros andlisis realizados con base en el polimorfismo del gen SL y de los
genes de la proteasa similar a la catepsina-L (Ortiz et al., 2009) confirmaron
la presencia de los 5 linajes filogenéticos previamente descritos por Maia da
Silva et al.,, 2009; 2004, dentro de T. rangeli, los cuales muestran un
solapamiento significativo con la distribuciébn de las especies del vector
Rhodnius. El grupo o linaje A, relacionado con R. prolixus doméstico y
silvestre; el linaje B relacionado con R. brethesi silvestre, el cual es el mas
divergente de todos los linajes y el linaje C, relacionado con R. pallescens
doméstico y silvestre. Ademas se observd que los aislados de Brasil se
segregaron en los linajes A (R. prolixus) y B (R. brethesi) y los aislados
colombianos se segregaron en los linajes A (R. prolixus) y C (R. pallescens)
(Maia da Silva et al., 2007). Resultados concordantes con los encontrados
por Marquez et al., 2007, quienes observaron que los aislados de Brasil
transmitidos por R. neglectus (grupo Prolixus) y de Colombia (aislados de R.

prolixus) son similares, indicativo de un origen filogenético comun.
Por su parte, los estudios realizados con los genes de la proteasa similar a la

catepsina-L, asociaron varias cepas aisladas del vector R. pictipes (Brasil)
con el linaje E, el cual mostré ser cercano al linaje A (Ortiz et al., 2009).
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Adicional a los hallazgos anteriores, la concordancia encontrada entre las
filogenias de T. rangeli y Rhodnius revela una larga historia de co-evolucion y
co-divergencia entre ambas especies. De igual forma la congruencia entre
los linajes encontrados con los diferentes marcadores evaluados reflejan la
ausencia de flujo génico entre los grupos propuestos de T. rangeli, asi como

un fuerte desequilibrio de ligamiento entre ellos (Maia da Silva et al., 2007).

3.6 Estudios del ADN de T. rangeli

En comparacion con otras especies de tripanosomatidos, el genoma de T.
rangeli no es bien conocido, presentando un niamero pequefio de entradas en
la base de datos de GenBank, 310 de nucledtidos y 151 de proteinas

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gquery/?term=Trypanosoma+rangeli, revisado

31/01/2010). Razédn por la cual, poco se conoce acerca de sus caracteristicas

bioldgicas, de su controversial posicion taxondmica y su filogenia.

Teniendo en cuenta lo anterior y la importancia de T. rangeli en el contexto
de la biologia de T. cruzi, recientemente se ha dado inicio al estudio del
transcriptoma de T. rangeli, el cual busca promover el descubrimiento génico
a través del estudio de etiquetas de secuencias expresadas (EST) y de EST
de marcos de lectura abiertos (ORESTES) tanto en formas epimastigotas
como tripomastigotas de la cepa Choachi KP1(+) y SC-58 KP1(-) del parasito
(Quimelli et al., 2004).

3.6.1 Cariotipo

Dada la limitada compactacion que sufre el ADN de los tripanosomas durante
la mitosis (Solari, 1980), el cariotipo molecular de estos parasitos ha sido

analizado mediante electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE).
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Para T. rangeli se ha encontrado que los cromosomas se encuentran
divididos en dos grupos, uno conformado por cromosomas de tamafo
intermedio y el otro por unos pocos cromosomas de gran tamafo, variando
entre 350 kb y 5,7 Mb (Henriksson et al., 1996).

Sin embargo y teniendo en cuenta que el nimero de cromosomas observado
se relaciona directamente con las condiciones del corrido electroforético
usadas, se ha reportado variabilidad en el nimero y tamafio de los
cromosomas intermedios, es asi como Henriksson et al., 1996, reportaron 16
a 20 cromosomas entre 350 a 1.500 kb; Tanaka et al., 1994, 14 cromosomas
entre 350 a 2.000 kb y Toaldo et al., 2001, 16 a 24 cromosomas entre 350 a
3.130 kb.

Por otra parte, polimorfismo en la localizacibn cromosomica de algunos
genes de T. rangeli también ha sido reportado para: la Cisteina proteinasa
(CP) (Martinez et al.,, 1995), las proteinas fijadoras de calcio (TrCaBP)
(Porcel et al., 1996), la B-tubulina (Toaldo et al., 2001), la KMP-11 (Diez et
al., 2005; Uruefa et al., 2004), la histona H2A (Cuervo et al., 2006) y las
proteasas similares a catepsina-L (Ortiz et al., 2009), los cuales varian su

localizacion de acuerdo a la cepa analizada.

3.6.2 Genes nucleares

Un analisis de la base datos de GenBank (31/01/2010) usando a T. rangeli
como entrada revelé el poco conocimiento existente del ADN nuclear de
dicho parasito. Los genes que codifican la histona H2A (No. de acceso
AF169130, AY147905), KMP-11 (No. de acceso EF101350, EF101349,
DQ194346, DQ194345, DQ194344, DQ194343, DQ194342, DQ194341,
AY147904), factor de elongacion 1a (No. de acceso AY785727, AY785728,
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AY785729), ARN nucleolares pequefios (No. de acceso AY028385,
EF100612), mini-exdn (No. de acceso X62775), glicoproteina de superficie
TrTel4 (No. de acceso AF426022), proteina de union a calcio (No. de acceso
Z54192), tirosina-amino transferasa (No. de acceso AF165323), precursores
de sialidasas (No. de acceso U83180), un gen homdlogo a las trans-
sialidasas (No. de acceso L14943) y de la familia de las trans-sialidasas (No.
de acceso FJ404803, FJ404802), proteasas similares a catepsina L (No. de
acceso FJ997556, FJ997557, FJ997558, FJ997559, FJ997560, FJ997561,
FJ997562, FJ997563, FJ997564, FJ997565, FJ997566, FJI997567,
FJ997568, FJ997569, FJ997570, FJ997571, FJ997572, FJ997573 vy
FJ997574), fosfatasas especificas de tirosina (EU325665, EU325664), entre
otros, y varios ARN ribosomales son algunos de que aparecen reportados

con secuencias completas.

Dentro de los genes de T. rangeli que han sido parcial o completamente
caracterizados, como los que codifican la a y B tubulina (Esquenazi et al.,
1989), mini-exon (Aksoy et al., 1992), cisteina proteinasa (CP) (Martinez et
al., 1995), proteinas de union a calcio (TrCaBP) (Porcel et al., 1996),
sialidasas (Buschiazzo et al., 1997), tirosina-amino transferasa (TAT)
(Bontempi et al., 2000), histona H2A (Cuervo et al., 2006; Puerta et al.,
2000), ARN nucleolares pequefios (Nocua et al., 2009; Morales et al., 2002),
KMP-11 (Diez et al., 2005) y proteina transportadora de D-Glucosa (TrHT1)
(Miletti et al., 2006), entre otros, han mostrado, en general una alta identidad
con sus homodlogos de T. cruzi, ademas, que se encuentran repetidos y
organizados en tandem, caracteristica comun a la familia de los

tripanosomatidos.
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3.6.3 ADN del cinetoplasto

El ADN del cinetoplasto (ADNk) presente en el orden Kinetoplastida,
representa el genoma mitocondrial de estos parasitos y constituye entre el 10
y 20 % del ADN celular. Este se encuentra formado por una red compacta
compuesta por la concatenacibn de maxicirculos y minicirculos. Los
maxicirculos se caracterizan por ser moléculas de 20 a 38 kb, repetidas unas
20 a 50 veces por genoma, codificantes de algunas de las enzimas
mitocondriales y ARN ribosomales de la mitocondria, siendo relativamente
conservados entre las diferentes especies de cinetoplastidos (Recinos et al.,
1994; Thomas et al., 1993).

Los minicirculos se caracterizan por tener un tamafio de 0,7 a 2,5 kb,
repetirse entre 5.000 y 10.000 veces por genoma Yy codificar los ARN guias
que participan el la edicion de los genes codificados en los maxicirculos
(Recinos et al., 1994; Thomas et al., 1993). Todos los minicirculos presentan
por lo menos una region conservada o “minirepeat” que varia entre 100 y 200
pb. Cada una de estas regiones presenta 3 blogues de secuencia
conservada (BSC) (Figura 3) los cuales son uniformes en su secuencia,
ordenamiento y distancia entre ellos (Vallejo, 1998). De estos BSC, el BSC-3
0 secuencia invariable de 12 mer ha sido propuesto como el origen de

replicacion.
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BSC-1
BSC-2

BSC-3

Figura 3. Representacion esquemética del minicirculo KP3 de Trypanosoma rangeli.
Se muestran las cuatro regiones conservadas y en cada una de ellas se representan los
blogues de secuencia conservada (BSC-1, BSC-2 y BSC-3). Tomado de Vallejo, 1998.

Cada especie de tripanosomatido posee el mismo numero de regiones; por el
contrario, T. rangeli es hasta ahora el Unico tripanosomatido en el cual se ha
podido comprobar la existencia de minicirculos con una, dos y cuatro
regiones conservadas o “minirepeat” en una misma cepa del parasito
(Vallejo, 1998).

En cuanto a la estructura concreta del cinetoplasto de T. rangeli, se han
encontrado tres tipos de minicirculos, denominados KP1, KP2 y KP3. El
primero conformado por 1.764 pb, contiene una copia de la region
conservada y la secuencia invariante de 12 mer presenta una sustitucion
(Vallejo, 1998; Vallejo et al., 1994). El siguiente tipo de minicirculo, KP2 se
caracteriza por poseer 1.587 pb y tener dos copias de la region conservada
(Vallejo et al., 1994). KP3 por su parte, presenta un tamafio de 1.600 pb y

contiene 4 bloques de secuencias conservadas (Vallejo, 1998).
3.7 Proteinas de choque térmico

Desde la descripcion inicial por Ritossa en 1962 del abultamiento inducido en

los cromosomas de glandulas salivales de Drosophila busckii por incremento
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en la temperatura y la posterior identificacion del producto génico por
Tissieres et al., 1974; las proteinas de choque térmico (HSP) han sido
identificadas en las células de todos los organismos tanto procariotes como
eucariotes. Dichas proteinas se encuentran presentes en el citosol de
procariotes y en el citosol, nudcleo, reticulo endoplasmatico, mitocondria y
cloroplastos de los eucariotes. Las proteinas de choque térmico son
proteinas evolutivamente ancestrales y altamente conservadas en su
secuencia de aminoacidos, regulacion y funciones bioquimicas (Lindquist &

Craig, 1988), indicativo de su funcion esencial en la supervivencia celular.

La nomenclatura inicial para las HSP fue basada en su peso molecular, pero
la reciente disponibilidad de secuencias de nucleétidos y aminoacidos ha
llevado a una clasificacion sisteméatica con bases filogenéticas. Miembros de
una familia muestran un alto grado de identidad de secuencia mientras que
no hay homologia entre familias (Robert, 2003). Las HSP se encuentran
clasificadas dentro de grupos de acuerdo a su filogenia y estructura (Sghaier
et al., 2004), siendo las principales clases: HSP de alto peso molecular (=
100 kD), HSP90 (81 a 90 kD), HSP70 (65 a 80 kD), HSP60 (55 a 64 kD),
HSP40 (35 a 54 kD) y las pequefias HSP (< 34 kD) (Macario & Conway,
2005).

Las proteinas de choque térmico son expresadas constitutivamente y en
respuesta a estrés celular, en condiciones normales las HSP constituyen el
5% de las proteinas intracelulares totales, sin embargo bajo condiciones de
estrés pueden aumentar su nivel hasta un 15% o mas (Srivastava, 2002).
Aunque, por su descubrimiento las HSP se asocian a condiciones de estrés
térmico, dichas proteinas también pueden ser inducidas bajo condiciones de

estrés ambiental (radiacién ultravioleta, metales pesados), patologico
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(infeccibn o malignidad) y estimulos fisiologicos (factores de crecimiento o
diferenciacion celular) entre otros, un fenébmeno conocido como respuesta al
estrés (Tsan & Gao, 2004), el cual involucra la inhibicion de muchos de los
genes de expresion constitutiva y activacion de los genes de estrés, los
cuales no son transcritos 0 son transcritos a bajos niveles en ausencia de
estrés (Gao et al., 2004, Verbeke et al., 2001). Actualmente se sabe que
estas proteinas también desempefian funciones fisiolégicas importantes en
condiciones celulares normales, denominandose “chaperonas moleculares”
(Requena et al., 1997).

Las chaperonas moleculares son definidas como un grupo de proteinas no
relacionadas entre si, que en condiciones normales participan en el
plegamiento, ensamblaje y desensamblaje de proteinas y complejos
macromoleculares, translocacion de polipéptidos a organelos tales como
mitocondria, reticulo endoplasmatico y cloroplastos, presentacion antigénica
y desensamblaje de vesiculas recubiertas de clatrina (Feige & Polla, 1994).
En general las proteinas chaperonas son un grupo de proteinas
funcionalmente competentes bajo condiciones de dafio o estrés celular, la
funcidn tipica de estas proteinas es asistir a la cadena polipeptidica naciente
para lograr una conformacion funcional y luego ayudar al transporte de la
nueva proteina al compartimiento celular donde cumple su funcion (Macario
& Conway, 2005).

Las principales funciones atribuidas a las HSP incluyen (i) Prevenir los
agregados y malos plegamientos de proteinas bajo condiciones de estrés
fisico; (i) Funcionar como chaperonas moleculares en el transporte de
proteinas entre organelos celulares; y (iii) contribuir al correcto plegamiento
de proteinas nacientes y alteradas (Lindquist & Craig, 1988). Bajo
condiciones de estrés térmico o quimico, estas proteinas se inducen

transcripcionalmente y facilitan la renaturacién de las proteinas denaturadas,
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confiriendo asi tolerancia al estrés, que de otra manera seria letal para la
célula (Hartl, 1996). Adicionalmente, las HSP han sido implicadas en
enfermedades autoinmunes, presentacion antigénica e inmunidad a tumores
(Tsan & Gao, 2004).

De particular interés resultan los organismos digenéticos, en los cuales
ocurre un cambio en la temperatura ambiental de 22 — 28 °C a 37 °C en el
momento de la infeccién, acompafado de otros inductores de estrés. En
parasitos, los genes HSP se inducen muy pronto durante la infeccion y
juegan un papel muy importante en la adaptacion del parasito al nuevo
ambiente (Maresca & Kobayashi, 1994), encontrandose proteinas HSP en el
curso de varias infecciones parasitarias, tales como aquellas producidas por
Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium, Giardia, Schistosoma y nematodos
(Shapira et al., 1988). En estos organismos se ha visto que la induccion de
las HSP es fundamental para los cambios morfologicos que acompafian la
entrada en el huésped mamifero (Shapira et al., 1988). Adicionalmente,
andlisis del proteoma de T. cruzi y Leishmania donovani al momento de la
diferenciacion mostraron un incremento en la sintesis de HSP60, HSP70 y
HSP90 (Paba et al., 2004; Bente et al., 2003). A pesar de lo anterior, no es
claro si la expresion de las proteinas de choque térmico es parte del proceso
de diferenciacion por si mismo o es un fendmeno involucrado en la

adaptacion a las nuevas condiciones medio ambientales.

De otra parte, se ha visto que el aumento de la expresion de HSP70 confiere
a Leishmania chagasi resistencia a la toxicidad mediada por peroxido de
hidrogeno (Miller et al., 2000) y protege parcialmente del dafio causado por

sales de antimonio a cepas de Leishmania tarentolae (Brochu et al., 2004).
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3.7.1 La proteina de choque térmico de 70 kDa (HSP70)

La familia de proteinas HSP70 constituye el grupo de proteinas mas
conservado presente en todos los organismos (Boorstein et al.,, 1994).
Andlisis filogenéticos han identificado 4 grupos monofiléticos entre las HSP70
de los organismos eucariotas, cada uno con una localizacion intracelular
comun (Folgueira & Requena 2007). La HSC70 presente en el citosol y de
expresion constitutiva, la HSP70 proteina con localizacion citoplasmatica o
nuclear e inducible por estrés, Bip/Grp78 del reticulo endoplasmatico y la mt-
HSP70 mitocondrial (Hartl & Hayer-Hartl, 2002; Fink, 1999; Lindquist & Craig,
1988).

En Escherichia coli y otras bacterias, la principal proteina HSP70 es conocida
como la proteina dnaK, encontrada también en el genoma de cloroplastos y
de algas rojas, la cual es muy similar a la mt-HSP70 de organismos
eucariotas (Gupta et al., 1994).

En levaduras existen al menos 10 proteinas HSP70 conocidas: SSAl a
SSA4, SSB1, SSB2, SSC1, SSD1 (KAR2), SSE1 (MSI3) y SSE2. Por su
parte, Drosophila tiene al menos 8 genes diferentes para la proteina HSP70:
HSP70, HSP68 y HSC-1 al 6, asi mismo en mamiferos se han reportado 8
diferentes proteinas: HSPAl a 6, HSC70 y GRP78 (www.expasy.org; Heat

shock Hsp70 proteins family signatures. Documentation PDOCO00269).
Mientras que en el genoma humano han sido identificados 47 genes hsp70,
de los cuales 17 corresponden a genes verdaderos y 30 son pseudogenes
(Brocchieri et al., 2008)

La hipoétesis evolutiva mas aceptada es que los genes hsp70 citoplasmaticos

y del reticulo endoplasmatico surgieron como resultado de un evento de

duplicacién que ocurrié antes del surgimiento del ultimo ancestro comun de
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todos los eucariotas (Germot & Philippe, 1999), los cuales presentan en el
citoplasma dos tipos de proteinas HSP70 principalmente, la constitutiva
(HSC70) y la inducible (HSP70), las cuales presentan un alto grado de
conservacion entre ellas (Folgueira & Requena, 2007). Por otra parte,
Simpson et al.,, 2004 estudiando la evolucion de los kinetoplastidos con
proteinas de choque térmico y definieron 3 grupos de proteinas HSP70
citoplasmaticas en estos organismos, denominadas HSP70-A, HSP70-B y
HSP70-C. El grupo de proteinas HSP70-A constituido por secuencias de
proteinas citosolicas previamente reportadas y consideradas “normales” y los
nuevos grupos, HSP70-B y HSP70-C los cuales representan dos clados
hermanos, evolutivamente diferentes que surgieron por eventos de
duplicacién génica. De acuerdo a estos hallazgos, HSP70-B y HSP70-C
forman un grupo monofilético evolutivamente distante del HSP70-A. Mientras
que HSP70-C, ha sido hasta ahora sélo reportado en tripanosomatidos,
HSP70-B ha sido reportado también en bodoninos, sugiriendo que la
divergencia ocurrié tiempo atras y que estas proteinas estan restringidas a

los Euglenozoa (Simpson et al., 2004).

Adicionalmente, Folgueira & Requena, 2007 encontraron dos nuevos
miembros de la familia de proteinas HSP70 en tripanosomatidos, llamados
HSP70.a los cuales no tienen homologos aparentes en otros organismos y
HSP70.b los cuales presentan una homologia significativa con la proteina
DnaK de algunas bacterias, incluso, mayor que la encontrada con los
miembros de la familia de proteinas mt-HSP70 de kinetoplastidos, indicando
que estos organismos contienen dos subfamilias de proteinas HSP70 de
origen bacteriano, lo que sugiere la ocurrencia de dos eventos
endosimbibticos en la historia evolutiva de estos parasitos (Folgueira &
Requena, 2007).
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Por otra parte, la proteina HSP70 estd compuesta de dos dominios
funcionales principales. Una region de 44 kDa localizada en el extremo NH-
terminal de la proteina, la cual tiene actividad ATPasa y es altamente
conservada (alrededor de un 64 % de los residuos son idénticos entre las
HSPs de los eucariotes), se une a ADP y ATP e hidroliza ATP, y una region
de 15 kDa cercana al extremo COOH-terminal que constituye el dominio de
unién al polipéptido, la cual es mas variable en su secuencia. Ambas
regiones se unen por un sitio sensible a proteasas (Hartl & Hayer-Hartl, 2002;
Fink, 1999; Demand et al., 1998; Freeman et al., 1995).

Los miembros de la familia HSP70 reconocen dominios no nativos de las
proteinas que son expuestos durante la traduccion, translocacion de
membrana, oligomerizacion y degradacion de las proteinas. Las condiciones
que alteran la estructura proteica resultan en la exposicion de regiones
hidrofébicas que normalmente estdn escondidas dentro de la molécula,
llevando a la agregacion y pérdida de funcién de la proteina (Hartl, 1996).
Las HSP70s se asocian a estas regiones peptidicas cortas, en conformacion
extendida o desplegada y ricas en aminoacidos hidrofébicos, evitando que
estas cadenas polipeptidicas se agreguen por interacciones hidrofébicas
intermoleculares (Lugue et al., 2002). La capacidad de unién y separacion,
reversible de las regiones hidrofébicas del péptido por parte de la HSP70
esta dada por la funcion ATPasa propia de ella que previene y asiste en el
establecimiento de la conformacién nativa. Dichos cambios conformacionales
mediados por la hidrélisis de ATP se estabilizan por una asociaciéon
altamente afin entre la HSP70 y el sustrato. Estos procesos a menudo se
encuentran modulados por otro tipo de proteinas HSP pertenecientes a la
familia HSP40, con capacidad de activacién de la HSP70 (co-chaperonas),
las cuales se unen al dominio ATPasa y a una region de 10 kDa COOH-

terminal, altamente conservada en su secuencia de aminoacidos en todos los
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miembros de la familia HSP70 de eucariotes (Luque et al., 2002; Demand et
al., 1998; Freeman et al., 1995). Asi pues, las chaperonas moleculares
HSP70, estabilizan las cadenas polipeptidicas nacientes, protegiéndolas de
la agregacion y mediante los ciclos controlados de union y separacion
proporcionan un entorno “seguro” para que la proteina pueda plegarse
adecuadamente. Adicionalmente, se ha visto que la funcion chaperona de la
HSP70 protege a la célula de una muerte celular programa inducida por
estrés térmico interviniendo en la via apoptética a nivel de liberacién de
citocromo c y en la activacion de la iniciacion de la via de las caspasas
(Mosser et al., 2000).

Ademas de la funcién chaperona, las HSP70 ha sido implicadas en
enfermedad y envejecimiento ya que presentan cambios a nivel funcional y
cuantitativo relacionados con la senescencia celular (Macario & Conway,
2005).

También las proteina HSP70 han sido involucradas en varios estados de la
respuesta inmune, iniciacion de la produccion de citoquinas proinflamatorias,
reconocimiento 'y procesamiento antigénico, activacion de células
presentadoras de antigenos, presentacion antigénica y procesos
autoinmunes (Tsan & Gao, 2004; Robert, 2003). EI mecanismo molecular por
el cual la HSP70 participa en la respuesta inmune no ha sido bien elucidado.
Sin embargo, es claro, que esta se une con péptidos bacterianos, virales y
tumorales a través de su dominio de unién a péptidos y hace inmunogénico
al péptido. Otro efecto de la HSP70 en el sistema inmune es la estimulacion
de la produccion de IL-12, TNF-a y 6xido nitrico, los cuales son mediados por

el dominio COOH-terminal de la proteina (Lehner et al., 2004).
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3.7.2 La proteina HSP70 de tripanosomaétidos

Los genes que codifican las proteinas de choque térmico han sido
caracterizados en T. cruzi, T. brucei y varias especies de Leishmania. En T.
rangeli, Toaldo et al., 2001 reportaron su ubicacién cromosomica en varias
cepas del parasito. En general, dicho gen presentd polimorfismo en cuanto a
su ubicacion cromosomica dependiendo de la cepa del parasito evaluada y

una localizacion en cromosomas en un rango entre 950 y 1.200 kb.

En T. cruzi mas de 10 copias del gen hsp70 han sido identificadas, las cuales
se localizan en una sola agrupacion génica, presentan polimorfismo en la
secuencia de nucledtidos entre cada una de las unidades, tienen un tamafo
de 2,5 kb, aproximadamente (Requena et al., 1988) y se ubican en
cromosomas de 1.000 y 1.100 kb (Olson et al., 1994). En el proyecto genoma
de T. cruzi (www.genedb.org) se han identificado 12 posibles genes hsp70, 3
HSP70-A, 2 HSP70-B, 3 HSP70-C, 2 HSP70.a y 2 HSP70.b, de los cuales

s6lo 6 tienen la secuencia completa para la region codificante, las cuales

presentan polimorfismo en su tamafio. Sélo dos copias del gen han sido
mapeadas juntas, unidas cabeza-cola (Tc00.1047053511211.170 vy
Tc00.1047053511211.160). Arner et al.,, 2007, basados en estudios
computacionales de las secuencias reportadas en el proyecto genoma de T.
cruzi, reportan 18 copias anotadas en el borrador del genoma para la familia
de genes hsp70, pero estiman que el niumero de copias para esta familia en
el genoma T. cruzi puede llegar a 100.

Al igual que la mayoria de los genes de tripanosomatidos, estos genes se
transcriben como un policistron; sélo una clase de ARN mensajero (ARNm)
de 2,4 kb aproximadamente es transcrito de la agrupacion hsp70 (Klein et al.,
1995), el cual es constitutivo a 28 °C, sin embargo después de un choque

térmico a 37 °C la abundancia del ARNm hsp70 se incrementa 4 veces,
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dando lugar a un aumento de la proteina, la cual empieza a disminuir con el
aumento en la temperatura (Requena et al., 1992). Se ha visto que a 42 °C
se inhibe el procesamiento por poli-adenilacién y trans-splicing de los
transcritos hsp70 de T. cruzi (Engman et al., 1995).

Poco se sabe acerca de la regulacion de la expresion de los genes hsp70 de
T. cruzi. Giambiagi et al., 1996 observaron la expresion de 8 isoformas de la
proteina HSP70, de las cuales 5 fueron sobre-expresadas luego de choque
térmico. Por su parte, Requena et al., 1992 encontraron 9 isoformas para la
proteina HSP70, las cuales fueron expresadas de manera diferente luego del
choque térmico. En Drosophila y Saccharomyces cerevisiae existe evidencia
de que las isoformas constitutivas e inducibles de la proteina HSP70 son
codificadas por genes diferentes pero homologos (Lindquist & Craig, 1988),
por lo cual Requena et al., 1992 sugieren la existencia de diferentes genes
hsp70 dentro de la agrupacién, evidenciado por el polimorfismo de restricciéon
reportado entre las copias del gen hsp70 de T. cruzi (Requena et al., 1988),
las cuales estdn sometidas a vias regulatorias diferentes, similar a lo
reportado para estos mismos genes en T. brucei, en el cual existen genes

hsp70 con diferente sensibilidad a la temperatura (Lee et al., 1990).

La proteina HSP70 de T. cruzi ha sido ampliamente caracterizada tanto
molecular como bioquimicamente (Olson et al., 1994), encontrando que dicha
proteina tiene una potente actividad ATPasa, que aumenta en presencia de
péptidos, a favor de su actividad moduladora de la conformacién de otras
proteinas y que en condiciones de choque térmico, esta proteina migra
masivamente al nucleo (Martin et al.,, 1993) o a la membrana celular
(Giambiagi et al., 1993).
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Los genes hsp70 de T. brucei se han caracterizado en un locus de
aproximadamente 23 kb y de transcripcion constitutiva (Lee, 1995), en el cual
se identificaron 5 genes (gen 2 a 6) organizados en tandem y un gen (gen 1)
separado del tandem y localizado aproximadamente 6 kb corriente arriba de
los genes 2 a 6, el cual presenta un extremo 3" divergente respecto a los
genes organizados en el tandem (Lee et al., 1990; Glass et al., 1986). De
manera interesante, se ha visto que el gen 1 y los genes 2 a 6 muestran
diferente sensibilidad a la temperatura (Glass et al., 1986). El gen 1 de T.
brucei genera un transcrito de 2.400 b, el cual no aumenta su expresion
debido a choque térmico y se expresa a niveles bajos pero constitutivos en
las formas sanguineas y prociclicas del parasito, por lo cual ha sido
considerado el gen hsp70 “cognate” de T. brucei (Lee, 1995; Lee et al.,
1990). Por su parte, se ha visto que los genes 2 a 6 son 100 veces mas
estables que el gen 1 (Lee et al., 1990) y son altamente expresados en las
formas prociclicas y sanguineas del parasito y a diferencia del gen 1, son
sensibles a la temperatura (Lee, 1995; Lee & VanDerPloeg, 1990; Lee et al.,
1990). Adicionalmente, se ha visto que la regién 3" no traducida (UTR) de los
genes hsp70 de T. brucei se encuentra involucrada en el aumento de la
estabilidad del ARNm en condiciones de choque térmico y que al igual que
ocurre para muchos genes de tripanosomatidos, la regulacion de la expresion

ocurre principalmente a nivel post-transcripcional (Lee, 1998).

Por otra parte, los genes hsp70 de varias especies de Leishmania han sido
mejor caracterizados. Leishmania major posee 2 loci HSP70 independientes
pero ubicados en un mismo cromosoma, uno de los cuales contiene 4 genes
agrupados inducidos por temperatura mientras que el otro contiene un unico

gen cuya expresion no es afectada por la temperatura (Lee et al., 1988).
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En Leishmania donovani se ha observado la presencia de 12 a 15 copias del
gen hsp70 arregladas en tandem y ubicadas en un Unico cromosoma
(MacFarlane et al., 1990), mientras que para Leishmania amazonensis se ha
visto la presencia de 7 genes organizados en tandem y un octavo localizado

en un sitio distante, pero en el mismo cromosoma (Bock & Langer, 1993).

En Leishmania infantum hay 6 genes HSP70 arreglados en tandem cabeza-
cola (Quijada et al., 1997), los cuales muestran muy poca divergencia en su
secuencia. Todos estos genes son conservados en su secuencia 5’UTR y
region codificante, pero el gen HSP70-6 (HSP70-II) varia en su secuencia en
la regibn 3’"UTR. Dicha secuencia se ha que visto es la encargada de la
regulacion a nivel post-transduccional de la expresion de los genes HSP70
en L. infantum, ya que participa en la estabilidad del ARNm, ademas de
promover su union al ribosoma en condiciones de choque térmico (Folgueira
et al., 2006; Folgueira et al., 2005).

En general, Folgueira et al., 2006 reportaron que la organizacién del locus
hsp70 entre las especies de Leishmania se encuentra conservada, varios
genes repetidos en tandem y el dltimo del tandem (HSP70-11) con una region
3'UTR divergente. Adicionalmente, un polimorfismo de restriccion para la
enzima BamHI permite la diferenciacion entre especies del viejo mundo (L.
infantum, L. major y L. tropica) y del nuevo mundo (L. mexicana y L.
amazonensis) (Folgueira et al., 2006). De manera interesante, en L.
braziliensis el gen HSP70-II no ha podido ser identificado, ademas el patrén
de restriccion para la enzima BamHI difiere del observado en las otras
especies del nuevo mundo, por lo cual se considera que el locus hsp70 en L.
braziliensis es menos conservado respecto al de otras especies de

Leishmania (Folgueira et al., 2006).

33



Objetivos

4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar los genes codificantes de la proteina de choque térmico
HSP70 de Trypanosoma rangeli en cepas KP1(-) y KP1(+) del parasito,
obtener la proteina recombinante y usarla en ensayos inmunolégicos

preliminares.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la presencia de los genes hsp70 en las cepas Tre KP1(-) y
H14 KP1(+) T. rangeli.

2. Determinar y comparar la organizacion genémica y estructura de los
genes hsp70 entre las cepas Tre KP1(-) y H14 KP1(+) de T. rangeli y
de estas con T. cruzi y otros tripanosomatidos.

3. Determinar la secuencia de los genes hsp70 en las cepas Tre KP1(-) y
H14 KP1(+) de T. rangeli y mediante estudios de bioinforméatica
comparar las secuencias obtenidas entre ellas y con la secuencia
respectiva de T. cruzi y otros tripanosomatidos.

4. Determinar la expresiéon de los genes hsp70 de las cepas Tre KP1(-) y
H14 KP1(+) de T. rangeli.

5. Obtener la proteina y realizar ensayos inmunolégicos preliminares con

la proteina HSP70 recombinante de T. rangeli.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Parasitos:

Para la caracterizacion molecular del gen hsp70 se trabaj6é con las cepas de
T. rangeli H14, KP1(+) (MHOM/Hond/H14) y Tre, KP1(-) (Morales et al.,
2002), las cuales fueron donadas por el Laboratorio de Parasitologia del
Instituto Nacional de Salud (INS) y caracterizadas en primera instancia
mediante coloraciéon de Giemsa y perfil enzimatico de acuerdo al método
descrito por Abderrazack et al., 1993 y modificado por Montilla et al.,1997
utilizando las siguientes enzimas para su caracterizacion: glucosa fosfato
isomerasa (E.C.5.3.1.9. GPI), glucosa-6-fosfato ~ deshidrogenasa
(E.C.1.1.1.49. G6PD), isocitrato deshidrogenasa (E.C.1.1.1.42. IDH), malato
deshidrogenasa (E.C.1.1.1.37. MDH), enzima malica (E.C.1.1.1.40. ME-1,
ME-2), peptidasa (E.C.3.4.11.1. PE-1, PE-1,2), 6-fosfogluconato
deshidrogenasa (E.C.1.1.1.44. 6PGD), aspartato aminotransferasa
(E.C.2.6.1.1. ASAT), glutamato dehidrogenasa (NAD/NADP) (E.C.1.4.1.3.
GDH), vy fosfoglucomutasa (E.C.2.7.5.1. PGM). Posterior a su
caracterizacion, el perfil de los minicirculos de ambas cepas fue evaluado en
el Laboratorio de Investigaciones de Parasitologia Tropical (Ibague,Tolima),
utilizando los cebadores S35/S36/KP1L (Vallejo et al., 2002).

Para los ensayos de polimorfismo de restriccion de los fragmentos obtenidos
por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR-RFLP) se usaron las cepas
KP1(+): 1545, D3493, San Agustin, Duran y Choachi de origen colombiano,
las cepas H9 y H8GS originarias de Honduras, las cepas Palma 2 y Macias
de origen venezolano, la cepa B450 de origen brasilero y la cepa R1625
aislada en el Salvador. Y las cepas KP1(-): SC58, SC66, SC61, SC68, SC70,
SC74, SC75, SC76 y SC85 originarias de Brasil, 5048 y C23 de origen
colombiano y la cepa Pitl0, las cuales fueron amablemente cedidas por el

Laboratorio de Protozoologia de la Universidad Federal de Santa Catarina,

35



Materiales y Métodos

Brasil, por el Laboratorio de Parasitologia del INS (cepa C23) y por el
Laboratorio de Investigaciones de Parasitologia Tropical (Ibagué, Tolima)
(cepa Duran). El perfil de minicirculos y el grupo de cada una de las cepas
fue corroborado mediante la PCR TrINT1/TrINT2 (Grisard et al., 1999).

La obtencién en masa de los parasitos se realizé en medio LIT liquido (NaCl
4 g/l, KCI 0,4 g/l, Na;HPO4 8 g/l, glucosa 2 g/l, triptosa 5 g/l, infusion de
higado 5 g/l, hemina 50 mg/l) suplementado con 15 % (v/v) de suero fetal
bovino inactivado (SFB), 100 ug/ml de estreptomicina y 100 unidades/ml de

penicilina a 26 °C.

5.2 Obtencion de Acidos Nucleicos

5.2.1 Obtencién del ADN

El ADN de los parasitos se obtuvo segun lo indicado por Sambrook et al.,
2001. Una vez obtenida la masa de parasitos en fase logaritmica de
crecimiento, se recolect6 mediante centrifugacion a 2.500 rpm durante 15
minutos (min), y se lavo con solucion tampon PBS 1 X (NaCl 8 g/l, KCI 0,2
g/l, NazHPO, 1,44 g/l, KH,PO,4 0,24 g/l, pH 7,4). Tras la ultima centrifugacion,
los parasitos fueron resuspendidos en solucion tampén de lisis a una
concentracion final de SDS al 1 % (p/v). Luego, el ADN fue extraido con
fenol; fenol-cloroformo-isoamilico 1:24:1; cloroformo-isoamilico 24:1 (v/v) y
precipitado con 2,5 volumenes de etanol absoluto. Finalmente, la madeja de
ADN obtenida se lavé con etanol al 70 % (v/v) y se resuspendié en TE (Tris-
HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,4) (Puerta & Urueiia, 2005).

El ADN extraido se analiz6 mediante electroforesis horizontal en gel de

agarosa al 1 % (p/v), utilizando TAE 1X como solucion tampén (Tris-HCI 0,04
M pH 7,2, acido acético glacial 29,6 mM y EDTA 2 mM pH 8,0), con posterior
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tincion con bromuro de etidio (Sigma), a una concentracion final de 0,5 pug/ml.
Finalmente, la concentracion de ADN se determind por espectrofotometria de
U.V a 260 nm, teniendo en cuenta que una unidad de densidad 6ptica (DO) a
260 nm equivale a 50 ug/ml de ADN de doble cadena (Sambrook et al.,
2001).

5.2.2 Obtencién del ARN

El ARN de los parasitos se obtuvo segun lo indicado por Marafion et al.,
2000b y Sambrook et al., 2001. Una vez obtenida la masa de parasitos en
fase de crecimiento logaritmica, se recolecté mediante centrifugacion a 2.500
rpm durante 15 min, y se lavé 3 veces con solucion PBS 1 X (NaCl 8 g/l, KCI
0,2 g/l, NapHPO, 1,44 g/l, KH,PO, 0,24 g/l, pH 7,4). Tras la Ultima
centrifugacion, los parésitos fueron resuspendidos en solucion tampén de
lisis a una concentracion final de NP-40 al 1 % (v/v) y centrifugados a 10.000
rom durante 5 min, el sobrenadante fue recogido y con él se procedi6 a la
extraccion del ARN total mediante una  extraccion  con
fenol:cloroformo:isoamilico 1:24:1, dos extracciones con
cloroformo:isoamilico 24:1 y precipitado con 2,5 volimenes de etanol
absoluto y 0,1 volumenes de acetato de sodio 3 M pH 6,5. Finalmente, la
madeja de ARN obtenida se lavé con etanol al 70 % (v/v), se resuspendio en
agua destilada tratada con dietilpirocarbonato (DEPC) y se almaceno a -70

°C hasta su uso.
La concentracion de ARN se determiné por espectrofotometria de U.V a 260

nm, teniendo en cuenta que una unidad de densidad oOptica (DO) a 260 nm
equivale a 40 ug/ml de ARN (Sambrook et al., 2001).
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5.3 Ensayos de “Southern blot”

5.3.1 Digestion del ADN con enzimas de restriccion

Tres microgramos (ug) de ADN total fueron digeridos con las endonucleasas
de restriccién Sphl, Pvull y Bglll, las cuales poseen dianas de restriccién en
el gen hsp70 de T. cruzi (No. de acceso a GenBank: X07083) y las enzimas
Notl, Hindlll y Sau3Al. Cada digestion se realiz6 utilizando para cada
endonucleasa el amortiguador especificado por la casa comercial fabricante
(Promega) y una relacion de unidades de enzima/ug de ADN a digerir, de

diez, en un volumen final de reaccion de 60 ul, durante 24 h a 37 °C.

5.3.2 Electroforesis

Los fragmentos de ADN resultantes de la digestion fueron sometidos a
electroforesis en gel de agarosa (0,8 %) (p/v), visualizados por tinciébn con
bromuro de etidio y transferidos a membranas de “nylon” (Hybond™-N+,
Amersham Pharmacia Biotech), usando el método salino, segun lo indicado
por Puerta & Urueia, 2005.

5.3.3 Transferencia e inmovilizacién del ADN a soporte sélido

Brevemente, luego de la tincion con bromuro de etidio, los geles fueron
sumergidos en HCI 0,25 N durante 10 min, con agitacion suave, a
temperatura ambiente (T.A), con el fin de realizar depurinacién parcial del
ADN vy facilitar la transferencia del mismo a las membranas. Posteriormente,
el ADN presente fue desnaturalizado, al sumergir los geles en una solucién
de NaOH 0,5 M y NaCl 1,5 M, durante 60 min, con agitacion suave a T.A.
Transcurrido este tiempo, la reaccion fue neutralizada, sumergiendo los geles
en una solucion de NaCl 1,5 M y Tris-HCI 0,5 M pH 8,0, a T.A, con agitacion
suave. A los 60 min dicha solucion fue removida y cambiada por SSC 2 X
(solucion salina citrato 20 X, NaCl 3 M, citrato de sodio 0,3 M pH 7,2).
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Posteriormente, se realiz6 la transferencia por capilaridad, utilizando como
amortiguador SSC 10 X, durante 12-16 horas (h). Una vez transcurrido el
tiempo, las membranas se lavaron durante 10 min a T.A en SSC 2 X, se
dejaron secar a T.A y finalmente se expusieron a luz U.V (254 nm), con el
objetivo de fijar el ADN a las membranas las cuales fueron almacenadas a
T.A hasta su uso (Puerta & Urueia, 2005).

5.4 Ensayos de “Northern blot”

Diez microgramos (ug) de ARN total del parasito fueron separados mediante
electroforesis en gel desnaturalizante de agarosa al 1% (p/v) conteniendo
formaldehido 2,2 M en solucion tampon MOPS 1 X (MOPS 40 mM, acetato
de sodio 5 mM, EDTA 1mM, pH 7,5). Tras su tinciébn con bromuro de etidio y
visualizacion, el ARN fue transferido a membranas de “nylon” (Hybond™-N+,
Amersham Pharmacia Biotech) usando una solucion de NaOH 40 mM
(Marafion et al., 2000b; Sambrook et al., 2001).

5.5 Obtencién y marcaje de la sonda
Como sonda en los ensayos de “Southern blot”, “Northern blot” y
electroforesis en gel de campo pulsado se utilizo el inserto del clon TRECHS-
3 (ver resultados), el cual corresponde a la region codificante completa del
gen hsp70 de la cepa Tre de T. rangeli.

Para ello, se obtuvo el ADN plasmidico del clon TREcHS-3, a partir de
cultivos de las colonias recombinantes en medio LB (caldo Luria-Bertani) con
ampicilina 100 pg/ml y usando el estuche comercial “Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification Systems” (Promega). Posteriormente, el inserto
se extrajo mediante digestion del ADN plasmidico con la enzima de

restriccion EcoRI y posterior recuperacion del ADN del gel de agarosa
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mediante el estuche comercial “GFX Gel Band Purification kit” (Amersham
Biosciences). Finalmente, el inserto obtenido fue marcado con [a-**P]dCTP
(Amersham) segln lo indicado por el estuche comercial “Rediprime™ I1—

Random prime labelling system” (Amersham).

5.6 Ensayos de hibridacion

La hibridacion se realizd de acuerdo al siguiente protocolo: Una vez unido el
ADN o ARN a la membrana de “nylon”, estas se sometieron a una reaccion
de prehibridacion durante 2 h a 42 °C en formamida al 50 % (v/v), SSC 5x,
SDS 0,1 % (p/v), Denhart’s 5 x, Na,HPO4/NaH,PO, 0,05 M, y esperma de
salmoén denaturado 0,25 mg/ml. Seguidamente, los filtros fueron hibridados
con la sonda radiactiva previamente denaturada, en una solucién nueva de la
mezcla anterior a 42 °C durante 24 h. Transcurrida la hibridacion, los filtros
fueron enjuagados brevemente en una solucion de SSC 2 X, SDS al 0,5 %
(p/v) a T.A, durante 5 min con agitacion constante. Posteriormente los filtros
fueron lavados durante 15 min en cada una de las siguientes soluciones:
SSC 1 X - SDS al 0,5 % (p/v), SSC 0,5 X - SDS al 0,5 % (p/v) y SSC 0,1 X -
SDS al 0,5 % (p/v) a 42, 55y 65 °C, respectivamente. Finalmente y una vez
secos los filtros fueron expuestos a peliculas curix RP2 medical X-ray
(AGFA) durante 1 h.

5.7 Electroforesis en campo pulsado

La separacion de los cromosomas de los parasitos fue realizada mediante
electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE), la cual permite la separacion
de moléculas de ADN de alto peso molecular.
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5.7.1 Preparacion de los cromosomas de T.rangeli

Para la preparacion de los cromosomas de T. rangeli se siguié basicamente el
método de Schwartz y Cantor, 1984, desarrollado para los parasitos de la
familia Trypanosomatidae por Van der Ploeg et al., 1984, el cual se basa en
embeber al parasito en un blogue de agarosa que mantiene intactas las
moléculas de ADN de gran tamafio y permite la libre difusion de detergentes y

proteasas que lisan la membrana.

Para su preparacion se partié de un cultivo en fase exponencial de crecimiento,
al cual se le realizd un recuento de parasitos por ml. A continuacion, los
parasitos se centrifugaron a 2.500 rpm durante 15 min y se lavaron 3 veces con
PBS 1 X frio. Posteriormente, 80 x 10° parasitos fueron mezclados con 300 pl
de agarosa de bajo punto de fusién (Pharmacia-Biotech) al 1,2 % (p/v), disuelta
en PBS 1 X y vertidos en los moldes respectivos. Una vez solidificados, los
bloques se sumergieron en el tampoén de digestion (N-laurilsarcosina-Na al 1 %
(p/v), proteinasa K 1 mg/mly EDTA 0,5 M pH 9). Tras 48 h de incubacién a 50
°C se les retir6 el tampdn de digestion y se lavaron tres veces, durante 3 h por
lavado, con EDTA 0,2 M pH 8 y se guardaron a 4 °C hasta el momento de su

uso.

5.7.2 Electroforesis en campo pulsado y transferencia a membranas de
“nylon”

Las muestras de ADN cromosOmico se separaron en geles de agarosa
(Pharmacia-Biotech) al 1 % (p/v) en TBE (Tris 40 mM, acido bdérico 45 mM,
EDTA 1 mM pH 8,3) 0,5 X, usando igualmente como tampén de corrido TBE
0,5 X y cromosomas de Sacharomyces cerevisiae (Pharmacia), como patron

de peso molecular.
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Las muestras fueron separadas en un equipo Gene Navigator (Pharmacia-
Biotech) con las siguientes condiciones electroforéticas: pulsos de 250, 500,
750 y 1000 segundos (s) sobre un periodo de 24 h cada uno a 70 voltios (V),
65 mAmp y 12 °C. Después de la electroforesis, el gel fue tefiido con bromuro
de etidio a una concentracion de 0,5 ug/ml en TBE (p/v) con el fin de visualizar
las bandas.

Finalmente los cromosomas fueron transferidos a una membrana de “nylon”
(Hybond™-N+, Amersham Pharmacia Biotech), siguiendo el método de
transferencia salina descrito por Sambrook et al.,, 2001, para Su posterior

hibridacién con la sonda radioactiva.

5.8 PCR (reaccion en cadena de la polimerasa)

Con el objetivo de conocer la secuencia del gen hsp70 de T. rangeli en las
cepas H14 y Tre del parasito, se disefiaron varias PCR, las cuales
permitieron amplificar la regidén codificante (ORF, marco abierto de lectura) y
la unidad codificante completa (region codificante + region no codificante) en
ambas cepas del parasito.

Para esto, teniendo en cuenta el caracter repetido de los genes hsp70 y
haciendo uso del programa Primer 3 (http:/workbench.sdsc.edu; Rozen &
Skaletsky, 2000) se disefiaron los oligonucleétidos HSP70GCF (5'-
GGCTCCCTCGTACGTCAT-3") y HSP70GCR (5°-
AAGAACAAGGGCAAGGACC-3'), basados en las primeras 746 pb de la
region codificante del gen hsp70 previamente secuenciadas por el laboratorio
de Parasitologia Molecular de la Pontificia Universidad Javeriana, No. de
acceso a GenBank AY495381 y AY495382 (Cuervo et al., 2004) (Figura 4).
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HSP70GCR HSP70GCF
5-GGC TCC CTC GTACGT CAT -3 5- AAG AAC AAG GGC AAGGACC-3

5’ 3’ | 5‘ - 3’
ATG | ATG

Figura 4. Estrategia de amplificacion de la regién no conocida del gen hsp70 de T.
rangeli. Basados en las primeras 746 pb conocidas del gen (cuadro azul) y en su caracter
repetido se disefiaron los oligonucledtidos HSP70GCF/GCR. Se muestran dos unidades
HSP70 en tdndem con su region codificante (Barra a rayas) y sus extremos 5" y 3" no
codificantes.

La reaccion de amplificacion fue hecha en un volumen final de 25 pl
conteniendo 125 ng del ADN tanto de las cepas KP1(-) como KP1(+), 20
pmoles de cada oligonucleétido, 200 uM de cada dNTP, 1,5 mM de cloruro de
magnesio, 1 X de amortiguador (Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM, triton X-
100 al 0,1%) y 1,25 unidades de Tag ADN polimerasa (Corpogen). Usando el
siguiente perfil de amplificacion: 94°C/5min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 52°C/1
min (Cepa Tre) y 46°C/1 min (cepa H14) y 72°C/2 min, y una incubacion final
de 72°C por 8 min. El producto de la PCR y posterior secuencia permitio
conocer la regién terminal y la region intergénica del gen hsp70 en la cepa

H14 y Tre del parasito.

Posteriormente, y conocida la region terminal del gen hsp70 en ambas cepas
de T. rangeli, se disefi0 otra PCR capaz de amplificar la region codificante
completa (ORF) correspondiente a una sola copia del gen. Para ello y
haciendo uso del programa Primer 3 (http:/workbench.sdsc.edu; Rozen &
Skaletsky, 2000) se disefidé la pareja de oligonucledtidos 70TreATG (5'-
ATGACGTACGAGGGAGCCA-3") y 70TreTGA (5-
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TCAGTCAACCTCCTCCACCTTCGG-3'), los cuales amplificaron la region

codificante completa del gen hsp70 en las cepas H14 y Tre (Figura 5).

70TreATG 70TreTGA
5- ATGACGTACGAGGGAGCCA - 3 5- TCAGTCAACCTCCTCCACCTTCGG - 3
ATG TGA

Figura 5. Estrategia de amplificacion de la regiéon codificante del gen hsp70 de T.
rangeli. Oligonuclettidos disefiados en el codén de inicio (ATG) y coddn de parada (TGA)
del gen, se muestra una unidad HSP70 con su region codificante (Barra a rayas) y sus
extremos 5" y 3" no codificantes.

La reaccion de amplificacion a partir de ADN de ambas cepas de T. rangeli
fue hecha en un volumen final de 50 pl conteniendo 250 ng del ADN
gendmico puro, amortiguador de la reaccion 1X, “expand high fidelity
enzyme” 2,6 unidades (Roche), MgCl, 2 mM, desoxinucleétidos trifosfatos
(dNTPs) 0,2 mM y de cada oligonucleétido 20 pmol. La reaccion fue hecha
en un termociclador MJ Research PTC-100 DNA usando el siguiente perfil de
amplificacion: 94°C/5min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 57°C/1 min y 72°C/2:30

min, y una incubacion final de 72°C for 10 min.

Finalmente y con el objetivo de amplificar una unidad completa
correspondiente a una sola copia del gen hsp70 (regidén codificante + region
no codificante) se uso la pareja de oligonucle6tidos 70TreATG y 70HP6R (5°-
GTTTGTGTTTGTGTTTGTGTTC-3") para amplificar la unidad completa en la
cepa Tre de T. rangeli (Figura 6).
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70TreATG 70HP6R
5- ATGACGTACGAGGGAGCCA - 3’ 5-GTTTGTGTTTGTGTTTGTGTTC - 3’

A
= 4—I

ATG TGA

Figura 6. Estrategia de amplificacién de una unidad completa del gen hsp70 para la
cepa Tre de T. rangeli. Se muestra la pareja de oligonucle6tidos usada, regién codificante
(barra a rayas) y region intergénica (IR).

La reaccion de amplificacion se llevé a cabo un termociclador MJ Research
PTC-100 usando el siguiente perfil de amplificacién: 94°C/5min, 35 ciclos de
94°C/1 min, 54°C/1 min, 72°C/30 s, y una incubacion final de 72°C por 10
min y las mismas condiciones de la reaccidén que se describen abajo para la

cepa H14.

Con el mismo objetivo, se disefiaron dos nuevos oligonucleétidos HSH14-Fw
(5"-GTACTCGTGCGTTGGTGTGT-3") y HSH14-Rv (5°-
ACTGCCGAACGCTTACAACT-3'). Las parejas de oligonucleo6tidos HSH14-
FW/HSP70GCF y 70TreATG/HSH14-Rv se usaron para la amplificacion de la
unidad completa en la cepa H14 (Figura 7). Las reacciones de amplificacion
fueron hechas en un volumen final de 50 pul conteniendo 125 ng del ADN de
la cepa H14, amortiguador de la reaccion 1X, “expand high fidelity enzyme”
2,6 unidades (Roche), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM y de cada oligonucleétido
20 pmol, usando el siguiente perfil de amplificacion: 94°C/5min, 35 ciclos de
94°C/1 min, 56°C/1 min y 72°C/2:30 min, y una incubacion final de 72°C por

10 min.
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70TreATG HSH14-Rv
5’- ATGACGTACGAGGGAGCCA - 3’ 5’- ACTGCCGAACGCTTACAACT - 3"

2.500 pb
5 1 | 5 3 |
ATG TGA | ATq TGA |

— 2.500 pb -—
HSH14-Fw HSP70GCF
5- GTACTCGTGCGTTGGTGTGT - 3 5- AAG AAC AAG GGC AAG GAC C -3

Figura 7. Estrategia de amplificacién de una unidad completa del gen hsp70 para la
cepa H14 de T. rangeli. Se muestran las parejas de oligonucleétidos usadas y el tamafio de
los fragmentos amplificados.

Finalmente, los fragmentos obtenidos para todas las PCRs fueron
visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v) tefido

con 0,5 ug/ml de bromuro de etidio (Sambrook et al., 2001).

5.9 Clonacién del gen hsp70 de las cepas H14y Tre de T. rangeli

Los productos de las PCR previamente descritas se visualizaron mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 % (p/v); la banda de amplificaciéon fue
cortada del gel y purificada haciendo uso del estuche comercial “GFX Gel
Band Purification kit” (Amersham Biosciences) y finalmente clonada en el

plasmido pGEM-T Easy (Promega) (Figura 8).
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Figura 8. Pld&smido pGEM®-T easy. Mapa circular del vector y puntos de referencia de la
secuencia.

La clonacion se realizd de la siguiente manera: el ADN (producto de PCR)
obtenido se ligd en el plasmido pGEM-T Easy (Promega), mediante reaccion
con la enzima “T4 DNA ligase” (Promega) segun indicaciones de la casa
comercial (amortiguador de ligacion 2 X, pGEM-T Easy- vector 50 ng, T4
ADN ligasa 3 U/ul), a 4 °C durante toda la noche. La reaccion de ligacion se

realiz6 usando una relacion inserto:vector de 3:1.

Posteriormente, bacterias JM109 (40 ul) de alta eficiencia de transformacion,
fueron transformadas con el producto de ligaciéon (5 ul), mediante un pulso
eléctrico. Posterior a la transformacion, las bacterias se resuspendieron en
960 ul del medio enriquecido SOC (triptona 2 %, extracto de levadura 0,5 %,
NaCl 0,01 M, KCI 2,5 mM, Mg?* 20 mM, glucosa 20 mM), y se incubaron por

1,5 h a 37 °C con agitacion constante (aproximadamente 150 rpm).

Finalmente, 100 ul de bacterias transformadas se plaquearon en cajas con
medio LB, ampicilina 100 ug/ml, isopropiltio-p-galactosido (IPTG) (Promega)
0,5 mM y 5bromo—4cloro—3—indolil-B-D-galactosido (X-Gal) (Promega) 80

ug/ml e incubaron toda la noche a 37 °C.
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Posterior a la incubacion, el ADN plasmidico de las colonias blancas fue
extraido haciendo uso del estuche comercial “Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification Systems” (Promega) y sometido a digestion con la
endonucleasa EcoRl, la cual corta a ambos lados del sitio de clonaje (Figura
8).

5.10 Secuenciacion del ADN

Los insertos de los clones obtenidos fueron secuenciados en ambas
direcciones por el método de Sanger (Sanger et al., 1977). La secuenciacion
de los fragmentos se realiz6 en el Instituto de Parasitologia y Biomedicina
Lépez-Neyra (Granada-Espafia), mediante reacciéon de PCR utilizando el
“‘“ADN sequencing kit” de Perkin Elmer y la enzima AmplyTaq FS DNA
polimerasa, en un secuenciador automatico 373 ADN Sequencer Strech de
Applied Biosystem. Para la reaccion de secuenciacion se usaron los
iniciadores universales M13F y M13R, y varios oligonucleétidos internos,
adicionalmente disefiados con el objetivo de secuenciar los insertos
completos. Las secuencias obtenidas fueron ensambladas y la busqueda de
homologia fue realizada usando los programas ALIGN (Pearson & Lipman,
1988) y BLASTN (Altschul et al., 1994).

5.11 Analisis “in silico”

Los analisis de la secuencia de nucleotidos fueron realizados usando la base
de datos de GenBank, los programas ALIGN (Pearson & Lipman, 1988),
BLASTN (Altschul et al.,, 1994), las aplicaciones de la base de datos del
Instituto Europeo de Bioinformatica, EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk), de San

Diego Supercomputer Centrer, workbench http://workbench.sdsc.edu, y de la

base de datos SWAMI, www.ngbw.org (Rifaieh et al., 2007). Las secuencias

de aminoacidos fueron analizadas usando las aplicaciones del servidor

ExPASy (“Expert Protein Analysis System”) del instituto Suizo de
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bioinformatica (Gasteiger et al., 2003). Analisis adicionales de las secuencias
fueron realizados usando las aplicaciones del programa CLC Combined

Workbench 3.6.1 (www.clcbio.com).

Los andlisis filogenéticos y de evolucion molecular fueron realizados con las
secuencias de la proteina HSP70 usando MEGA version 4 (Tamura et al.,
2007), por los métodos Neighbor-Joining (Saitou & Nei, 1987), Minima
evolucion (Rzhetsky & Nei, 1992) y Maxima parsimonia (Eck & Dayhoff,
1966) con valores bootstrap obtenidos a partir de 1.000 pseudorréplicas.
Para los andlisis de Neighbor-Joining y minima evolucibn se us6 como
modelo de sustitucidn distancia-p (Nei & Kumar, 2000) y para los andlisis de
Minima evolucién y Maxima parsimonia se uso el nivel 1 de la opcioén close-
neighbor-interchange (CNI, por sus siglas en inglés) con una adicion aleatoria
para arboles de 10 réplicas (Nei & Kumar, 2000).

Basados en las secuencias de aminoacidos reportadas en los proyectos de
secuenciacion del genoma de varios protozoos en la base de datos GeneDB
(www.genedb.org) y en las secuencias igualmente reportadas en la base de

datos de GenBank (www.nchi.nlm.nih.gov). Las secuencias fueron alineadas

usando el programa Clustal W (Thompson et al., 1997) y ClustalW XXL de la
base de datos EMBnet (www.ch.embnet.org) y ajustadas manualmente
usando BioEdit version 7.0.4.1 (Hall, 1999).

5.12 Disefio y estandarizacion de un ensayo de PCR-RFLP para
diferenciar subpoblaciones KP1(+) y KP1(-) de T. rangeli.

Andlisis de restriccion de la regién codificante del gen hsp70 de la cepa H14 y
Tre del parasito mostraron una diferencia en cuanto al perfil de restriccién para
la enzima Sphl. Basados en esta diferencia se disefi6 una PCR-RFLP, la cual

permitio diferenciar los grupos 1y 2 de T. rangeli.
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Teniendo en cuenta que el polimorfismo para la enzima Sphl se encuentra en
el extremo 3" del gen hsp70, se disefié el oligonucle6tido HSP70intR (5-
ACATCCAGGTCTTCGAGGG-3"), el cual, junto con el oligonucleétido
70TreTGA amplifican un fragmento de aproximadamente 700 pb que codifica
para el extremo carboxi terminal de la proteina HSP70. La reaccion de
amplificacion fue hecha en un volumen final de 25 ul conteniendo 125 ng del
ADN de las cepas KP1(-) y KP1(+), 20 pmoles de cada oligonucleotido, 200
uM de cada dNTP, 1,5 mM de cloruro de magnesio, 1 X de amortiguador
(Tris-HCI 10 mM pH 9,0, KCI 50 mM, triton X-100 al 0,1% (v/v)) y 1,25
unidades de Tag ADN polimerasa (Corpogen). Usando el siguiente perfil de
amplificacion: 94°C/5min, 35 ciclos de 94°C/1 min, 59°C/1 miny 72°C/45 s, y
una incubacion final de 72°C por 10 min.

Luego, 10 ul del amplificado fueron sometidos a digestion con la enzima de
restriccion Sphl (Promega), utilizando una relacion de unidades de enzima/ug
de ADN a digerir, de diez, en un volumen final de reaccion de 20 pl, durante
5 h a 37 °C. Finalmente, 10 pl del producto de amplificacion y los 20 pl del

producto digerido fueron analizados en geles de poliacrilamida al 10 % (p/v)
tefiidos con coloracion de nitrato de plata (Sambrook et al., 2001).

5.13 Produccion de la proteina HSP70 recombinante de T. rangeli

5.13.1 Clonacion en vector de expresion

El fragmento del clon denominado TRECHS-3 (ver resultados, Figura 14), el
cual contiene un fragmento de 2.082 pb correspondiente al ORF del gen hsp70
de la cepa Tre de T. rangeli se utilizo como molde para amplificar y clonar en

un vector de expresion la region codificante completa del gen hsp70.
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Para esto, se disefiaron los oligonucleédtidos 70TreATG-BamHI (5'-
CTATAGGATCCATGACGTACGAGGGAGCCA-3) y 70TreTGA-Hindlll (5'-
CTATAAAGCTTTCAGTCAACCTCCTCCACCT-3'), subrayada las dianas de
corte para las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll, respectivamente.
Usando la anterior pareja de oligonuclettidos y el inserto del clon TRECHS-3
como molde (2 ul), se realizé la reaccidon de amplificacion (Figura 9):
amortiguador de la reaccién 1X, “expand high fidelity enzyme” 2,6 unidades
(Roche), MgCl, 2 mM, dNTPs 0,2 mM y de cada oligonucleétido 20 pmol. La
reaccion de amplificacién se llevd a cabo un termociclador MJ Research
PTC-100 usando el siguiente perfil de amplificacién: 94°C/5min, 35 ciclos de
94°C/1 min, 57°C/1 min, 72°C/2:30 s, y una incubacion final de 72°C por 10

min.

70TreATG-BamHI
70TreTGA-HindIII

——- CD (2082 pb) —

5 3

Figura 9. Estrategia de amplificacion de la regién codificante del gen hsp70 de la cepa
Tre de T. rangeli para sub-clonacidon en el vector pQE-30. Se muestra la pareja de
oligonucledtidos usada con las dianas de restriccion incluidas para el clonaje dirigido y en
fase con la cola de poli-histidinas.

El producto de la PCR se visualizd6 mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1 % (p/v); la banda de amplificaciéon fue cortada del gel y purificada
haciendo uso del estuche comercial “GFX Gel Band Purification kit

(Amersham Biosciences).
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La banda purificada y el vector comercial pQE-30 (Qiagen) (Figura 10) fueron
sometidos a digestion con las endonucleasas de restriccion BamHI/Hindlll,
segun indicaciones de la casa comercial (Promega), durante 4 h a 37 °C,
posterior a la digestion, los ADN fueron corridos en gel de agarosa al 1 %
(p/v) y extraidos del gel con el estuche comercial “Gel Band Purification kit”
(Amersham Biosciences), cuantificados y ligados mediante reaccion con la
enzima T4 ADN ligasa (Promega) durante 16 h a 16 °C, segun indicaciones
de la casa comercial. Finalmente, el constructo pQE-30/TrHSP70 fue
transformado en bacterias E.coli (XL1-Blue) competentes y para la seleccion

de los clones recombinantes se procedié como se indica anteriormente.

Ampic

pQE-30, pGE-31,

pQE32
3.4kb

Col E1

Figura 10. Plasmido pQE-30 (Qiagen). Mapa circular del vector y puntos de referencia de la
secuencia.

5.13.2 Ensayos de induccion de la proteina

Para los ensayos de induccion de la proteina recombinante se tomé un inoculo
del clon pQHPT-1 (pQE-30/TrHSP70), recombinante para la proteina HSP70
de T. rangeli. Dicho inoculo se puso a crecer en 6 ml de medio LB con
ampicilina 100 ug/ml, durante toda la noche a 37 °C y 250 rpm. Posteriormente,

una dilucién de 1 célula/50 ml de medio, aproximadamente se incub6 hasta que
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el cultivo alcanzé la fase media de crecimiento logaritmico (DOeoo entre 0,4 y
0,6). Alicuotas de este cultivo se indujeron con concentraciones de IPTG de
0,02 mM; 0,1 mM; 0,5 mM y 2 mM durante 2 horas a 37 °C y 250 rpm (Figura
11).

\

0 mM IPTG
—
PQHPT-1 - 4\ 375 0,02 mM IPTG
J 2 horas
0,1 mM IPTG 37°C

37°C
D.O (go0nm) = 0.4 — 0,6

T i
T
\ |

2mM IPTG /

Figura 11. Esquema del ensayo de sobre-induccidon de la proteina HSP70 de T. rangeli.

Posterior a la induccion, los cultivos fueron centrifugados a 13.000 rpm durante
20 min y el botén celular almacenado para la solubilizacion de la proteina
inducida. Una alicuota de 10 ul de cada uno de los ensayos fue almacenada
para su visualizacion en geles denaturantes de poliacrilamida (SDS-PAGE) y

tinciéon con azul de Coomassie.
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5.13.3 Ensayo de solubilizacion de la proteina inducida

El boton de células del cultivo inducido con 0,02 mM se uso para los ensayos
de solubilizacion de la proteina sobre-expresada (ver resultados). Dicho boton
de células fue resuspendido en 5 ml de solucion 1 (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300
mM, pH 8) en agitacién durante 30 min a 4 °C, para su posterior sonicacion por
8 min a 50 %. Luego de la sonicacion, la solucion se centrifugd a 13.000 rpm
durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante (1ra. solubilizacién) se guard6 a -20
°C hasta su visualizacibn en geles denaturantes de poliacrilamida. El
remanente del botén celular se resuspendié en 5 ml soluciéon 2 (NaH,PO4 50
mM, NaCl 300 mM, SDS 0,025 %, pH 8) en agitacion durante 30 min y se
sonicO nuevamente bajo las mismas condiciones. La solucion se centrifugo a
13.000 rpm durante 20 min a 4 °C y el sobrenadante (2da. solubilizacién) se
guardd a -20 °C hasta su visualizacion. El protocolo se continué hasta una
cuarta solubilizacién, resuspendiendo siempre el boton celular en solucion 2.
Una alicuota de 10 pul de cada una de las solubilizaciones fue almacenada para

su visualizacion mediante SDS-PAGE.

5.13.4 Ensayo de purificacion de la proteina inducida

La proteina recombinante se purific6 mediante gradientes de pH. Brevemente,
1 ml de resina Ni** NTA (Qiagen) se equilibré con 5 ml de solucién de unién pH
8 (NaCl 0,3 M, NaH,PO, 50 mM, SDS 0,025 %, PMSF 1 mM, BME 10 mM,
Glicerol 10%), durante 15 min en agitacion. Cinco mililitros del sobrenadante de
la mejor solubilizacion se mezclo con la resina y se mantuvo en agitacion toda
la noche a 4 °C. Posteriormente, la resina se empaquetd en una columna de
fibora de vidrio (BioRad) y se dejoé eluir por gravedad, el eluido se pasoé
nuevamente dos veces por la resina y una alicuota de 10 ul de la ultima elusién
se visualizé en gel para descartar la presencia de la proteina sobre-inducida.

Posteriormente, y de manera sucesiva se paso6 por la resina 4 ml de una de
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una solucion a pH 8 (NaCl 0,3 M, NaH,PO,50 mM, SDS 0.025 % (p/v), PMSF
1 mM, Gilicerol 10% (v/v)), pasando 1 ml cada vez (cada ml corresponde a una
fraccion: F1, F2, F3y F4 a pH 8). De igual forma y luego de la primera solucion,
se pasaron las soluciones a pH 7,5; pH 6; pH 5 y pH 4. Finalmente, 10 pl del
eluido de cada una de las fracciones y de cada una de las soluciones a los
diferentes pH, se guard6 para su posterior visualizacién en geles denaturantes
de poliacrilamida.

La pureza de la proteina fue evaluada mediante SDS-PAGE vy tincion con azul

de Coomassie; y la concentracion medida por el método de Bradford.

5.14 Ensayos de linfoestimulacion

Con el objetivo de estudiar si la proteina HSP70 de T. rangeli es capaz de
estimular la proliferacion de linfocitos virgenes, al igual que lo hace la proteina
HSP70 de T. cruzi (Marafion et al., 2000a), se realizaron ensayos de
linfoproliferacion de células de baso de ratones virgenes para calcular el indice
de estimulacién y el porcentaje de division celular especifica en respuesta a
la proteina HSP70 de T. rangeli. Para esto, bajo condiciones de esterilidad se
extrajo el baso de un ratén Balb/c virgen, el fue colocado en una solucion de
PBS 1 Xy SFB 1 % para su homogenizacién y posterior lisis de los eritrocitos
(NH4Cl 150 mM, KHCO3; 1 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,4). Las células fueron
centrifugadas, lavadas y los esplenocitos resuspendidos en medio DMEM
completo (Dulbecco’s modificated eagle medium (Gibco BRL), B-
mercaptoetanol 0,5 M, glutamina 200 mM, arginina-asparagina 100X, suero
bovino fetal inactivado 10%, HEPES 10 mM, piruvato soédico 100 mM) para
finalmente ser mezcladas con una solucién 0,4 % de azul de tripan (Gibco-

BRL) y contadas en camara de “Neubauer”.
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Luego, en placas de 96 pozos, 300.000 células/pozo fueron estimuladas con
10, 2 y 0,4 pg/ml de la proteina recombinante de T. rangeli; de igual forma
300.000 células/pozo fueron estimuladas con 10, 2 y 0,4 ug/ml de la proteina
HSP70 de T. cruzi, la cual fue amablemente cedida por el Departamento de

Biologia Molecular del Instituto de Parasitologia y Biomedicina “Lopez Neyra”.

Finalmente cada pozo fue llevado a un volumen de 200 pl/pozo con medio
DMEM completo. En cada ensayo se pusieron los siguientes controles:
proteina HSP70 de T. rangeli o T. cruzi a las concentraciones indicadas +
polimixina B (5 U/ml), LPS (1 ug/ml), LPS (1 ug/ml) + polimixina B (5 U/ml) y un

control positivo de Concanavalina A (2 ug/ml) (Figura 12).

Cada pozo (ensayos y controles) se monto por triplicado y en cada ensayo se
montaron 4 placas, las cuales se incubaron durante 24 h, 48 h, 72 hy 96 h a 37
°Cy 5 % CO,. Cumplido el tiempo de incubacién de cada placa, las células se
marcaron con Methyl-*H thymidine (0,5 nCi/pozo), durante 8 horas a 37 °C y 5
% CO..

Finalmente, el ADN celular fue inmovilizado en un filtro de fibra de vidrio
usando un “Inothech Harvester’ y la incorporacion de Methyl-°H thymidine
medida en un equipo “Wallac 1450 Microbeta counter”. Los calculos del indice

de estimulacion (1.E) se hicieron mediante la siguiente ecuacion:

cpm (cultivo estimulado) — cpm (cultivo sin estimular)

cpm (cultivo sin estimular)

cpm = cuentas por minuto.
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Por otra parte y mediante ensayos de citometria de flujo se determiné la
poblacion de linfocitos que proliferé luego de la estimulacion con la proteina
HSP70 de T. rangeli.

Para estos ensayos 2 x 10° células/pozo fueron estimuladas con 2 pg/ml de
proteina HSP70 de T. rangeli y T. cruzi. Para cada ensayo se incluyo un control
con polimixina B (5 U/ml). Las células fueron estimuladas durante 48 h a 37 °C
y 5 % CO; (Figura 12).

Finalmente, las células estimuladas fueron marcadas con anti-CD19, anti-CD3
y anti-CD4; subsecuentemente, las células fueron lavadas y analizadas en un
clitbmetro de flujo “FACSscan” (Becton Dickinson) usando el programa
CELLQUEST.
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Figura 12. Diagrama del ensayo de linfoestimulacion de esplenocitos virgenes de raton

estimulados con la proteina HSP70 de T. rangeli.

58




Resultados

6. RESULTADOS

6.1 Organizacion genomicay expresion del gen hsp70 de T. rangeli

6.1.1 Analisis de “Southern blot”

Con el objetivo de determinar la organizacién gendémica de los genes hsp70 de
T. rangeli en las cepas Tre, KP1(-) y H14, KP1(+), se realizaron ensayos de
“Southern blot”, usando como sonda la regién codificante completa del gen
hsp70 de la cepa Tre de T. rangeli obtenida mediante digestion con la
endonucleasa EcoRI a partir del clon TREcHS-3 (Figura 13). Para ello, el ADN
de los parasitos se digiri6 con las enzimas de restriccion Bglll, Pvull y Sphl
(Figura 14), las cuales se sabe cortan 1 vez, 2 veces y 3 veces,

respectivamente el gen hsp70 de T. cruzi (No. de acceso a GenBank: X07083).

kb

— 23.1
— 3.9

inserto = %0

Figura 13. Digestion del ADN plasmidico del clon TREcHS-3. Electroforesis en gel de
agarosa al 1 % del ADN plasmidico del clon TREcHS-3 digerido con la endonucleasa de
restriccion EcoRI (1), ADN plasmidico del clon TREcHS-3 sin digerir (2). Se utilizé A-Hindlll
como marcador de peso molecular, cuyos pesos se indican a la derecha.
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Tre H14
A A
4 N N
kb Mw  Bglll Pvull  Sphl Bglll Pvull  Sphl MW kb
— 231
— 94
4.0 — 65
3.0
25 _ — 23
20 _ — 20
10 _ 8

Figura 14. Digestién del ADN de T. rangeli con enzimas de restriccidn. Electroforesis
horizontal en gel de agarosa al 0,8 % del ADN gendmico de las cepas KP1(-): Tre y KP1(+):
H14 de T. rangeli. Se utilizé A-Hindlll cuyos pesos se indican a la derecha y HyperLadder |
(Bioline) cuyos pesos se indican a la izquierda, como marcadores de peso molecular.
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En la figura 15 se observa cémo estos genes en ambas cepas, Tre y H14,
tienen un tamafno de 2.500 pb, aproximadamente y presentan polimorfismo

de restriccion entre las cepas.

Para la cepa Tre, se observa que las enzimas de restriccion Bglll, Pvull y
Sphl liberan una banda intensa de 2.500 pb, aproximadamente. Resultados
gue concuerdan con estudios previos, en donde el analisis de la region
amino-terminal del gen hsp70 en ambas cepas mostro la presencia de genes
repetidos organizados en tandem (Cuervo et al., 2004). Adicionalmente, para
todas las enzimas se observan bandas tenues de mayor y menor peso
molecular de 2.500 pb, las cuales pueden deberse o bien a polimorfismos de
restriccion entre las cepas y/o a la presencia de sitios de restriccion cercanos

a los extremos de la agrupacion.

Por su parte, en la cepa H14 se observa un sélo sitio de corte en el gen
hsp70 para la enzima Bglll, mientras que para la enzima Pvull se observan
dos bandas de 1.500 y 1.000 pb, lo cual coincide con la presencia de dos
sitios de corte para esta enzima dentro de la unidad hsp70 de esta cepa.
Adicionalmente, para la enzima Sphl no se observan dianas de restriccion

dentro del gen (Figura 15).

Ensayos de “Southern blot” adicionales realizados para la cepa H14 con las
enzimas de restriccion Notl, Hindlll y Sau3Al y confirmatorios para las
enzimas Sphl y Pvull (Figura 16) mostraron que dicho gen no tiene sitio de
corte para las enzimas Notl y Hindlll y presenta multiples sitios de restriccion
para la enzima Sau3Al. Adicionalmente, se corroboré el patrén de restriccion
con las enzimas Sphl y Pwvull las cuales presentaron un patrén igual al
previamente encontrado, la enzima Sphl no corta dentro del gen hsp70 de la

cepa H14, mientras que la enzima Pvull presenta dos dianas de restriccién,
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las cuales generan dos bandas de 1.000 y 1.500 pb aproximadamente, que

corresponden con un corte completo de la unidad hsp70 de H14.

La sobre-exposicion de la membrana mostré que la digestion con la enzima
Pvull no fue completa, observandose bandas superiores de tamafnos

correspondientes a cortes parciales de la enzima (Figura 16).

H14 Tre
Sphl Pvull Bglll  Sphl Pvull Bglll kb
231
94
— 65

2.500pb __, e
- 20

1.500 pb '

1.000 pb

Figura 15. “Southern blot” del ADN de las cepas Tre y H14 de T. rangeli. ADN de los
parasitos digerido con las enzimas de restriccion Bglll, Pvull y Sphl, transferido a
membranas de “nylon” e hibridado con la regién codificante del gen hsp70 de la cepa Tre
como sonda. El tamafio de la unidad génica se indica a la izquierda, se utilizd A-Hindlll como
marcador de peso molecular, cuyos pesos se indican a la derecha.
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Notl Hindlll Pvull Sau3Al Sphl
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Figura 16. “Southern blot” del ADN de la cepa H14 de T. rangeli. ADN de la cepa H14
digerido con las enzimas de restriccion Hindlll, Pvull, Sau3Al y Sphl, transferido a
membranas de “nylon” e hibridado con la regién codificante del gen hsp70 de la cepa Tre
como sonda. El tamafio de algunas de las bandas obtenidas se indica a la izquierda, se
utilizé A-Hindlll como marcador de peso molecular, cuyos pesos se indican a la derecha.

Tanto los sitios de corte como los polimorfismos de restriccion fueron
posteriormente analizados y comparados con la secuencia de nucleétidos del
gen hsp70 en ambas cepas del parasito, corroborando la presencia de un
sélo sitio de restriccion para la enzima Bglll en ambas cepas de T. rangeli,
dicha enzima corta una sola vez dentro del gen (posicion 1.287), tomando
como posiciéon 1 el nucleétido A, del coddn de inicio. Igualmente, la enzima
Pvull posee un sitio de corte en la posicion 1.054 en ambas cepas del
parasito y adicionalmente en la cepa H14 corta en la posicion 2.044 (region
no codificante del gen), teniendo en cuenta el caracter repetido de los genes,
por tanto, se liberan dos bandas de 1.000 y 1.500 pb, aproximadamente en
H14 (Figura 16).
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Por otro lado, para las enzimas Sphl, Notl y Hindlll se confirma la ausencia
de diana de restriccion tanto en la region codificante como en la regién no
codificante del gen hsp70 en la cepa H14. Para la cepa Tre, la enzima Sphl
presenta polimorfismo de restriccion entre las diferentes copias secuenciadas
del gen hsp70 (ver mas adelante), todas las copias génicas cortan en la
posicion 1.882, mientras que la copia 1, secuencia del clon TREcCHS-3
(Figura 29), presenta 2 sitios de corte adicionales (posicion 2.014 y 2.026),
las copias 2 (secuencia del clon uHP5, Figura 39) y 3 (secuencia del clon
uHP6, Figura 38) presentan un sitio de corte adicional, posicién 1.930 y

1.954, respectivamente.

Los resultados obtenidos mediante “Southern blot” y los analisis “in silico” de
la secuencia del gen hsp70 para las cepas Tre y H14, permitieron elaborar un
mapa de restriccion para dichos genes en ambas cepas del parasito T.
rangeli (Figura 17 A y B). Teniendo en cuenta que los diferentes sitios de
corte indicado para la enzima Sphl en el extremo 3" del gen hsp70 en la cepa
Tre varian entre las copias y no se encuentran todos presentes en una

misma copia.

El polimorfismo de restriccion para la enzima Sphl encontrado en la region
codificante del gen hsp70 entre las cepas Tre, KP1(-) y H14, KP1(+) fue
explorado mediante PCR-RFLP para determinar si era una caracteristica

propia de cada grupo del parasito, T. rangeli (ver mas adelante).
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Figura 17. Representacion esquematica del patrén de digestion del gen hsp70 de T.
rangeli. A. Se muestran los sitios de corte para una unidad codificante en la cepa Tre. B.
Sitios de corte para la unidad del gen hsp70 en la cepa H14 de T. rangeli. Se muestra la
region codificante (caja negra) con su respectiva region intergénica. Se indican los sitios de

corte para las enzimas de restriccion evaluadas Bglll, Pvull y Sphl.
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6.1.2 Determinacion del numero de copias del gen hsp70

De acuerdo con resultados previos obtenidos que sugieren que el gen hsp70
se encuentra repetido en tandem cabeza-cola (Cuervo et al.,, 2004),
caracteristica comdn de la mayoria de los genes de tripanosomatidos, entre
ellos el gen hsp70 de T. cruzi (Requena et al., 1988), T. brucei (Glass et al.,
1986) y L. major (Lee et al., 1988), entre otros, se determind el numero de
copias del gen presentes en ambas cepas. Es asi como en la figura 18 (A'y
B) se observa que el nimero de copias varia ligeramente entre las cepas de
T. rangeli evaluadas. La cepa H14 presenta al menos 6 copias repetidas en
tandem por genoma haploide para dicho gen, mientras que la cepa Tre
presenta al menos 7 copias génicas del mismo.

A. Hi4 B. Tre

D

231

kb kb

1 copia
23

2,0

Figura 18. “Southern blot” del ADN genémico de las H14 (A) y Tre (B) de T. rangeli. 3
ug de ADN genomico de las cepas de T. rangeli fueron digeridos con la endonucleasa de
restriccién Bglll, transferidos a membranas de “nylon” e hibridados con la regién codificante
del gen hsp70 de la cepa Tre como sonda. Se utilizé A-Hindlll como marcador de peso
molecular, cuyos pesos se indican a la izquierda.
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6.1.3 Localizacién cromosomica del gen hsp70 de T. rangeli

Para determinar la localizacion cromosomica de los genes hsp70 en T.
rangeli, se realizaron ensayos de electroforesis en gel de campo pulsado
(PFGE). En la figura 19 se observa que se separaron los cromosomas

comprendidos entre 555 kb y 1,9 Mb, en las cepas de T. rangeli evaluadas.

MW  Tre H14 C23
kb

1.900

1.640

1120
945 —

-
-
™
- -
X

815 —

555

Figura 19. Electroforesis en gel de campo pulsado. Cromosomas de las cepas Tre, H14,
y C23 de T. rangeli fueron separados con pulsos de 250, 500, 750 y 1.000 segundos por un
periodo de 96 horas a 84 voltios y 12 °C y visualizados con bromuro de etidio. Se utilizd
como marcador de peso molecular Yeast DNA — PFGE (Amersham Pharmacia Biotech), los
tamafios de los fragmentos son indicados a la izquierda.

Al realizar un analisis del cariotipo obtenido para las cepas de T. rangeli en
varios corridos electroforéticos (datos no mostrados), se observdé que las
cepas Tre, 5048 y C23 presentan un mayor numero de cromosomas de
tamafio intermedio (entre 1.100 kb y 815 kb) que la cepa H14. Y que H14, al
igual que T. cruzi presenta cromosomas mayores de 1.600 kb, a diferencia

de las cepas KP1(-) evaluadas (Figura 20).
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Figura 20. Esquema representativo de los cromosomas de T. rangeli separados por
electroforesis en gel de campo pulsado. Cromosomas de las cepas H14, Tre, 5048 y C23
de T. rangeli y T. cruzi fueron separados con pulsos de 250, 500, 750 y 1.000 segundos por
un periodo de 96 horas a 84 voltios y 12 °C vy visualizados con bromuro de etidio. Se utilizé
como marcador de peso molecular Yeast DNA — PFGE (Amersham Pharmacia Biotech), los
tamafios de los fragmentos son indicados a la izquierda.

Por otra parte y luego de la visualizacién y analisis del ADN cromosémico del
parasito, se realizo la transferencia a membranas de “nylon” para su posterior
hibridacién con la sonda correspondiente a la regiéon codificante del gen

hsp70 de la cepa Tre (Figuras 14 y 30).

En la figura 21, se observa que los genes que codifican la proteina de
choque térmico de 70 kDa se localizan en un Unico cromosoma en todas las
cepas de T. rangeli, las cuales difieren en tamafio de acuerdo al grupo del
parasito y a las condiciones electroforéticas usadas, es asi como dichos

genes se localizan en un cromosoma de aproximadamente 1.174 kb en la
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cepa H14 KP1(+) y en un cromosoma de aproximadamente 1.098 kb en las
cepas Trey C23, KP1(-).

Por otra parte, Toaldo et al., 2001 reportaron la presencia del gen hsp70 en
la cepa H14 en una sola banda de 1.125 kb, muy similar a lo encontrado en
este estudio. Adicional a esto, para las cepas KP1(-) estos autores reportaron
que el gen hsp70 se ubica en un cromosoma de 1.050 kb para la cepa SC-61
y en dos cromosomas de 1.020 y 1.100 kb, aproximadamente en la cepa SC-
58. En este estudio, para las cepas KP1(-) evaluadas se encontré el gen
hsp70 ubicado en un unico cromosoma del mismo tamafio en todas las
cepas. Vale la pena resaltar que las cepas KP1(-) evaluadas en este trabajo
son todas de origen colombiano, mientras que las evaluadas por Toaldo et al.

2001, son de origen brasilero.

kb Cc23 H14 Tre

1.900
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Figura 21. “Southern blot” de los cromosomas de los parasitos separados mediante
“PFGE”. Los cromosomas de las cepas H14, Tre y C23 fueron separados mediante
electroforesis en gel de campo pulsado, transferidos e hibridados con la regiéon codificante
del gen hsp70 de la cepa Tre como sonda. A la derecha se indican el tamafio de la banda
obtenida. Los nimeros a la izquierda indican el corrido del patrén de peso molecular,
cromosomas de S. cerevisiae (Amersham Pharmacia Biotech).
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6.1.4 Analisis de “Northern blot”

El producto de expresién de los genes hsp70 de T. rangeli fue analizado
mediante ensayos de “Northern blot” del ARN de epimastigotes de las cepas
Tre y H14 del parasito y de la cepa Y de T. cruzi, en fase de crecimiento
exponencial (Figura 22A). Como se muestra en la figura 22B, una sola banda
de hibridaciéon fue observada. Por tanto, el gen hsp70 de la cepa Tre y H14
origina un anico transcrito de 2.300 nucledtidos, muy similar a lo reportado
para este mismo gen en T. cruzi y T. brucei, los cuales generan un sélo
transcrito de 2.300 nucleétidos (Klein et al., 1995).

nt T. cruzi H14 Tre T. cruzi H14 Tre

2400 |« 2300 nt

2030
1660

Figura 22. Expresion de los genes hsp70 de T. rangeli. A. 10 ug de ARN total de T. cruzi
(cepa Y) y T. rangeli (cepas H14 y Tre) fueron corridos en geles de agarosa/formaldehido al
1%, el tamafio de los ARN ribosomales de T. cruzi es indicado a la izquierda. B. Ensayo de
“Northern blot” del ARN total de T. cruzi y T. rangeli. El tamafio del transcrito es indicado a la
derecha.
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6.2 Caracterizacion de la secuencia del gen hsp70 de T. rangeli

Con el objetivo de secuenciar la region no conocida del gen hsp70 en las
cepas Tre y H14 de parasito, se disefiaron los oligonucleotidos HSP70GCF y
HSP70GCR basados en las primeras 746 pb conocidas del gen hsp70 de T.
rangeli (No. de acceso a GenBank AY495381 y AY495382) (Cuervo et al.,
2004) (Figura 4). La PCR, para ambas cepas, amplific6 una banda de
aproximadamente 1.700 pb (Figura 23), la cual luego de su purificacion del

gel de agarosa fue clonada y secuenciada.

MW Tre H14 CN

kb

231 —
9.4__
6.5 __
39

23__
20—
—Banda seleccionada

Figura 23. PCR usando los oligonucleétidos HSP70GCF/GCR. Electroforesis en gel de
agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio conteniendo 10 pl del producto de amplificacion.
La banda seleccionada para los ensayos de clonacién se indica a la derecha, se utilizd A-
Hindlll como marcador de peso molecular, cuyos pesos se indican a la izquierda.

Producto de la clonacién, se obtuvo el denominado clon HP5 para la cepa
Tre, el cual contenia una secuencia de 1.723 pb, que corresponde a las
tltimas 1.219 pb de la region carboxilo terminal del gen y 504 pb

correspondientes a la region intergénica (Figura 24). Y el clon HH1 para la
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cepa H14, el cual contenia una secuencia de 1.739 pb, las ultimas 1.242 pb
de la region carboxilo terminal y la region intergénica de 479 pb (Figura 25).
Ambas secuencias presentaron una identidad de 96,2 % entre ellas,
presentandose las principales diferencias hacia el extremo 3" de la region

codificante y en la region intergénica.

En la region codificante se presenta una insercion de 24 nucleotidos
(posicion 1.167 a 1.190) en la secuencia de la cepa H14 respecto a la
secuencia de la cepa Tre. Llamativamente, los ultimos 30 nucleétidos de la
region codificante presentaron una identidad de 100 % entre las cepas, lo
que permitio el disefio del oligonucleétido 70TreTGA, con el cual se amplificd
la region codificante completa correspondiente a una sola copia génica en
ambas cepas del parasito. Por el contrario, esta region presenta varios
cambios respecto a la misma en T. cruzi, razon por la cual un oligonucle6tido
disefiado basado en su secuencia, no permitié amplificar la region codificante

completa de T. rangeli, en ensayos previos.

Por otra parte, la regién intergénica entre ambas cepas presentd una
identidad de 88,1 %, presentdndose los principales polimorfismos por
cambios de nucleédtidos simples (SNP) y las inserciones de 6 nucleétidos
(posicion 149 a 154) y 9 nucledtidos (posicion 191 a 199) en la secuencia de
la cepa H14 (Figura 26).
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GACGACGAGC
GCTGTCGTCC
CCAGTCGACC
GCTGCAGCCG
CGTGGTGCTC
CTTCGGCGGC
CGCCGTGCAG
GCTCGACGTG
GATTAAGCGC
CAACCAGCCC
CCACCTGCTC
GATTGAGGTG
GGGCACCGGC
GGAGATTGAG
CGAGCGCATT
GAACGAGCCG
CGTGGAGGAG
GCACCGCCAG
CATGGGCGCG
TGGGGGTATG
GGTGGAGGAG
gagtgaccgg
cgccattact
ccattattat
gcttggccat
gagccgccgt
ctcactttta
ctgatagttg
ctaacacaaa

CAGCGGGCGC
GCGGCGCAGG
ATCACCCGTG
GTGGAGCGTG
GTTGGCGGCT
AAGGAGCTGA
GCCTTCATCC
ACGCCGCTGA
AACACGACGA
GGCGTGCACA
GGTACGTTTG
ACCTTCGACC
AAGCGCATCC
CGCATGGTGT
GATGCAAAGA
AACGTGAGCG
GCGCTGCAGT
AAGGAGCTGG
GGCGGTGGTA
CCCGGCGGCA
GTTGACTGAg
tctgttggct
attttatcta
tattattatt
tgcggtggtg
gcagaagctg
ttggcttctce
taagcgttcg
cacaaacaca

TCCGCCGCCT
CGACGATTGA
CCCGCTTCGA
TGCTGCAGGA
CCACCCGCAT
ACAAGAGCAT
TCACCGGGGG
CGCTTGGCAT
TCCCAACCAA
TCCAGGTCTT
ACCTGTCCGG
TCGACGCCAA
AGATCGTCAT
CGGAGGCGTC
ACGGCCTTGA
GCAAGATTGA
GGCTGAACAA
AGAACCTGTG
TGCCCGGCGG
TGCCTGGTGG
cgcgtggcecc
ccctgecttge
ttgtttgttt
attgttgcga
ctcgggctgt
ctgcctgcegt
ttttctectg
gcagtagaac
cacaaacata

CCGCACCGCG
GATCGACGCG
GGAGCTCTGC
CGCCAAGATG
CCCGAAGGTG
CAACCCCGAT
CAAGAGCAAG
CGAGACGGCC
GAAGAGCCAG
CGAGGGGGAG
CATTCCGCCG
CGGCATCCTG
CACGAACGAC
CAGGTACGAG
GAACTACGCC
GGAGGCCGAC
CAACCAGGAG
CACGCCCATC
CATGCCTGGG
CGCGAACCCG
cgagaacatt
tagaacgtga
ttcccattgt
cggttattat
tgagggtttc
gtgtgcgtgt
cgctgcgggce
cgaaaacaaa
cacagcggaa

TGCGAGCGCG
CTGTTCGACA
GGCGACCTCT
GACAAGCGCG
ATGCAGCTGG
GAGGCCGTGG
CAGACGGAGG
GGTGGCGTTA
ATCTTCTCGA
CGTGCGATGA
GCGCCGCGCG
AACGTGTCCG
AAGGGCCGTC
GCGCAGGACA
TTTTCGATGA
AAGAACACGA
GCCAGCAAGG
ATGACGAAGA
GGTATGCCCG
TCATNGTCGT
tgcatggcgce
agggtccgge
ttattttggt
tattacgatt
tgcggctgcet
gtgtgtggct
tgcgccagag
cacaaacaca
aca

CCAAGCGGAC
ACGTGGACTT
TCCGCGGCAC
CCGTGCACGA
TGTCGGACTT
CGTACGGCGC
GCCTGCTGCT
TGACGTCGCT
CGTACGCGGA
CGAAGGACTG
GCGTGCCCCA
CGGAGGAGAA
TGAGCAAGGC
AGGAGCAGCG
AGAACACCGT
TCACGAATGC
AGGAGTACGA
TGTACCAGGG
GCGGAATGCC
CGGGGCCGAA
acctgccttt
gggcctcgtce
cccccectect
gttattgttc
gaggctgtcg
ttgcgcacac
ccaacaaaag
aacacaaaca

Figura 24. Secuencia de nucleétidos del clon HP5. En mayuUsculas se indica la region
codificante, region carboxi-terminal del gen hsp70 de la cepa Tre y en minlsculas la region
intergénica. El codon de paro se indica en rojo y subrayado. Los ndmeros a la izquierda
indican la posicién de los nucledtidos en la secuencia.
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ACGACGAGCC
CTGTCGTCCG
CAGTCGACCA
CTGCAGCCGG
GTGGTGCTCG
TTCGGCGGCA
GCCGTGCAGG
CTCGACGTGA
ATTAAGCGCA
AACCAGCCCG
CACCTGCTCG
ATTGAGGTGA
GGCACCGGCA
GAGATTGAGC
GAGCGCATTG
AACGAGCCGA
GTGGAGGAGG
CACCGCCAGA
ATGGGCGCGG
GGGGGTATGC
CCGTCATCGT
atttgcatgg
tgaagggtcc
tgtttttttt
tgttgcgacg
cgggctgttg
gcctgcatgt
ttctcctgeg
agtagaaccg

AGCGGGCGCT
CGGCGCAGGC
TCACCCGTGC
TGGAGCGTGT
TTGGCGGCTC
AGGAGCTGAA
CCTTCATCCT
CGCCGCTGAC
ACACGACGAT
GCGTGCACAT
GTACGTTTGA
CCTTCGACCT
AGCGCAACCA
GCATGGTGTC
ATGCAAAGAA
ACGTGAGCGG
CGCTGCAGTG
AGGAGCTGGA
GCGGTGGTAT
CCGGGGGTAT
CGTCGGGGCC
cgcagctgcc
ggcgggcecte
ttatttggtt
gttattatta
agggtttctg
gtgcgtgtgt
ctgcgggcetyg
aaaacaaaca

CCGCCGCCTC
GACGATTGAG
CCGCTTCGAG
GCTGCAGGAC
CACCCGCATC
CAAGAGCATC
CACCGGGGGC
GCTTGGCATC
CCCAACCAAG
CCAGGTCTTC
CCTGTCCGGC
CGACGCCAAC
GATCGTCATC
GGAGGCGTCC
CGGCCTTGAG
CAAGATTGAG
GCTGAACAAC
GAACCTGTGC
GCCCGGCGGA
GCCTGGGGGT

CGCACCGCGT
ATCGACGCGC
GAGCTCTGCG
GCCAAGATGG
CCGAAGGTGA
AACCCCGATG
AAGAGCAAGC
GAGACGGCCG
AAGAGCCAGA
GAGGGGGAGC
ATTCCGCCGG
GGCATCCTGA
ACGAACGACA
AGGTACGAGG
AACTACGCCT
GAGGCCGACA
AACCAGGAGG
ACGCCCATCA
ATGCCTGGGG
ATGCCCGGGG

GCGAGCGCGC
TGTTCGACAA
GCGACCTCTT
ACAAGCGCGC
TGCAGCTGGT
AGGCCGTGGC
AGACGGAGGG
GTGGCGTTAT
TCTTCTCGAC
GTGCGATGAC
CGCCGCGCGG
ACGTGTCCGC
AGGGCCGTCT
CGCAGGACAA
TTTCGATGAA
AGAACACGAT
CCAGCAAGGA
TGACGAAGAT
GTATGCCCGG
GTATGCCTGG

GAAGGTGGAG
tttgagtgac
gtccgccatt
cccectecte
ttacgattgt
cggctgcgga
gtgtggcttt
cgccagagcc
caaacataca

GAGGTTGAC

GAgcgcgtgg

cggtctgctg
actattttat
cattattatt
tattgttcgc
ggctgtcgga
gcacacgcct
aacaaaagct
cagcggaaac

gctccctget
ctattgtttg
attattgtta
ttggccattg
gccgcecgtge
cacttttctt
gatagttgta
aATGACGTAC

CAAGCGGACG
CGTGGACTTC
CCGCGGCACG
CGTGCACGAC
GTCGGACTTC
GTACGGCGCC
CCTGCTGCTG
GACGTCGCTG
GTACGCGGAC
GAAGGACTGC
CGTGCCCCAG
GGAGGAGAAG
GAGCAAGGCG
GGAGCAGCGC
GAACACCGTG
CACGAATGCC
GGAGTACGAG
GTACCAGGGT
GGGAATGCCT
TGGCGCGAAC
ccccgagaac
tgctagaacg
tctttcececat
ttattattgt
cggtggtgcect
agaagctgct
ggcttctctt
agcgttcgge
GAGGGAGCC

Figura 25. Secuencia de nucledtidos del clon HH1. En mayusculas se indica la region
codificante, regidn carboxi-terminal del gen hsp70 de la cepa H14 y en minuUsculas la regién
intergénica. Subrayado se indican los 24 nucleétidos insertados en la secuencia de H14,
respecto a la secuencia de la cepa Tre. El coddn de inicio de una segunda region codificante
se indica en azul y subrayado, el coddn de paro se indica en rojo y subrayado. Los nimeros
a la izquierda indican la posicién de los nucleétidos en la secuencia.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T O O S P O O O O R EP R E N I
HP5 GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCACCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGTTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
HH1 GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCAGCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGCTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T T T T T T T T T T T T T e T
HP5 CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTTTTTCCCATTGTTTATTTT GGTCCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATTATTATT G
HH1 CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTCTTTCCCATTGTTTTTTTTTTATTTGGTTCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATTGTTATTATTATTGTTG
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P T [P IR [ R B [P I [P A A IR I [ I [T I I I
HP5 TTGCGACGGTTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCTGAGGCTGTCGGAGC
HH1 TTGCGACGGTTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCGGAGGCTGTCGGAGC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T T T T T T T T T T T T e T
HP5 CGCCGTGCAGAAGCTGCTGCCTGCGTGTGTGCGTGTGTGTGTGGCTTTGCGCACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCG
HH1 CGCCGTGCAGAAGCTGCTGCCTGCATGTGTGCGTGTGTGTGTGGCTTTGCACACGCCTCACTTTTCTTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCG
410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T T T T T T T T T T O P T T O e
HP5 CCAGAGCCAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACAAACACAAACACAAACACAAACACTAACACAAACACAAACACACACA
HH1 CCAGAGCCAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACAAACACAAACATACACAGCGGAAACAA
510
B T T
HP5 AACATACACAGCGGARACA
HH1

Figura 26. Alineamiento de la region intergénica del gen hsp70 de T. rangeli.
Alineamiento entre las regiones intergénicas del clon HH1 (H14) y HP5 (Tre). El punto
significa identidad, los guiones insercion/deleccion y los nimeros indican la posicion de los
nucledtidos en la secuencia.

Al realizar un solapamiento entre las secuencias obtenidas y las
anteriormente secuenciadas y reportadas (No. de acceso a GenBank
AY495381 y AY495382, Cuervo et al., 2004), se encontr6 que la unidad
completa codificante de la proteina HSP70 en la cepa Tre tiene un tamafio de
2.490 pb, con una region codificante de 1.986 pb y una regién intergénica de
504 pb. Por su parte, la unidad codificante de la proteina HSP70 en la cepa
H14 presenta un tamafio de 2.507 pb, con una region codificante de 2.010 pb
y una region intergénica de 497 pb. Lo que coincide con el tamafo esperado
de acuerdo a lo encontrado mediante analisis de “Southern blot”, ademés de
ser muy similar a lo reportado para la unidad génica, hsp70 de T. cruzi, la

cual tiene un tamafno de 2.484 pb, una region codificante de 2.043 pb y una
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region intergénica de 441 pb (No. de acceso a GenBank X07083; Requena et
al., 1988).

A pesar que los resultados de dicha construccién génica coinciden con lo
esperado, teniendo en cuenta que las secuencias ensambladas
corresponden al producto de dos fragmentos obtenidos en reacciones de
PCR diferentes, se amplifico, clon6 y secuencié una unidad completa del gen

para cada una de las cepas del parasito.

6.2.1 Amplificacién, clonacién y secuenciacién de la region codificante
del gen hsp70 de las cepas Tre, KP1(-) y H14, KP1(+) de T. rangeli

Teniendo en cuenta que Cuervo et al., 2004 ya habian reportado la region
amino terminal y que los resultados previos permitieron conocer la regién
carboxilo terminal del gen, se disefi6 una pareja de oligonucle6tidos que
permitio amplificar la region codificante completa del gen hsp70 en las cepas
Tre y H14 del parasito (Figura 5).

Es asi como, la pareja de oligonucleétidos 70TreATG y 70TreTGA
amplificaron una banda de aproximadamente 2.000 pb en las cepas Tre
(Figura 27) y H14 (Figura 28) de T. rangeli. Dichas bandas se extrajeron del
gel, purificaron y clonaron. Producto de su clonacion se obtuvieron 4 clones
positivos para la cepa Tre y 4 para la cepa H14. De estos clones, los
denominados clones TREcCHS-3 (Tre) y cH70H-3 (H14), luego de digestion
con la enzima EcoRl, liberaron un fragmento del tamafio esperado (Figura 29

Ay B). Con este resultado, ambos clones se enviaron a secuenciar.
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2,000 pb

Figura 27. PCR para la cepa Tre usando los oligonucleétidos 70TreATG/70TreTGA.
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio conteniendo 10 ul del
producto de amplificacién del ADN de la cepa Tre. La banda seleccionada para los ensayos
de clonacion se indica a la derecha, se utilizd A-Hindlll como marcador de peso molecular,
cuyos pesos se indican a la izquierda.

231__

05—

Figura 28. PCR para la cepa H14 usando los oligonucledtidos 70TreATG/70TreTGA.
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio conteniendo 10 pl del
producto de amplificacion del ADN de la cepa H14. La banda seleccionada para los ensayos
de clonacion se indica a la derecha, se utilizd A-Hindlll como marcador de peso molecular,
cuyos pesos se indican a la izquierda.
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Figura 29. Digestion con la enzima de restriccion EcoRI del ADN plasmidico de los
clones TRECHS y cH70H. Electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1 % del ADN
plasmidico digerido con la enzima de restriccion EcoRI de los clones: A. Obtenidos de la
clonacién de la regién codificante del gen hsp70 de la cepa Tre, TRECHS-1 (1), TRECHS-2
(2), TRECHS-3 (3) y TRECHS-4 (4) y B. De la clonacion de la region codificante del gen
hsp70 de la cepa H14, cH70H-1 (1), cH70H-2 (2), cH70H-3 (3) y cH70H-4 (4). Con un flecha
se indican los clones que liberaron el fragmento esperado.

Ambas hebras del inserto de los clones TREcCHS-3 y cH70H-3 fueron
secuenciadas. Los resultados de la secuenciacién son mostrados en la figura
30, para el clon TRECHS-3 y en la figura 31, para el clon cH70H-3. Ambas
secuencias luego de ser depuradas fueron consignadas en la base de datos
de GenBank, numeros de acceso EF108421 (TREcHS-3) y EF108422
(cH70H-3).

La region codificante secuenciada en la cepa Tre, presentd un tamafio de
2.082 pb y de 2.010 pb en la cepa H14, con una identidad de 96,1 % entre
ellas, presentandose diferencias debidas a 10 SNPs y a una insercion de 72
nucledtidos a nivel del extremo 3 del gen, en la secuencia de la cepa Tre

respecto a la secuencia de la cepa H14 (Figura 32).
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Dada la diferencia observada en el tamafio de la region codificante entre el
clon TREcHS-3 (2.082 pb) y la secuencia obtenida previamente por
solapamiento (1.986 pb) para la cepa Tre, se realiz6 un alineamiento y
analisis de restriccion. Dichas secuencias presentaron una identidad de 95 %
entre ellas, presentandose el principal polimorfismo a nivel del extremo 3
terminal del gen, y ambas mostraron tener sitios de corte para la enzima
Sphl, la cual previamente se demostré corta el gen hsp70 en la cepa Tre del
parasito. EI mismo andlisis se realizé para las secuencias obtenidas para la
cepa H14, las cuales mostraron una identidad de 99,8 % entre ellas y no

poseer diana de restriccion para la enzima Sphl.

Teniendo en cuenta que las amplificaciones fueron realizadas con una Taq
polimerasa con actividad correctora y que las dos hebras de los clones
fueron secuenciadas en su totalidad, estos resultados confirman la presencia
de varias copias del gen, asi como también evidencian la presencia de

polimorfismo entre la mismas, para el caso de la cepa Tre.
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ATGACGTACG
TGGCAGAACG
TATGTGGCGT
ATGAACCCGA
TCCGTTGTGC
AAGCCGGTGA
AGCTCGATGG
AAGAAGGCCG
GACGCCGGCA
GCCATTGCGT
GACCTTGGCG
GTGAAGGCGA
GCGCACTTCA
CGGGCGCTCC
GCGCAGGCGA
ACCCGTGCCC
GAGCGTGTGC
GGCGGCTCCA
GAGCTGAACA
TTCATCCTCA
CCGCTGACGC
ACGACGATCC
GTGCACATCC
ACGTTTGACC
TTCGACCTCG
CGCAACCAGA
ATGGTGTCGG
GCARAGAACG
GTGAGCGGCA
CTGCAGTGGC
GAGCTGGAGA
GGTGGTATGC
GGCGGAATGC
GGGGGTATGC
CCGTCATCGT

AGGGAGCCAT
AGCGCGTGGA
TCACCGACAC
CGAACACCGT
AGTCGGACAT
TCCAGGTGCA
TGCTGCTGAA
TGGTGACGGT
CGATCGCGGG
ACGGGCTGGA
GCGGCACGTT
CGAACGGCGA
CGGACGAGTT
GCCGCCTCCG
CGATTGAGAT
GCTTCGAGGA
TGCAGGACGC
CCCGCATCCC
AGAGCATCAA
CCGGGGGCAA
TTGGCATCGA
CAACCAAGAA
AGGTCTTCGA
TGTCCGGCAT
ACGCCAACGG
TCGTCATCAC
AGGCGTCCAG
GCCTTGAGAA
AGATTGAGGA
TGAACAACAA
ACCTGTGCAC
CCGGCGGCAT
CTGGGGGTAT
CCGGCGGAAT
CGTCGGGGCC

TGGCATCGAT
GATCATTGCG
GGAGCGTCTG
CTTCGACGCG
GAAGCACTGG
GTTCCGCGGC
GATGAAGGAG
GCCCGCGTAC
GATGGAGGTG
CAAGGTGGAG
TGACGTCACC
CACGCACCTG
CAAGCGGAAG
CACCGCGTGC
CGACGCGCTG
GCTCTGCGGC
CAAGATGGAC
GAAGGTGATG
CCCCGATGAG
GAGCAAGCAG
GACGGCCGGT
GAGCCAGATC
GGGAGAGCGT
TCCGCCGGCG
CATCCTGAAC
GAACGACAAG
GTACGAGGCG
CTACGCCTTT
GGCCGACAAG
CCAGGAGGCC
GCCCATCATG
GCCTGGGGGT
GCCCGGCGGA
GCCTGGGGGC
GAAGGTGGAG

CTCGGCACGA
AACGATCAGG
ATCGGTGATG
AAGCGCCTCA
CCCTTCAAGG
GAGGCCAAGA
GTTGCGGAGT
TTCAACGACT
CTGCGCATCA
GAAGGCAGGG
CTGCTGACGA
GGCGGCGAGG
AACCGGGGCA
GAGCGCACCA
TTCGACAACG
GACCTCTTCC
AAGCGCGCCG
CAGCTGGTGT
GCCGTGGCGT
ACGGAGGGCC
GGCGTTATGA
TTCTCGACGT
GCGATGACGA
CCGCGCGGCG
GTGTCCGCGG
GGCCGTCTGA
CAGGACAAGG
TCGATGAAGA
AACACGATCA
AGCAAGGAGG
ACGAAGATGT
ATGCCCGGCG
ATGCCTGGGG
ATGCCCGGCG
GAGGTTGAC

CGTACTCGTG
GCAACCGGAC
CGGCGAAGAA
TTGGGCGGAA
TCATCGCGAA
CGTTCAACCC
CGTACCTGGG
CGCAGCGGCA
TCAACGAGCC
AGCGCCACGT
TCGACGGCGG
ACTTCGACAA
AGGACATGAC
AGCGGACGCT
TGGACTTCCA
GCGGCACGCT
TGCACGACGT
CGGACTTCTT
ACGGCGCCGC
TGCTGCTGCT
CGTCGCTGAT
ACGCGGACAA
AGGACTGCCA
TGCCCCAGAT
AGGAGAAGGG
GCAAGGCGGA
AGCAGCGCGA
ACACCGTGAA
CGAATGCCGT
AGTACGAGCA
ACCAGGGCAT
GAATGCCTGG
GTATGCCCGG
GCATGCCTGG
GA

CGTTGGTGTG
GACGCCGTCG
CCAGGTGGCG
GTTCAGCGAC
GGGCGACGAC
GGAGGAGGTG
GAAGCAGGTG
GGCGACGAAG
GACGGCCGCC
GCTGATCTTT
CATCTTTGAG
CCGCCTCGTG
GACGAGCCAG
GTCGTCCGCG
GTCGACCATC
GCAGCCGGTG
GGTGCTCGTT
CGGCGGCAAG
CGTGCAGGCC
CGACGTGACG
TAAGCGCAAC
CCAGCCCGGC
CCTGCTCGGT
TGAGGTGACC
CACCGGCAAG
GATTGAGCGC
GCGCATTGAT
CGAGCCGAAC
GGAGGAGGCG
CCGCCAGAAG
GGGCGCGGGC
GGGTATGCCC
CGGAATGCCT
TGGCGCGAAC

Figura 30. Secuencia de nucleétidos de la regiéon codificante de la proteina HSP70 de
la cepa Tre, KP1(-) de T. rangeli. En rojo y subrayados se indican los codones de inicio y
parada, los nimeros indican la posicion de los nucle6tidos en la secuencia. No. de acceso a
GenBanK: EF108421.
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ATGACGTACG
TGGCAGAACG
TATGTGGCGT
ATGAACCCGA
TCCGTTGTGC
AAGCCGGTGA
AGCTCGATGG
AAGAAGGCCG
GACGCCGGCA
GCCATTGCGT
GACCTTGGCG
GTGAAGGCGA
GCGCACTTCA
CGGGCGCTCC
GCGCAGGCGA
ACCCGTGCCC
GAGCGTGTGC
GGCGGCTCCA
GAGCTGAACA
TTCATCCTCA
CCGCTGACGC
ACGACGATCC
GTGCACATCC
ACGTTTGACC
TTCGACCTCG
CGCAACCAGA
ATGGTGTCGG
GCAAAGAACG
GTGAGCGGCA
CTGCAGTGGC
GAGCTGGAGA
GGTGGTATGC
GGGGGTATGC
TCGGGGCCGA

AGGGAGCCAT
AGCGCGTGGA
TTACCGACAC
CGAACACCGT
AGTCGGACAT
TCCAGGTGCA
TGCTGCTGAA
TGGTGACGGT
CGATCGCGGG
ACGGGCTGGA
GCGGCACGTT
CGAACGGCGA
CGGACGAGTT
GCCGCCTCCG
CGATTGAGAT
GCTTCGAGGA
TGCAGGACGC
CCCGCATCCC
AGAGCATCAA
CCGGGGGCAA
TTGGCATCGA
CAACCAAGAA
AGGTCTTCGA
TGTCCGGCAT
ACGCCAACGG
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AGGCGTCCAG
GCCTTGAGAA
AGATTGAGGA
TGAACAACAA
ACCTGTGCAC
CCGGCGGAAT
CTGGGGGTAT
AGGTGGAGGA

TGGCATCGAT
GATCATTGCG
GGAGCGTCTG
CTTCGACGCG
GAAGCACTGG
GTTCCGCGGC
GATGAAGGAG
GCCCGCGTAC
GATGGAGGTG
CAAGGTGGAG
TGACGTCACC
CACGCACCTG
CAAGCGGAAG
CACCGCGTGC
CGACGCGCTG
GCTCTGCGGC
CARGATGGAC
GAAGGTGATG
CCCCGATGAG
GAGCAAGCAG
GACGGCCGGT
GAGCCAGATC
GGGGGAGCGT
TCCGCCGGCG
CATCCTGAAC
GAACGACAAG
GTACGAGGCG
CTACGCCTTT
GGCCGACAAG
CCAGGAGGCC
GCCCATCATG
GCCTGGGGGT
GCCCGGGGGT
GGTTGACTGA

CTCGGCACGA
AACGATCAGG
ATCGGTGACG
AAGCGCCTCA
CCCTTCAAGG
GAGACCAAGA
GTTGCGGAGT
TTCAACGACT
CTGCGCATCA
GAAGGCAGGG
CTGCTGACGA
GGCGGCGAGG
AACCGGGGCA
GAGCGCGCCA
TTCGACAACG
GACCTCTTCC
AAGCGCGCCG
CAGCTGGTGT
GCCGTGGCGT
ACGGAGGGCC
GGCGTTATGA
TTCTCGACGT
GCGATGACGA
CCGCGCGGCG
GTGTCCGCGG
GGCCGTCTGA
CAGGACAAGG
TCGATGAAGA
AACACGATCA
AGCAAGGAGG
ACGAAGATGT
ATGCCCGGGG
ATGCCTGGTG

CGTACTCGTG
GCAACCGGAC
CGGCGAAGAA
TTGGGCGGAA
TCATCGCGAA
CGTTCAACCC
CGTACCTGGG
CGCAGCGGCA
TCAACGAGCC
AGCGCCACGT
TCGACGGCGG
ACTTCGACAA
AGGACATGAC
AGCGGACGCT
TGGACTTCCA
GCGGCACGCT
TGCACGACGT
CGGACTTCTT
ACGGCGCCGC
TGCTGCTGCT
CGTCGCTGAT
ACGCGGACAA
AGGACTGCCA
TGCCCCAGAT
AGGAGAAGGG
GCAAGGCGGA
AGCAGCGCGA
ACACCGTGAA
CGAATGCCGT
AGTACGAGCA
ACCAGGGTAT
GAATGCCTGG
GCGCGAACCC

CGTTGGTGTG
GACGCCGTCG
CCAGGTGGCG
GTTCAGCGAC
GGGCGACGAC
GGAGGAGGTG
GAAGCAGGTG
GGCGACGAAG
GACGGCCGCC
GCTGATCTTT
CATCTTTGAG
CCGCCTCGTG
GACGAGCCAG
GTCGTCCGCG
GTCGACCATC
GCAGCCGGTG
GGTGCTCGTT
CGGCGGCAAG
CGTGCAGGCC
CGACGTGACG
TAAGCGCAAC
CCAGCCCGGC
CCTGCTCGGT
TGAGGTGACC
CACCGGCAAG
GATTGAGCGC
GCGCATTGAT
CGAGCCGAAC
GGAGGAGGCG
CCGCCAGAAG
GGGCGCGGGC
GGGTATGCCC
GTCATCGTCG

Figura 31. Secuencia de nucleétidos de la regién codificante de la proteina HSP70 de
la cepa H14, KP1(+) de T. rangeli. En azul y subrayados se indican los codones de inicio y
parada, los nimeros indican la posicion de los nucleotidos en la secuencia. No. de acceso a
GenBank: EF108422.
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Figura 32. Alineamiento de las secuencia de nucle6tidos de la region codificante de la
proteina HSP70 de la cepa Tre y H14 de T. rangeli. En rojo se muestran las diferencias
encontradas entre las secuencias. Los nimeros indican la posicién de los nucleoétidos en la
secuencia.
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Resultados

Analisis BLASTN de las secuencias de nucleotidos de las cepas Tre y H14
revelé que la secuencia del gen hsp70 de T. rangeli presenta una identidad
de 90 % con la secuencia del gen hsp70 de T. cruzi (X07083). Ademas, el
gen de T. rangeli presenta una identidad de aproximadamente 83 % con
varias especies de Leishmania, de 82 % con T. brucei, de 81 % con varias
especies de la familia Bodonidae y de 75 % con la secuencia de humano, lo
que confirma que las secuencias obtenidas para las cepas de T. rangeli
corresponden al gen hsp70, ademas del caracter altamente conservado de

los mismos.

Andlisis adicionales de la secuencias obtenidas mostraron que la region
codificante del gen hsp70 de ambas cepas present6 un porcentaje de G/C de
64 %, muy similar a lo encontrado para la regién codificante del gen hsp70 de
T. cruzi (62 %), T. vivax (62 %), L. major (64 %), L. braziliensis (65 %), L.
infantum (64 %), L. donovani (64 %), L. tarentolae (64 %), L. amazonensis
(64 %), pero ligeramente diferente de lo encontrado para el mismo gen en T.
brucei (56 %).

Adicionalmente, y haciendo uso de la aplicacion TACG (Harry Mangalan,

1996 UC Irving, modificado; http://workbench.sdsc.edu) se confirmé el

polimorfismo de restriccion observado para la enzima Sphl entre las cepas
Trey H14.

Por otra parte, y mediante la herramienta “Translate” del servidor EXPASy se
encontré que el ORF del gen hsp70 en la cepa Tre origina una proteina de
693 aminoacidos (Figura 33), mientras que la secuencia para la cepa H14
origina una proteina de 669 aminoacidos (Figura 34), con una identidad entre
ellas de 96,2 % (Figura 35).
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Resultados

Andlisis de la secuencia putativa de aminoacidos de la proteina HSP70 para
las secuencias analizadas mostré que la diferencia en tamafo de la cadena
polipeptidica entre las cepas esta dada por la insercion de 72 nucleétidos en
la regién 3" terminal del gen hsp70 en la cepa Tre, esta insercion se traduce
en la adicion de 6 repeticiones del motivo MPGG en el extremo carboxilo
terminal de la proteina HSP70 de dicha cepa, para un total de 14 repeticiones
MPGG en la proteina de la cepa Tre y de 8 repeticiones en la proteina de la
cepa H14 (Figura 35).

ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVD

Figura 33. Secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de la cepa Tre de T.
rangeli. Secuencia deducida de aminoacidos a partir de la secuencia de nucleétidos del clon
TRECHS-3. Los numeros indican la posicion de los aminoéacidos en la secuencia. No. de
acceso a GenBank: ABL74477.
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ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVD

Figura 34. Secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de la cepa H14 de T.
rangeli. Secuencia deducida de aminoacidos a partir de la secuencia de nucleétidos del clon
cH70H-3. Los nimeros indican la posicion de los aminoacidos en la secuencia. No. de
acceso a GenBank: ABL74478.
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Figura 35. Alineamiento de las secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de la
cepa Tre y H14 de T. rangeli. Los nimeros indican la posicion de los nucleétidos en la
secuencia, los puntos identidad y los guiones inserciones/delecciones.
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Adicionalmente, analisis de la secuencia de nucleétidos del gen hsp70 de
ambas cepas de T. rangeli realizado con el programa CUSP de la base de

datos EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk), el cual genera una tabla de uso de codén

preferente, mostré que la frecuencia de las tripletas de nucleétidos usadas
para codificar los aminoacidos correspondientes de la proteina HSP70 entre
los genes hsp70 de las cepas H14 y Tre de T. rangeli son iguales,
presentandose diferencias relacionadas Unicamente con el numero de
aminoacidos presentes en ambas proteinas, debido a la insercion de las 6

repeticiones MPGG en la proteina HSP70 de la cepa Tre (Figura 35).

Estudios de BLASTP de la secuencia de aminoacidos de la proteina de T.
rangeli mostr6 que presenta aproximadamente un 93 % de identidad con
varias proteinas HSP70 reportadas para T. cruzi y T. brucei, lo que confirma

el alto grado de conservacién de dichas proteinas.

6.2.2 Amplificacion, clonacién y secuenciaciéon de la unidad completa
del gen hsp70 de las cepas Tre, KP1(-) y H14, KP1(+) de T. rangeli

6.2.2.1 Region codificante

Con el objetivo de caracterizar completamente el gen hsp70 de T. rangeli en
las cepas evaluadas, se decidid6 amplificar, clonar y secuenciar la unidad
completa del gen, region codificante con su respectiva region intergénica.
Usando los oligonucleoétidos 70TreATG y 70HP6R (Figura 6) se amplificé una
banda de 2.500 pb, aproximadamente (Figura 36), la cual fue purificada y

clonada.
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Resultados

kb

—231

Banda seleccionada

Figura 36. PCR del ADN de la cepa Tre usando los oligonucleétidos
70TreATG/70HP6R. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio
conteniendo 10 pl del producto de amplificacion (1), control de la reaccion (2). La banda
seleccionada para los ensayos de clonacion se indica a la izquierda, se utilizé A-Hindlll como
marcador de peso molecular (3), cuyos pesos en kb se indican a la derecha.

Producto de la clonacién se obtuvieron 4 clones, 2 de los cuales luego de
digestion con la enzima EcoRI liberaron un fragmento del tamafio esperado
(Figura 37), los denominados clones uHP5 (carril 2 y 3) y uHP6 (carril 8 y 9).

Con este resultado ambos clones se enviaron a secuenciar.
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2 3N S G/ S S

Figura 37. ADN pladsmidico de los clones uHP. Electroforesis horizontal en geles de
agarosa al 1 % del ADN plasmidico de los clones obtenidos luego de la clonacién de la
unidad completa del gen hsp70 de la cepa Tre. uHP5 sin digerir (2), uHP5/EcoRI (3), uHP4
sin digerir (4), uHP4/EcoRI (5), uHP3 sin digerir (6), uHP3/EcoRI (7), uHP6 sin digerir (8),
UHP6/EcoRI (9). Se utilizd6 A-Hindlll como marcador de peso molecular (3), cuyos pesos
indican a la izquierda.

Por otra parte y con el objetivo de completar la caracterizacion en la cepa
H14, se procedié de igual forma. Las parejas de oligonucleétidos HSH14-
FW/HSP70GCF y 70TreATG/HSH14-Rv se usaron para la amplificacion de la
unidad completa en H14 (Figura 7), producto de la cual se obtuvo una banda
de aproximadamente 2.500 pb en ambas PCR (Figura 38), las cuales fueron

cortadas, purificadas y clonadas.
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Banda extraida

Figura 38. PCR del ADN de la cepa H14 usando los oligonucle6tidos HSH14-
Fw/HSP70GCF y 70TreATG/HSH14-Rv. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % tefiido con

bromuro de etidio conteniendo 10 ul del producto de amplificacion con los oligonucleétidos
70TreATG/HSH14-Rv (2) y con los oligonucledtidos HSH14-Fw/HSP70GCF (3). La banda

seleccionada para los ensayos de clonacién se indica a la derecha, se utilizé6 A-Hindlll como
marcador de peso molecular (1), cuyos pesos en kb se indican a la izquierda.

Producto de la clonacién se obtuvieron dos clones positivos, los clones
denominados HSH14-A y HSH14-CF, los cuales liberaron una banda del
tamafo esperado luego de digestion con la enzima EcoRI (Figura 39 Ay B),

con esta evidencia ambos clones se secuenciaron.

A. B.
kb kb
231
94— 231
43__ 94—
Inserto 43

23 __

20— Inserto

23 __
207

Figura 39. ADN plasmidico de los clones HSH14-A y HSH14-CF. Electroforesis horizontal
en geles de agarosa al 1 % del ADN plasmidico de los clones obtenidos luego de la
clonacién de la unidad completa del gen hsp70 de la cepa H14. A. ADN plasmidico del clon
HSH14-A digerido con EcoRlI (2) y sin digerir (3). B. ADN plasmidico del clon HSH14-CF sin
digerir (2) y digerido con EcoRI. Se utilizé A-Hindlll como marcador de peso molecular (1),
cuyos pesos indican a la izquierda.
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Ambas hebras del inserto de los clones seleccionados para las cepas Tre y

H14 fueron secuenciadas. Las secuencias de los clones uHP5 (Figura 40) y

uHP6 (Figura 41) de la cepa Tre, mostraron tener un tamafo de 2.474 pb y

2.504 pb, respectivamente. Ambas secuencias luego de ser depuradas

fueron sometidas a la base de datos del GenBank, No. de acceso EF108419,

para la secuencia del clon uHP5 y EF108420 para el clon uHP6.
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TTCTCGACGT
CCTGCTCGGT
ACGCCAACGG
GGCCGTCTGA
GCGCATTGAT
AGATTGAGGA
AGCAAAGAGG
GGGCGCGGGC
CTGGTGGCGC
atggcgcacc
cattactatt
gttgcgacgg
ggctgctgag
tcacttttat
cagtagaacc

TGGCATCGAT
GCAACCGGAC
ATGAACCCGA
GAAGCACTGG
CGTTCAACCC
AAGAAGGCCG
GATGGAGGTG
AGCGCCACGT
GTGAAGGCGA
CAAGCGGAAG
AGCGGACGCT
ACCCGTGCCC
CAAGATGGAC
CGGACTTCTT
TTCATCCTCA
GACGGCCGGT
ACGCGGACAA
ACGTTTGACC
CATCCTGAAC
GCAAGGCGGA
GCARAAGAACG
GGCCGACAAG
AGTACGAGCA
GGTGGTATGC
GGACCCGTCA
tgcctttgag
ttatctattg
ttattattat
gctgtcggag
tggcttctct
gaaaacaaac

CTCGGCACGA
GACGCCGTCG
CGAACACCGT
CCCTTCAAGG
GGAGGAGGTG
TGGTGACGGT
CTGCGCATCA
GCTGATCTTT
CGAACGGCGA
AACCGGGGCA
GTCGTCCGCG
GCTTCGAGGA
AAGCGCGCCG
CGGCGGCAAG
CCGGGGGCAA
GGCGTTATGA
CCAGCCCGGC
TGTCCGGCAT
GTGTCCGCGG
GATTGAGCGC
GCCTTGAGAA
AACACGATCA
CCGCCAGAAG
CCGGCGGCAT
TCGTCGTCGG
tgaccggtct
tttgtttttc
tacgattgtt
ccgccgtgcea
tttctcctge
acaaacacaa

CGTACTCGTG
TATGTGGCGT
CTTCGACGCG
TCATCGCGAA
AGCTCGATGG
GCCCGCGTAC
TCAACGAGCC
GACCTTGGCG
CACGCACCTG
AGGACATGAC
GCGCAGGCGA
GCTCTGCGGC
TGCACGACGT
GAGCTGAACA
GAGCAAGCAG
CGTCGCTGAT
GTGCACATCC
TCCGCCGGCG
AGGAGAAGGG
ATGGTGTCGG
CTACGCCTTT
CGAATGCCGT
GAGCTGGAGA
GCCTGGGGGT
GGCCGAAGGT
gttggctccc
ccattgttta
attgttcgct
gaagctgctg
gctgcggget
acacaaacac

CGTTGGTGTG
TCACCGACAC
AAGCGCCTCA
GGGCGACGAC
TGCTGCTGAA
TTCAACGACT
GACGGCCGCC
GCGGCACGTT
GGCGGCGAGG
GACGAGCCAG
CGATTGAGAT
GACCTCTTCC
GGTGCTCGTT
AGAGCATCAA
ACGGAGGGCC
TAAGCGCAAC
AGGTCTTCGA
CCGCGCGGCG
CACCGGCAAG
AGGCGTCCAG
TCGATGAAGA
GGAGGAGGCG
ACCTGTGCAC
ATGCCCGGCG
GGAGGAGGTT
tgcttgctag
ttttggtccc
tggccattgc
cctgcgtgtg
gcgccagagce
acacaaacat

TGGCAGAACG
GGAGCGTCTG
TTGGGCGGAA
AAGCCGGTGA
GATGGAGGAG
CGCAGCGGCA
GCCATTGCGT
TGACGTCACC
ACTTCGACAA
CGGGCGCTCC
CGACGCGCTG
GCGGCACGCT
GGCGGCTCCA
CCCCGATGAG
TGCTGCTGCT
ACGACGATCC
GGGGGAGCGT
TGCCCCAGAT
CGCAACCAGA
GTACGAGGCG
ACACCGTGAA
CTGCAGTGGC
GCCCATCATG
GAATGCCTGG
GACTGAgcgc
aacgtgaagg
ccctecteca
ggtggtgctce
tgcgtgtgtg
caacaaaagc
acacagcgga

AGCGCGTGGA
ATCGGTAATG
GTTCAGCGAC
TCCAGGTGCA
GTTGCGGAGT
GGCGACGAAG
ACGGGCTGGA
CTGCTGACGA
CCGCCTCGTG
GCCGCCTCCG
TTCGACAACG
GCAGCCGGTG
CCCGCATCCC
GCCGTGGCGT
CGACGTGACG
CAACCAAGAA
GCGATGACGA
TGAGGTGACC
TCGTCATCAC
CAGGACAAGG
CGAGCCGAAC
TGAACAACAA
ACGAAGATGT
GGGTATGCCC
gtggccccga
gtccggeggg
ttattattat
gggctgttga
tgtgtggcectt
tgatagttgt
aaca

Figura 40. Secuencia de nucledtidos de una unidad completa del gen hsp70 de la cepa
Tre, KP1(-) de T. rangeli. Secuencia de nucledtidos correspondiente al inserto del clon
UuHP5. En mayuscula la regién codificante y en minudscula la regién no codificante del gen; en
rojo y subrayados se indican los codones de inicio y parada. Los niumeros indican la posicion
de los nucledtidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank: EF108419.
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81
161
241
321
401
481
561
641
721
801
881
961

1041
1121
1201
1281
1361
1441
1521
1601
1681
1761
1841
1921
2001
2081
2161
2241
2321
2401
2481

ATGACGTACG
GATCATTGCG
CGGCGAAGAA
TCCGTTGTGC
GTTCCGCGGC
CGTACCTGGG
GACGCCGGCA
CAAGGTGGAG
TCGACGGCGG
GCGCACTTCA
CACCGCGTGC
TGGACTTCCA
GAGCGTGTGC
GAAAGTGATG
ACGGCGCCGC
CCGCTGACGC
GAGCCAGATC
AGGACTGCCA
TTCGACCTCG
GAACGACAAG
AGCAGCGCGA
GTGAGCGGCA
CCAGGAGGCC
ACCAGGGCAT
GGCGGAATGC
GGTTGACTGA
ctagaacgtg
tcceceectece
tggccattge
cctgecgtgtg
gcgccagagce
acacaaacat

AGGGAGCCAT
AACGATCAGG
CCAGGTGGCG
AGTCGGACAT
GAGACCAAGA
GAAGCAGGTG
CGATCGCGGG
GAAGGCAGGG
CATCTTTGAG
CGGACGAGTT
GAGCGCGCCA
GTCGACCATC
TGCAGGACGC
CAGCTGGTGT
CGTGCAGGCC
TTGGCATCGA
TTCTCGACGT
CCTGCTCGGT
ACGCCAACGG
GGCCGTCTGA
GCGCATTGAT
AGATTGAGGA
AGCAAGGAGG
GGGCGCGGGC
CTGGGGGTAT
gcgcgtggece
aagggtccgg
tccattatta
ggtggtgcte
tgcgtgtgtg
caacaaaagc
acacagcgga

TGGCATCGAT
GCAACCGGAC
ATGAACCCGA
GAAGCACTGG
CGTTCAACCC
AAGAAGGCCG
GATGGAGGTG
AGCGCCACGT
GTGAAGGCGA
CAAGCGGAAG
AGCGGACGCT
ACCCGTGCCC
CAAGATGGAC
CGGACTTCTT
TTCATCCTCA
GACGGCCGGT
ACGCGGACAA
ACGTTTGACC
CATCCTGAAC
GCAAGGCGGA
GCAAAGAATG
GGCCGACAAG
AGTACGAGCA
GGTGGTATGC
GCCCGGCGGC
ccgagaacat
cgggcctegt
ttattattat
gggctgttga
tgtgtggctt
tgatagttgt
aaca

CTCGGCACGA
GACGCCGTCG
CGAACACCGT
CCCTTCAAGG
GGAGGAGGTG
TGGTGACGGT
CTGCGCATCA
GCTGATCTTT
CGAACGGCGA
AACCGGGGCA
GTCGTCCGCG
GCTTCGAGGA
AAGCGCGCCG
CGGCGGCARAG
CCGGGGGCAA
GGCGTTATGA
CCAGCCCGGC
TGTCCGGCAT
GTGTCCGCGG
GATTGAGCGC
GCCTTGAGAA
AACACGATCA
CCGCCAGAAG
CCGGCGGCAT
ATGCCTGGTG
ttgcatggcg
ccgccattac
tattattatt
gggtttctgc
tgcacacacc
aagcgttcgg

CGTACTCGTG
TATGTGGCGT
CTTCGACGCG
TCATCGCGAA
AGCTCGATGG
GCCCGCGTAC
TCAACGAGCC
GACCTTGGCG
CACGCACCTG
AGGACATGAC
GCGCAGGCGA
GCTCTGCGGC
TGCACGACGT
GAGCTGAACA
GAGCAAGCAG
CGTCGCTGAT
GTGCACATCC
TCCGCCGGCG
AGGAGAAGGG
ATGGTGTCGG
CTACGCCTTT
CGAATGCCGT
GAGCTGGAGA
GCCTGGGGGT
GCGCGGACCC
cacctgccectt
tattttatct
gttgcgacgg
ggctgctgag
tcacttttat
cagtagaacc

CGTTGGTGTG
TCACCGACAC
AAGCGCCTCA
GGGCGACGAC
TGCTGCTGAA
TTCAACGACT
GACGGCCGCC
GCGGCACGTT
GGCGGCGAGG
GACGAGCCAG
CGATTGAGAT
GACCTCTTCC
GGTGCTCGTT
AGAGCATCAA
ACGGAGGGCC
TAAGCGCAAC
AGGTCTTCGA
CCGCGCGGCG
CACCGGCAAG
AGGCGTCCAG
TCGATGAAGA
GGAGGAGGCG
ACCTGTGCAC
ATGCCCGGCG
GTCATCGTCG
tgagtgaccg
attgtttgtt
ttattattat
gctgtcggag
tggcttctct
gaaaacgaac

TGGCAGAACG
GGAGCGTCTG
TTGGGCGGAA
AAGCCGGTGA
GATGAAGGAG
CGCAGCGGCA
GCCATTGCGT
TGACGTCACC
ACTTCGACAA
CGGGCGCTCC
CGACGCGCTG
GCGGCACGCT
GGCGGCTCCA
CCCCGATGAG
TGCTGCTGCT
ACGACGATCC
GGGGGAGCGT
TGCCCCAGAT
CGCAACCAGA
GTACGAGGCG
ACACCGTGAA
CTGCAGTGGC
GCCCATCATG
GAATGCCTGG
TCGGGGCCGA
gtctgttggc
tttcccattg
tacgattgtt
ccgccgtgea
tttctectge
acaaacacaa

AGCGCGTGGA
ATCGGTGATG
GTTCAGCGAC
TCCAGGTGCA
GTTGCGGAGT
GGCGACGAAG
ACGGGCTGGA
CTGCTGACGA
CCGCCTCGTG
GCCGCCTCCG
TTCGACAACG
GCAGCCGGTG
CCCGCATCCC
GCCGTGGCGT
CGACGTGACG
CAACCAAGAA
GCGATGACGA
TGAGGTGACC
TCGTCATCAC
CAGGACAAGG
CGAGCCGAAC
TGAACAACAA
ACGAAGATGT
GGGTATGCCC
AGGTGGAGGA
tccctgettg
tttattttgg
attgttcgcet
gaagctgctg
gctgcgggcet
acacaaacac

Figura 41. Secuencia de nucledtidos de una unidad completa del gen hsp70 de la cepa
Tre, KP1(-) de T. rangeli. Secuencia de nucledtidos correspondiente al inserto del clon
uHP6. En mayuscula la regién codificante y en minuscula la regién no codificante del gen; en
rojo y subrayados se indican los codones de inicio y parada. Los nimeros indican la posicion
de los nucledtidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank: EF108420.
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Del mismo modo, la secuencia para el clon de H14, HSH14-A mostré un
tamafo de 2.451 pb (No. de acceso a GenBank: EF442767) (Figura 42),

mientras que la secuencia del clon HSH14-CF mostré tener un tamarfo de
2.437 pb (No. de acceso a GenBank: EF442768) (Figura 43).

1 ATGACGTACG

81 GATCATTGCG
161 CGGCGAAGAA
241 TCCGTTGTGC
321 GTTCCGCGGC
401 CGTACCTGGG
481 GACGCCGGCA
561 CAAGGTGGAG
641 TCGACGGCGG
721 GCGCACTTCA
801 CACCGCGTGC
881 TGGACTTCCA
961 GAGCGTGTGC
1041 GAAGGTGATG
1121 ACGGCGCCGC
1201 CCGCTGACGC
1281 GAGCCAGATC
1361 AGGACTGCCA
1441 TTCGACCTICG
1521 GAACGACAAG
1601 AGCAGCGCGA
1681 GTGAGCGGCA
1761 CCAGGAGGCC
1841 ACCAGGGTAT
1921 GGGGGTATGC
2001 GGTTGACTGA
2081 ctagaacgtg
2161 atttggttcc
2241 ttgttcgcett
2321 aagctgctgce
2401 gcgggctgcg

AGGGAGCCAT
AACGATCAGG
CCAGGTGGCG
AGTCGGACAT
GAGACCAAGA
GAAGCAGGTG
CGATCGCGGG
GAAGGCAGGG
CATCTTTGAG
CGGACGAGTT
GAGCGCGCCA
GTCGACCATC
TGCAGGACGC
CAGCTGGTGT
CGTGCAGGCC
TTGGCATCGA
TTCTCGACGT
CCTGCTCGGT
ACGCCAACGG
GGCCGTCTGA
GCGCATTGAT
AGATTGAGGA
AGCAAGGAGG
GGGCGCGGGC
CTGGGGGTAT
gcgcgtggcecce
aagggtccgg
ccctcctcecca
ggccattgcg
ctgcatgtgt
ccagagtcaa

TGGCATCGAT
GCAACCGGAC
ATGAACCCGA
GAAGCACTGG
CGTTCAACCC
AAGAAGGCCG
GATGGAGGTG
AGCGCCACGT
GTGAAGGCGA
CAAGCGGAAG
AGCGGACGCT
ACCCGTGCCC
CAAGATGGAC
CGGACTTCTT
TTCATCCTCA
GACGGCCGGT
ACGCGGACAA
ACGTTTGACC
CATCCTGAAC
GCAAGGCGGA
GCAAAGAACG
GGCCGACAAG
AGTACGAGCA
GGTGGTATGC
GCCCGGGGGT
ccgagaacat
cgggcctegt
ttattattat
gtggtgctcg
gcgtgtgtgt
caaaagctga

CTCGGCACGA
GACGCCGTCG
CGAACACCGT
CCCTTCAAGG
GGAGGAGGTG
TGGTGACGGT
CTGCGCATCA
GCTGATCTTT
CGAACGGCGA
AACCGGGGCA
GTCGTCCGCG
GCTTCGAGGA
AAGCGCGCCG
CGGCGGCAAG
CCGGGGGCAA
GGCGTTATGA
CCAGCCCGGC
TGTCCGGCAT
GTGTCCGCGG
GATTGAGCGC
GCCTTGAGAA
AACACGATCA
CCGCCAGAAG
CCGGCGGAAT
ATGCCTGGTG
ttgcatggcg
ccgccattac
tattgttatt
ggctgttgag
gtggctttgce
tagttgtaag

TGTACTCGTG
TATGTGGCGT
CTTCGACGCG
TCATCGCGAA
AGCTCGATGG
GCCCGCGTAC
TCAACGAGCC
GACCTTGGCG
CACGCACCTG
AGGACATGAC
GCGCAGGCGA
GCTCTGCGGC
TGCACGACGT
GAGCTGAACA
GAGCAAGCAG
CGTCGCTGAT
GTGCACATCC
TCCGCCGGCG
AGGAGAAGGG
ATGGTGTCGG
CTACGCCTTT
CGAATGCCGT
GAGCTGGAGA
GCCTGGGGGT
GCGCGAACCC
cagctgcctt
tattttatct
attattgttg
ggtttctgcg
acacgcctca
cgttcggcag

CGTTGGTGTG
TTACCGACAC
AAGCGCCTCA
GGGCGACGAC
TGCTGCTGAA
TTCAACGACT
GACGGCCGCC
GCGGCACGTT
GGCGGCGAGG
GACGAGCCAG
CGATTGAGAT
GACCTCTTCC
GGTGCTCGTT
AGAGCATCAA
ACGGAGGGCC
TAAGCGCAAC
AGGTCTTCGA
CCGCGCGGCG
CACCGGCAAG
AGGCGTCCAG
TCGATGAAGA
GGAGGAGGCG
ACCTGTGCAC
ATGCCCGGGG
GTCATCGTCG
tgagtgaccg
attgtttgtc
ttgcgacggt
gctgcggagg
cttttcttgg
t

TGGCAGAACG
GGAGCGTCTG
TTGGGCGGAA
AAGCCGGTGA
GATGAAGGAG
CGCAGCGGCA
GCCATTGCGT
TGACGTCACC
ACTTCGACAA
CGGGCGCTCC
CGACGCGCTG
GCGGCACGCT
GGCGGCTCCA
CCCCGATGAG
TGCTGCTGCT
ACGACGATCC
GGGGGAGCGT
TGCCCCAGAT
CGCAACCAGA
GTACGAGGCG
ACACCGTGAA
CTGCAGTGGC
GCCCATCATG
GAATGCCTGG
TCGGGGCCGA
gtctgctggce
tttcccattg
tattattatt
ctgtcggagc
cttctctttt

AGCGCGTGGA
ATCGGTGACG
GTTCAGCGAC
TCCAGGTGCA
GTTGCGGAGT
GGCGACGAAG
ACGGGCTGGA
CTGCTGACGA
CCGCCTCGTG
GCCGCCTCCG
TTCGACAACG
GCAGCCGGTG
CCCGCATCCC
GCCGTGGCGT
CGACGTGACG
CAACCAAGAA
GCGATGACGA
TGAGGTGACC
TCGTCATCAC
CAGGACAAGG
CGAGCCGAAC
TGAACAACAA
ACGAAGATGT
GGGTATGCCC
AGGTGGAGGA
tccctgettg
tttttttttt
acgattgtta
cgccgtgcag
ctcctgeget

Figura 42. Secuencia de nucledtidos de una unidad completa del gen hsp70 de la cepa
H14, KP1(+) de T. rangeli. Secuencia de nucleétidos correspondiente al inserto del clon
HSH14-A. En mayuscula la regién codificante y en mindscula la region no codificante del
gen; en azul y subrayados se indican los codones de inicio y parada. Los numeros indican la
posicién de los nucleétidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank: EF442767.
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1 GTACTCGTGC

81 ATGTGGCGTT
161 TTCGACGCGA
241 CATCGCGAAG
321 GCTCGATGGT
401 CCCGCGTACT
481 CAACGAGCCG
561 ACCTTGGCGG
641 ACGCACCTGG
721 GGACATGACG
801 CGCAGGCGAC
881 CTCTGCGGCG
961 GCACGACGTG
1041 AGCTGAACAA
1121 AGCAAGCAGA
1201 GTCGCTGATT
1281 TGCACATCCA
1361 CCGCCGGCGC
1441 GGAGAAGGGC
1521 TGGTGTCGGA
1601 TACGCCCTTT
1681 GAATGCCGTG
1761 AGCTGGAGAA
1841 CCTGGGGGTA
1921 ATCGTCGTCG
2001 gtgaccggtc
2081 gtttgtcttt
2161 gcgacggtta
2241 tgcggaggct
2321 tttcttggct
2401 gaaccgaaaa

GTTGGTGTGT
TACCGACACG
AGCGCCTCAT
GGCGACGACA
GCTGCTGAAG
TCAACGACTC
ACGGCCGCCG
CGGCACGTTT
GCGGCGAGGA
ACGAGCCAGC
GATTGAGATC
ACCTCTTCCG
GTGCTCGTTG
GAGCATCAAC
CGGAGGGCCT
AAGCGCAACA
GGTCTTCGAG
CGCGCGGCGT
ACCGGCAAGC
GGCGTCCAGG
CGATGAAGAA
GAGGAGGCGC
CCTGTGCACG
TGCCTGGGGG
GGGCCGAAGG
tgctggctcc
cccattgttt
ttattattac
gtcggagcecg
tctcttttcet
caaacacaaa

GGCAGAACGA
GAGCGTCTGA
TGGGCGGAAG
AGCCGGTGAT
ATGAAGGAGG
GCAGCGGCAG
CCATTGCGTA
GACGTCACCC
CTTCGACAAC
GGGCGCTCCG
GACGCGCTGT
CGGCACGCTG
GCGGCTCCAC
CCCGATGAGG
GCTGCTGCTC
CGACGATCCC
GGGGAGCGTG
GCCCCAGATT
GCAACCAGAT
TACGAGGCGC
CACCGTGAAC
TGCAGTGGCT
CCCATCATGA
TATGCCCGGG
TGGAGGAGGT
ctgcttgcta
ttttttttat
gattgttatt
ccgtgcagaa
cctgcgctgce
catacacagc

GCGCGTGGAG
TCGGTGACGC
TTCAGCGACT
CCAGGTGCAG
TTGCGGAGTC
GCGACGAAGG
CGGGCTGGAC
TGCTGACGAT
CGCCTCGTGG
CCGCCTCCGC
TCGACAACGT
CAGCCGGTGG
CCGCATCCCG
CCGTGGCGTA
GACGTGACGC
AACCAAGAAG
CGATGACGAA
GAGGTGACCT
CGTCATCACG
AGGACAAGGA
GAGCCGAACG
GAACAACAAC
CGAAGATGTA
GGTATGCCTG
TGACTGAgcg
gaacgtgaag
ttggttcccc
gttcgcttgg
gctgctgcect
gggctgcgee
ggaaaca

ATCATTGCGA
GGCGAAGAAC
CCGTTGTGCA
TTCCGCGGCG
GTACCTGGGG
ACGCCGGCAC
AAGGTGGAGG
CGACGGCGGC
CGCACTTCAC
ACCGCGTGCG
GGACTTCCAG
AGCGTGTGCT
AAGGTGATGC
CGGCGCeaee
CGCTGACGCT
AGCCAGATCT
GGACTGCCAC
TCGACCTCGA
AACGACAAGG
GCAGCGCGAG
TGAGCGGCAA
CAGGAGGCCA
CCAGGGTATG
GGGGTATGCC
cgtggccccg
ggtccggegyg
ctcctccatt
ccattgcggt
gcatgtgtgc
agagccaaca

ACGATCAGGG
CAGGTGGCGA
GTCGGACATG
AGACCAAGAC
AAGCAGGTGA
GATCGCGGGG
AAGGCAGGGA
ATCTTTGAGG
GGACGAGTTC
AGCGCGCCAA
TCGACCATCA
GCAGGACGCC
AGCTGGTGTC
GTGCAGGCCT
TGGCATCGAG
TCTCGACGTA
CTGCTCGGTA
CGCCAACGGC
GCCGTCTGAG
CGCATTGATG
GATTGAGGAG
GCAAGGAGGA
GGCGCGGGCG
CGGGGGTATG
agaacatttg
gcctcgteceg
attattatta
ggtgctgggg
gtgtgtgtgt
aaagctgata

CAACCGGACG
TGAACCCGAC
AAGCACTGGC
GTTCAACCCG
AGAAGGCCGT
ATGGAGGTGC
GCGCCACGTG
TGAAGGCGAC
AAGCGGAAGA
GCGGACGCTG
CCCGTGCCCG
AAGATGGACA
GGACTTCTTC
TCATCCTCAC
ACGGCCGGTG
CGCGGACAAC
CGTTTGACCT
ATCCTGAACG
CAAGGCGGAG
CAAAGAACGG
GCCGACAAGA
GTACGAGCAC
GTGGTATGCC
CCTGGTGGCG
catggcgcag
ccattactat
ttgttattat
ctgttgaggg
ggctttgcac
gttgtaagcg

ACGCCGTCGT
GAACACCGTC
CCTTCAAGGT
GAGGAGGTGA
GGTGACGGTG
TGCGCATCAT
CTGATCTTTG
GAACGGCGAC
ACCGGGGCAA
TCGTCCGCGG
CTTCGAGGAG
AGCGCGCCGT
GGCGGCAAGG
CGGGGGCAAG
GCGTTATGAC
CAGCCCGGCG
GTCCGGCATT
TGTCCGCGGA
ATTGAGCGCA
CCTTGAGAAC
ACACGATCAC
CGCCAGAAGG
CGGCGGAATG
CGAACCCGTC
ctgcctttga
tttatctatt
tattgttgtt
tttctgcggce
acgcctcact
ttcggcagta

Figura 43. Secuencia de nucleétidos de una unidad del gen hsp70 de la cepa H14,
KP1(+) de T. rangeli. Secuencia de nucleétidos correspondiente al inserto del clon HSH14-
CF. En mayuscula la regién codificante y en mindscula la regiéon no codificante del gen; en
azul y subrayado se indica el codén de parada. Los numeros indican la posicién de los
nucleétidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank: EF442768.
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Resultados

Andlisis de la secuencia de nucleotidos del gen hsp70 para la cepa Tre de los
nuevos clones obtenidos, mostré la presencia de dos nuevas regiones
codificantes de 1.986 y 2.010 pb en los clones uHP5 y uHP6,
respectivamente; con una identidad de 95,6 % con la secuencia del clon
TRECHS-3 (Figura 30); y con una identidad de 98,5 % entre ellas (Tabla 2),
observandose el principal polimorfismo entre estas nuevas secuencias en la
region 3" terminal del gen, una insercion de 24 nucle6tidos (posicion 1.926 a

1.949) en la secuencia del clon uHP5, respecto a la secuencia del clon uHP6.

Un alineamiento multiple de los ORF del gen hsp70 encontrados para la cepa
Tre permitié concluir que la proteina HSP70 en esta cepa esta codificada por
diferentes unidades que presentan polimorfismo respecto al tamafio de la
region codificante, dicho polimorfismo estad dado principalmente por la
insercion de las secuencias ATGCCCGGCGGA y ATGCCCGGCGGA (Figura
44), las cuales originan diferente nimero de repeticiones MPGG en el
extremo carboxilo terminal de la proteina HSP70 al ser traducida. Por lo
tanto, y debido a las diferencias encontradas entre las secuencias del gen
hsp70 en la cepa Tre, se denomind de forma arbitraria la unidad codificante
del clon TRECHS-3 como copia 1, la unidad codificante del clon uHP5 copia 2
y la unidad codificante del clon uHP6 copia 3 del gen hsp70 de la cepa Tre
de T. rangeli (Tabla 2).
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COPIA 3
COPIA 2
COPIA 1

COPIA 3
COPIA 2
COPIA 1

COPIA 3
COPIA 2

COPIA 1

COPIA 3
COPIA 2
COPIA 1

GGTGGTATGCCCGGCGGCATGCCTGGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCC
GGTGGTATGCCCGGCGGCATGCCTGGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCC
GGTGGTATGCCCGGCGGCATGCCTGGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCC

KA AR AR AR A A AR A A AR KR A A AR A KA A AR KA AA KK AAAA KA A A AR A A AR IR A A AR AR A kK

GGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCCGG === === === === === ——————— oo —

GGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCT
xR G M P G G M P G G M P
——————————————————————————————————————— GGCATGCCTGGTGGCGCGGAC
——————————————————————————————————————— GGCATGCCTGGTGGCGCGGAC
GGGGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGCATGCCCGGCGGCATGCCTGGTGGCGCGAAC
G G M P G G M P G G M P G khkkhkkkhkkkhkkhkrxhkkkhkkkrk K%
CCGTCATCGTCGTCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGA
CCGTCATCGTCGTCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGA
CCGTCATCGTCGTCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGA

KA AK A KA A A A A KA AR A KA I AR AR AR A AR A A AR IR AR A KRR KK

Figura 44. Alineamiento de la secuencia de nucle6tidos de la region 3" del gen hsp70
de la cepa Tre de T. rangeli. Secuencia de nucle6tidos correspondiente al extremo carboxi-
terminal de la proteina HSP70 de las copias 1, 2 y 3 de la cepa Tre del parasito. El asterisco
significa identidad, en verde y rojo se indican las inserciones de nucleétidos y aminoécidos

de la copia 3. Subrayado y en azul se indica el codén de parada.

Tabla 2. Porcentaje de identidad entre las regiones codificantes de las

diferentes copias del gen hsp70 de T. rangeli.

Clon TRECHS-3 uHP5 uHP6 cH70H-3 HSH14-CF
TRECHS-3 -
uHP5 Tre 95% -
uHP6 96,3% 98,5% -
cH70H-3 96,1% 98,2% 99,4% -
HSH14-CF H14 96% 98,2% 99,4% 99,3% -
HSH14-A 95,4% 98,6% 98,8% 100% 99,3%
Copia Copia 1 Copia 2 Copia 3 Copia 1 Copia 2
Cepa Tre H14
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El mismo analisis para las secuencias obtenidas para la cepa H14, mostré
que el clon HSH14-A presenta una region codificante de 2.010 pb (Figura 42)
mientras que el fragmento correspondiente a la region codificante del clon
HSH14-CF tiene un tamafio de 1.957 pb (Figura 43). Teniendo en cuenta que
el oligonucleédtido usado en la amplificacion del fragmento HSH14-CF se
hibrida 41 nucleétidos corriente abajo del codon de inicio (Figura 7) y que
estos primeros nucleétidos presentan un 100% de identidad en todas las
secuencias analizadas, tanto para Tre como para H14, podemos decir que la
secuencia completa de la region codificante del clon HSH14-CF tiene un
tamafio de 1.998 pb.

Dichas regiones en ambos clones presentan un 99,3 % de identidad entre
ellas y al compararlas con la secuencia del clon cH70H-3 (Figura 31)
previamente analizada, observamos que la secuencia del clon HSH14-A
presenta un 100 % de identidad respecto a la secuencia del clon cH70H-3,
mientras que HSH14-CF presenta un 99,3 % de identidad respecto a la
misma secuencia del clon cH70H-3 (Tabla 2). Por lo tanto, podemos afirmar
que la proteina HSP70 para la cepa H14, al igual que lo encontrado para la
cepa Tre, se encuentra codificada por diferentes ORF, de los cuales
identificamos al menos 2 para la cepa H14, los cuales presentan
polimorfismo en su secuencia de nucleoétidos a nivel de la region 3" terminal,
principalmente. La secuencia de la copia 1 (clon cH70H-3 y HSH14-A)
presenta una insercion de 12 nucleétidos (CGGGGGAATGCC) (Figura 45),
respecto a la secuencia de la copia 2 (clon HSH14-CF), en H14 (Tabla 2).
Dicho polimorfismo se traduce en la insercion de una repeticion MPGG en la

secuencia de aminoacidos de la copia 1.
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1810 1820 1830 1840 1850 1860
COPIA 1 GAGCTGGAGAACCTGTGCACGCCCATCATGACGAAGATGTACCAGGGTATGGGCGCGGGC

COPIA 2 GAGCTGGAGAACCTGTGCACGCCCATCATGACGAAGATGTACCAGGGTATGGGCGCGGGC
1760 1770 1780 1790 1800 1810

1870 1880 1890 1900 1910 1920

COPIA 1 GGTGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGAATGCCTGGGGGTATGCCC

COPIA 2 GGTGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCC-——————————— TGGGGGTATGCCC
1820 1830 1840 1850 1860
1930 1940 1950 1960 1970 1980

COPIA 1 GGGGGTATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGTGGCGCGAACCCGTCATCGTCG

COPIA 2 GGGGGTATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGTGGCGCGAACCCGTCATCGTCG
1870 1880 1890 1900 1910 1920
1990 2000 2010
COPIA 1 TCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGA

COPIA 2 TCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGA
1930 1940 1950

Figura 45. Alineamiento de la secuencia de nucle6tidos de la region 3" del gen hsp70
de la cepa H14 de T. rangeli. Secuencia de nucle6tidos correspondiente al extremo carboxi-
terminal de la proteina HSP70 de las copias 1 (cH70H-3 y HSH14-A) y 2 (HSH14-CF) de la
cepa H14 del parasito. Los dos puntos significan identidad. Subrayado y en azul se indica el
codoén de parada.

Por otra parte, el analisis de la secuencia de nucleétidos de todas las copias
para la cepa Tre y H14 realizado con el programa CUSP del EMBL-EBI
confirmd los resultados previos observados para la copia 1 de ambas cepas
del parésito, la frecuencia de las tripletas de nucleétidos usadas para
codificar la secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 entre las copias
de los genes hsp70 de las cepas H14 y Tre de T. rangeli son iguales,
presentandose diferencias relacionadas uUnicamente con el numero de

aminoacidos presentes en las proteinas, debido al numero variable de
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repeticiones MPGG. De igual forma, el andlisis de codon preferente entre los
genes hsp70 de T. rangeliy T. cruzi (No. de acceso a GenBank X07083) no
mostro diferencias a nivel de los codones sindnimos preferentemente usados
para codificar los aminoacidos de la proteina HSP70, las diferencias
encontradas entre estas dos especies estan dadas por el uso adicional de los
codones GCT (Alanina), CTA y TTA (Leucina), CAA (Glutamina), CGA
(Arginina), AGT y TCT (Serina), ACA y ACT (Treonina) y GTA (Valina) en T.
cruzi (Tabla 3).

Al extender el andlisis a los genes hsp70 reportados para T. vivax (No. de
acceso a GenBank: tvivli321f07.qlk 3) y T. brucei (No. de acceso a
GenBank: Th11.01.3110) se encontr6é que los codones usados en T. cruzi y
no en T. rangeli, también son usados para codificar la proteina HSP70 de T.
vivax y T. brucei, ademas de los codones TGT (Cisteina), ATA (Isoleucina) y
TTG (Leucina) (Tabla 3).

Adicionalmente, entre T. rangeli y T. vivax se observan diferencias en el
aminoacido serina, el cual es preferentemente codificado por el codon AGC
en T. vivax, mientras que en T. rangeli es el TCG. Asi mismo, en T. brucei el
coddn preferente para codificar el aminoacido serina también es diferente al
de T. rangeli, siendo el coddén TCT el mas usado en T. brucei. Diferencias
adicionales entre T. rangeli y T. brucei fueron observadas para los
aminoacidos alanina, glicina y prolina, los cuales son preferentemente
codificados por las tripletas GCT, GGT y CCC en T. brucei y no en T. rangeli,
en el cual se usan preferentemente las tripletas GCG, GGC y CCG,
respectivamente (Tabla 3).
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Finalmente, el andlisis de uso de coddn preferente entre las cepas
pertenecientes al género Trypanosoma muestra que a pesar de existir
algunas diferencias entre las especies evaluadas, es claramente importante
el hecho de que al menos para la proteina HSP70 de T. rangeli, T. cruzi, T.
vivax y T. brucei existe un sesgo del codigo genético, como se evidencia en
el uso frecuente de algunos codones sinénimos (TGC (87 %) y TGT (13 %)
para el a.a cisteina, GAC (80 %) y GAT (20%) para acido aspartico, GAG (88
%) y GAA (12 %) para acido glutamico, TTC (78 %) y TTT (22 %) para
fenilalanina, CAC (94 %) y CAT (6 %) para histidina, ATC (65 %), ATT (33 %)
y ATA (2 %) para isoleucina, AAG (95 %) y AAA (5 %) para la lisina, CAG (91
%) y CAA (9 %) para glutamina, CGC (64 %) el mas frecuente de los 5 para
arginina, ACG (59,5 %) el mas frecuente de los 4 para treonina, GTG (64 %)
el mas frecuente de los 4 para valina y TAC (89,7 %) y TAT (10,3 %) para
tirosina) lo que coincide con estudios previos realizados para genes
altamente expresados en los tripanosomatidos (Horn, 2008). Vale la pena
resaltar como en T. rangeli de los 61 posibles codones usados para codificar
los 20 aminoéacidos existentes, sélo se usan 45, este hecho extremo en la
desviacion del cédigo genético ha sido igualmente reportado para la o-
tubulina de L. major, en la cual de los 61 codones posibles solo se usan 40
(Horn, 2008).

Adicionalmente, el alto contenido de G + C en la tercera posicion del codon
(sitio silente), se ha visto representa la principal fuente de variacion en el uso
de codones preferentes que se observa al interior de las especies (entre
genes), como entre especies (Alvarez et al., 1994). A pesar de que no se
encontré una desviacion significativa en el uso de codones preferentes para
los genes hsp70 al interior de las cepas de T. rangeli, como entre las

especies de Trypanosomas evaluadas, al observar el porcentaje de G + C en
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la tercera posicion del codon, se observa que para T. rangeli este porcentaje
es bastante alto (90 %), respecto al encontrado para estos mismos genes en
T. cruzi (80,9 %), T. vivax (84,2 %), y T. brucei (68,9 %).

Adicionalmente, el analisis de uso de cododn preferente para los genes hsp70
de tripanosométidos, igualmente mostr6 que al menos para la proteina
HSP70 de T. rangeli, T. cruzi, T. vivax, T. brucei, L. major, L. braziliensis, L.
infantum, L. donovani, L. tarentolae y L. amazonensis existe un sesgo del
cadigo genético, evidente por el uso frecuente de algunos codones sinénimos
como: TGC (cisteina), GAC (acido aspartico), GAG (acido glutamico), TTC
(fenilalanina), CAC (histidina), ATC (isoleucina), AAG (lisina), CAG
(glutamina), CGC (arginina), ACG (treonina), GTG (valina) y TAC (tirosina).
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Tabla 3. Porcentaje de uso de coddn preferente para la proteina HSP70

Codén a.a Copia Copia Copia Copia Copia T. T T
1Tre 2Tre 3 Tre 1H14 2H14 cruzi vivax  brucei

GCA 1,9 1,9 1,9 1,9 1,9 10,9 11,9 19,4
GCC A 38,5 38,5 38,5 38,5 38,5 36,4 30,5 22,6
GCG 59,6 59,6 59,6 59,6 59,6 43,6 47,5 21

GCT 0 0 0 0 0 9,1 10,2 37,1
TGC 100 100 100 100 100 100 80 71,4
et ¢ o 0 0 0 0 0 20 286
GAC 87,5 90 87,8 90 90 82,9 84,4 67,4
GAT D 12,5 10 12,2 10 10 171 15,6 32,6
GAA 2 19 2 2 2 7,7 6,7 30,4
GAG E 98 98,1 98 98 98 92,3 93,3 69,6
TTC 80 80 80 76 79,2 64 84 85,7
TTT F 20 20 20 24 20,8 36 16 14,3
GGA 8,6 3,1 4,3 4,3 3 12,5 8,5 8,2
GGC G 61,7 69,2 66,7 58 59,7 56,9 54,9 37,7
GGG 14,8 13,8 14,5 18,8 17,9 5,6 19,7 6,6
GGT 14,8 13,8 14,5 18,8 194 25 16,9 47,5
CAC 100 100 100 100 100 100 100 77,8
car 1 o 0 0 0 0 0 0 22,2
ATA 0 0 0 0 0 0 29 2,7
ATC ! 69,4 69,4 69,4 69,4 69,4 63,9 62,9 64,9
ATT 30,6 30,6 30,6 30,6 30,6 36,1 34,3 324
AAA 0 2,3 2,3 0 0 4,3 0 10,9
AAG K 100 97,7 97,7 100 100 95,7 100 89,1
CTA 0 0 0 0 0 2,1 0 5,6
CTC 27,3 27,3 27,3 27,3 26,7 31,9 17 18,5
CTG 65,9 65,9 65,9 65,9 64,4 57,4 68,1 31,5
CTT L 6,8 6,8 6,8 6,8 8,9 6,4 8,5 25,9
TTA 0 0 0 0 0 2,1 0 19
TTG 0 0 0 0 0 0 6,4 16,7
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Codon a.a Copia Copia Copia Copia Copia T. T T
1Tre 2Tre 3 Tre 1H14 2H14 cruzi vivax  brucei
AAC 97 93,9 93,8 97 97 90,6 96,4 77,4
pmr N3 6.1 6.2 3 3 94 36 226
CCA 29 3,7 3,4 3,4 3,6 59 7,4 16
CCC = 37,1 33,3 34,5 34,5 32,1 23,5 25,9 48
CCG 40 51,9 48,3 48,3 50 38,2 44.4 24
CCT 20 11,1 13,8 13,8 14,3 32,4 22,2 12
CAA 0 0 0 0 0 111 7,1 16
CAG Q 100 100 100 100 100 88,9 92,6 84
AGG 5,7 5,7 5,7 5,7 5,7 8,6 3,1 5
CGA 0 0 0 0 0 11,4 3,1 2,5
CGC R 60 60 60 60 60 57,1 84,4 55
CGG 20 20 20 20 20 5,7 0 10
CGT 14,3 14,3 14,3 14,3 14,3 171 9,4 27,5
AGC 28,1 28,1 28,1 28,1 28,1 26,7 40,7 14,3
AGT 0 0 0 0 0 6,7 3,7 5,7
TCA 3,1 3,1 3,1 3,1 3,1 6,7 3,7 11,4
TCC S 18,8 18,8 18,8 18,8 18,8 16,7 11,1 20
TCG 50 50 50 50 50 40 29,6 20
TCT 0 3,3 111 28,6
ACA 0 0 0 0 0 12,8 13,7 16,3
ACC T 26 26 26 26 26,5 14,9 21,6 32,7
ACG 74 74 74 74 73,5 66 54,9 42,9
ACT 0 0 0 0 0 6,4 9,8 8,2
GTA 0 0 0 0 0 2 0 14,3
GTC v 10,2 10,2 10,2 10,2 10,2 224 18,4 214
GTG 77,6 77,6 77,6 77,6 77,6 61,2 65,3 53,6
GTT 12,2 12,2 12,2 12,2 12,2 14,3 16,3 10,7
TAC 91,7 92,3 91,7 91,7 91,7 100 91,7 75
TAT ¥ 83 7,7 8,3 8,3 8,3 0 8,3 25

En negrita se denotan los codones preferentemente usados para cada aminoacido y en rojo

las diferencias encontradas entre T. rangeli, T. cruzi, T. vivax y T. brucei.
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De acuerdo a lo reportado por Horn, 2008, el indice de adaptacién del codén
(CAl), el cual es usado para medir la desviacion del cédigo genético respecto
al uso de codones sinonimos se correlaciona con el nivel de expresion
observado y predicho de algunos genes de tripanosomatidos vy
adicionalmente puede predecir si la selecciébn a nivel traduccional opera
sobre la expresion génica (Sharp & Li, 1987).

Un analisis del CAIl realizado a los genes hsp70 de T. rangeli mostré que
dicho indice presenta un valor de 0,8692; para todas las copias del gen en la
cepa Tre y H14, indicativo de una significativa desviacion en el uso de

codones sindnimos usados para codificar la proteina HSP70 de este parasito.

El mismo andlisis realizado para los genes hsp70 de T. cruzi, T. brucei, T.
vivax y varias especies de Leishmania, arrojo resultados similares (Figura
46), de hecho, se puede observar que el indice CAl para los genes hsp70 de
los tripanosomatidos es superior al reportado (0,55 a 0,75) para los genes
altamente expresados y organizados en tandem en el genoma de los
tripanosomatidos (Horn, 2008).
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0,9

0,88 ] T 1
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CAl

0,84 1

0,82 1

0,8
GEN HSP70

Figura 46. indice de adaptacion del codén de los genes hsp70 de algunos
tripanosomatidos. En amarillo los genes hsp70 de algunas especies de Leishmania: L.
major (M36675; LmjF28.2770; LmjF28.2780); L. braziliensis (LbrM28_V2.2990; AF291716);
L. infantum (LinJ28.2920; Y08020; X85798; LinJ28 V3.2960; LinJ28 V3.3060;
LinJ28_V3.2950; LinJ28 V3.3000); L. donovanni (X52314); L. tarentolae (AY423868) y L.
amazonensis (L14605; L14604). En azul los genes hsp70 de T. rangeli. En rojo algunos
genes hsp70 de T. cruzi (Tc00.1047053511211.170; Tc00.1047053511211.160; X67716;
X07083; M26595). En negro T. vivax (tvivl321f07.9glk_3) y en verde T. brucei gambiense
(Tbgamb.40006) y T. brucei (Tb11.01.3110).

Por otra parte, analisis de las 5 secuencias putativas de aminoacidos de la
proteina HSP70 de T. rangeli, copias 1 (Figura 33), 2 (Figura 47) y 3 (Figura
48) de la cepa Tre y copias 1 (Figura 34) y 2 (Figura 49) de la cepa H14,
mostro que la diferencia observada en la longitud de los ORF entre las copias
del gen se traduce en diferente nimero de repeticiones MPGG en el extremo
carboxilo terminal de la proteina (Figura 50), es asi como, la copia 1 del gen
hsp70 en la cepa Tre presenta 14 repeticiones y las copias 2 y 3 presentan 6
y 8 repeticiones, respectivamente. Mientras que la copia 1 en la cepa H14

presenta 8 repeticiones y la copia 2, 7 repeticiones (Tabla 4).
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Estas diferencias en el nUmero de inserciones MPGG generan proteinas de
693 aminoacidos (copia 1), 661 aminoacidos (copia 2) y 669 aminoacidos
(copia 3) en la cepa Tre, mientras que la copia 1 de la cepa H14 genera una
proteina de 669 aminoacidos y la copia 2 una proteina de 665 aminoacidos,

incluyendo los primeros 41 nucledétidos en la secuencia (Tabla 4).

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e T T T T e O A
MTYEGAIGIDLGTTYSCVGVWQNERVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGNAAKNQVAMNPTNTVFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGD

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
e T T T T T O A |
KPVIQVQFRGETKTFNPEEVSSMVLLKMEEVAESYLGKQVKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGMEVLRIINEPTAAATIAYGLDKVEEGRERHVLIF

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
DLGGGTFDVTLLTIDGGIFEVKATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDEFQSTI

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
B T L T T e T L S O I
TRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLODAKMDKRAVHDVVLVGGSTRI PKVMOLVSDFFGGKELNKS INPDEAVAYGAAVOAFILTGGKSKQTEGLLLLDV

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e T T A I I
PLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPGVHIQVFEGERAMTKDYHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGK

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T T e T O T |
RNQIVITNDKGRLSKAEIERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYAFSMKNTVNEPNVSGKIEEADKNTITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQK

610 620 630 640 650 660

ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGADPSSSSGPKVEEVD

Figura 47. Secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de la cepa Tre de T.
rangeli. Secuencia deducida de aminoéacidos a partir de la secuencia del clon uHPS5.

Secuencia correspondiente a la copia 2 del gen hsp70 de la cepa Tre de T. rangeli. Los

numeros indican la posicidn de los aminoacidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank:

ABL74475.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
e T T T T T O S
MTYEGAIGIDLGTTYSCVGVWQONERVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVEFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPEFKVIAKGD

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
KPVIQVQFRGETKTFNPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAY FNDSQRQATKDAGT IAGMEVLRI INEPTAAAIAYGLDKVEEGRERHVLIF

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T e e T T I T |
DLGGGTFDVTLLTIDGGIFEVKATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTI

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T e e T T T e e e
TRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLQDAKMDKRAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDV

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
T T T O P O O A
PLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPGVHIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGK

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T T T O S L O A
RNQIVITNDKGRLSKAEIERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYAFSMKNTVNEPNVSGKIEEADKNTITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQK

610 620 630 640 650 660
e T P T O [ R
ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGADPSSSSGPKVEEVD

Figura 48. Secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de la cepa Tre de T.
rangeli. Secuencia deducida de aminoacidos a partir de la secuencia del clon uHP6.
Secuencia correspondiente a la copia 3 del gen hsp70 de la cepa Tre de T. rangeli. Los
numeros indican la posicidn de los aminoacidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank:
ABL74476.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T e T T T e e T T e |
YSCVGVWONERVEITIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVEFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVQFRGETKT

110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T T S S O P S Y I
FNPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAY FNDSQROATKDAGT IAGMEVLRI INEPTAAAIAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLT I

210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
T T T T e O e I I
DGGIFEVKATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLF

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T T T T e T T e I T
GTLQPVERVLQDAKMDKRAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMT

410 420 430 440 450 460 470 480 490 500
e T T e T T e
SLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPGVHIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLS

510 520 530 540 550 560 570 580 590 600
T e S S I s O S P P I
KAETERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYALSMKNTVNEPNVSGKIEEADKNTITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQKELENLCTP IMTKM

610 620 630 640 650
T T T O T I I
QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVD

Figura 49. Secuencia de amino&cidos de la proteina HSP70 de la cepa H14 de T.
rangeli. Secuencia deducida de aminoacidos a partir de la secuencia del clon HSH14-CF.
Secuencia correspondiente a la copia 2 del gen hsp70 de la cepa H14 de T. rangeli. Los
nameros indican la posicion de los aminoacidos en la secuencia. No. de acceso a GenBank:
ABO36542.
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H14-COPIA
H14-COPIA
TRE-COPIA
TRE-COPIA

TRE-COPIA

H14-COPIA
H14-COPIA
TRE-COPIA
TRE-COPIA

TRE-COPIA

w N =N

ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG
ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG
ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG
ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG——---
ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG

Ahkkhkhkhkhkhkhhkhhhhkhhhkhkhhhhhhhhhhkhhhkhhhhhhrhhkhrk*k

MPGG-——————————————————————— ANPSSSSGPKVEEVD
———————————————————————————— ANPSSSSGPKVEEVD
MPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVD
———————————————————————————— ADPSSSSGPKVEEVD

MPPG---—--———-—————————————- ADPSSSSGPKVEEVD

*ekkkhkhkhkhkhkkkkkk

* Kk K

Figura 50. Alineamiento de la regién carboxilo terminal de la proteina HSP70 de T.
rangeli. Secuencia de aminoéacidos de la proteina HSP70 de T. rangeli codificada por las
diferentes copias del gen en las cepas Tre y H14. El asterisco significa identidad y los dos
puntos cambio de un aminodacido conservado. En negrita se muestran las repeticiones

MPGG.

Tabla 4. Resumen de las caracteristicas de las copias encontradas para el

geny la proteina HSP70 de T. rangeli.

Cepa Copia Tamafio del Tamafio de la NUumero de
ORF (pb) proteina repeticiones
(aminoéacidos) MPGG
2.082 693 14
Tre 1.986 661

3 2.010 669 8

H14 1 2.010 669 8

2 1.998 665 7
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Al realizar un analisis comparativo entre las secuencias de aminoacidos de
las diferentes proteinas HSP70 reportadas en las bases de datos de NCBI y
GeneDB a través de los kinetoplastidos, se observa que dicha repeticion en
el extremo carboxilo de la proteina es una caracteristica de la denominada
sub-familia HSP70-A, familia de genes paralogos de las proteinas HSP70
(Folgueira & Requena, 2007; Simpson et al., 2004) (Tabla 5).

Adicionalmente, en T. cruzi se observa que el nimero de repeticiones MPGG
varia igualmente entre las copias del gen HSP70 para una misma cepa (cepa
CL) (Tabla 5), sin embargo, vale la pena considerar el hecho de que la
secuenciacion del parasito se realiz6 con una cepa hibrida, por lo tanto no se
puede afirmar que el polimorfismo sea entre las copias de una misma cepa o
que se deba a diferencias entre las cepas del hibrido, como si ocurre entre
las copias de una misma cepa en T. rangeli. Adicionalmente, al igual que en
T. rangeli para las cepas H14 y Tre, en T. cruzi para las cepas Pera y
Maracay se observan diferencias en el nimero de repeticiones MPGG
(Engman et al., 1989) (Tabla 5).

Para las especies de Leishmania se observa que el nimero de repeticiones
MPGG es menos variable entre las copias de una misma cepa, al menos
entre las 2 copias reportadas para la cepa Friedlin de L. major y entre 4 de
las 5 copias reportadas para la cepa JPCM5 de L. infantum; y entre cepas de
una misma especie, como se observa para L. infantum (cepas JPCM5 y
LEM75) y L. braziliensis (cepas M2904 y LQ-8). De hecho, para las especies
del género Leishmania analizadas, se observa que el nimero de repeticiones

MPGG es menor y menos variable (Tabla 5).
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En general, se observa que el nimero de repeticiones MPGG en la proteina
HSP70 es mayor y mas variable en el género Trypanosoma, principalmente
en los tripanosomas americanos (T. cruzi y T. rangeli). Ademas, que la
presencia de la repeticibn MPGG se extiende a las especies analizadas

pertenecientes a la familia Bodonidae (Tabla 5).
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Tabla 5. Numero de repeticiones MPGG de la proteina HSP70 de los
kinetoplastidos.

Especie Cepa Secuencia— No. de accesoa  Numero repeticiones
GenBank MPGG
CL Tc00.1047053511211.170 10
Tc00.1047053511211.160
T. cruzi Brasil X67716 4
Maracay X07083 11
Peru M26595
T. brucei TREU927 Tbh11.01.3110
T. brucei gambiense nd Thgamb.40006
T. vivax nd tviv1321f07.q1k_3
LinJ28.2920
LinJ28_V3.2960
L. infantum JPCM5 LinJ28_V3.3060

LinJ28_V3.3000
LinJ28_V3.2950

g W o1l © O K| P P P N N PP O FP P PP PP O W R~ »

LEM75 X85798
L. major Friedlin Lmjf28.2770
Lmjf28.2780
L. braziliensis M2904 LbrM28_V2.2990
LQ-8 AF291716
L. donovani HU3 X52314
L. tarentolae nd AY423868
L. amazonensis Cis1 L14605
L14604
Cryptobia helicis nd AY651255
Cryptobia salmositica nd AY651254
Trypanoplasma nd AY288515
borreli
Rhynchobodo ATCC50359 AY651253 1
Rhynchomonas nd AY288514 1
nasuta
Rhynchopus sp ATCC50230 AY288513 2

Nd: no disponible
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Adicionalmente, la proteina HSP70 de T. rangeli present6 el motivo EEVD en
la region carboxilo terminal, el cual ha sido igualmente reportado en la
proteina de P. falciparum (Acharya et al., 2007) y el cual se ha visto es
importante en la interaccion proteina-proteina y en la formacion de los
complejos chaperona (Brinker et al., 2002) al ser reconocido por aminoacidos
cargados positivamente en la co-chaperona Hop (Carrigan et al., 2006).

Por otra parte, la comparacion de las secuencias de aminoacidos obtenidas
de todas las copias de la proteina HSP70 de las cepas Tre, KP1(-) y H14
KP1(+) de T. rangeli (Figura 51), mostré una identidad 97,8 % entre ellas. La
comparacion realizada entre las copias de una misma cepa mostré que las
copias de la cepa Tre presentan una identidad de 96,3 % entre ellas,
mientras que las copias de la cepa H14 presentan una identidad de 99,2 %
entre ellas, siendo la copia 1 de la cepa Tre la mas divergente. Ademas,
dicha proteina, respecto a otras especies presenta un 94 % de identidad con
varias proteinas HSP70 reportadas para T. cruzi, de 91 % de identidad con la
proteina HSP70 de T. brucei, de aproximadamente 86 % con varias especies
de Leishmania, de 84 % con varias especies de la familia Bodonidae, de 74
% con la levadura Schizosaccharomyces pombe y de 73 % con la secuencia

de humano y de raton.

Como se esperaba, la mayor identidad encontrada entre las proteinas se
presentd en su extremo amino terminal, dada la alta conservacion de esta
region por su funcién ATPasa (Fink, 1999). Igualmente, se confirma que esta
proteina constituye uno de los grupos de proteinas mas conservados,
presentes en todos los organismos, debido a su papel en el funcionamiento
normal de las células y a la propiedad de conferir resistencia a condiciones

celulares adversas (Boorstein et al., 1994).
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TRE-COPIA
TRE-COPIA
TRE-COPIA
H14-COPIA
H14-COPIA
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TYEGAIGIDLGTTYSCVGVWQNERVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVEDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVQFR(
ITYEGAIGIDLGTTYSCVGVWQNERVEITANDQGNRTTPSYVAFTDTERLI KNQVAMNPTNTVFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVQFR!
TYEGAIGIDLGTTYSCVGVWQONERVEITANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVQFRG
TYEGAIGIDLGTTYSCVGVWONERVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVFDAKRLIGRKEFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVQFRG
SCVGVWONERVEITANDQGNRTTPSYVAFTDTERLIGDAAKNQVAMNPTNTVEFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDDKPVIQVOFR!

120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220

adKTFNPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGK VKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGMEVLRIINEPTAAATAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLTIDGGIFH
ETKTFNPEEVSSMVLLKNE#VAESYLGKQVKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGMEVLRIINEPTAAAIAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLTIDGGIFE
[ETKTENPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGTIAGMEVLRIINEPTAAATAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLTIDGGIFH
[ETKTENPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAYFNDSQRQATKDAGT IAGMEVLRIINEPTAAAIAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLTIDGGIFH
[ETKTENPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAYFNDSQROATKDAGTIAGMEVLRI INEPTAAATAYGLDKVEEGRERHVLIFDLGGGTFDVTLLTIDGGIFH

230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330

KATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACE: RTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLQDAKMY
KATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLODAKMIY
KATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLODAKMI
KATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLQDAKMY
KATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRKNRGKDMTTSQRALRRLRTACERAKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTITRARFEELCGDLFRGTLOPVERVLODAKMI

340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440

RAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQP!
RAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPJH
RAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPYH
RAVHDVVLVGGSTRIPKVMQLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQP!
RAVHDVVLVGGSTRIPKVMOLVSDFFGGKELNKS INPDEAVAYGAAVOAFTILTGGKSKQTEGLLLLDVTPLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQTFSTYADNOPGH

450 460 470 480 490 500 520 530 540 550

Ll P I I I . [
HIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLSKAETERMVSEASRYEAQDKEQRERTI DAKNGLENYAF]
HIQVFEGERAMTKdEHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLSKAEIERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYAF
HIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLSKAEIERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYATF
HIQVFEGERAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLSKAETERMVSEASRYEAQDKEQRERI DAKNGLENYAF]
HIQVFEGERAMTKDCHLLGTEDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGKRNQIVITNDKGRLSKAETERMVSEASRYEAQDKEQRERTIDAKNGLENY,

560 570 580 590 600 610 630 640 650 660

[SMKNTVNEPNVSGKIEEADKNT ITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQKELENLCTPIMTKMY QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPHGMPGGMPGGMPGGMP
[SMKNTVNEPNVSGKIEEADKNT ITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQKELENLCTPIMTKMY QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPE-
[SMKNTVNEPNVSGKIEEADKNT I TNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQKELENLCTPIMTKMY QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMP!
[SMKNTVNEPNVSGKIEEADKNT ITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQKELENLCTPIMTKMY QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPJH

[SMKNTVNE PNVSGKIEEADKNT I TNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHROKELENLCTPIMTKMY QGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPJH

670 680

R T L A I I
GGMPGGMPHGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVT
[PSSSSGPKVEEV
GMPGGMPGGHJPSSSSGPKVEEVH

[GMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVT
GLP ANPSSSSGPKVEEV

Figura 51. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de la proteina HSP70 de T.
rangeli. Secuencia de aminoacidos de la proteina HSP70 de T. rangeli codificada por las
diferentes copias del gen en las cepas Tre y H14. Los nameros indican la posicion de los
aminoécidos en la secuencia.
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Un andlisis computacional usando el programa PROSITE (www.expasy.orq)

para la busqueda de dominios en las proteinas HSP70 putativas de T. rangeli
mostré que estas presentan los 3 motivos caracteristicos de las proteinas
HSP70 en las posiciones 9-16: (IDLGTTYS), 199-212 (DLGGGTFDVTLL) y
337-351 (VVLVGGSTRIPKVM). De igual forma, la base de datos Superfamily
1.69 del servidor HMM Library and genome assignments Server (Gough et
al., 2001) identificd los 3 dominios en la proteina HSP70 de T. rangeli y
adicionalmente encontro en la posicién 6 a 189 un dominio de la superfamilia
de las ATPasas, en la posicion 388 a 546 un dominio de union a péptidos de
la superfamilia de las HSP70 y en la posicién 540 a 623, un sub-dominio C-

terminal de la superfamilia HSP70 (Figura 52).

1 MTYEG&IGEDLGTTYS¢VGVWQNERVEIIANDQGNRTTPSYVAFTDTERL 50

51 JIGDAAKNQVAMNPTNTVFDAKRLIGRKFSDSVVQSDMKHWPFKVIAKGDD|100
101 [KPVIQVQFRGEAKTFNPEEVSSMVLLKMKEVAESYLGKQVKKAVVTVPAY 150
151 JFNDSQRQATKDAGTIAGMEVLRIINEPTAAATIAYGLDKVEEGRERHVLIF|200

201 \ IDGGIFEVKATNGDTHLGGEDFDNRLVAHFTDEFKRK 250

251 NRGKDMTTSQRALRRLRTACERTKRTLSSAAQATIEIDALFDNVDFQSTI 300

301 TRARFEELCGDLFRGTLQPVERVLQDAKMDKRAVHdVVLVGGSTRIPKVM 350

351 QLVSDFFGGKELNKSINPDEAVAYGAAVQAFILTGGESKQTEGLLLLDVT 400

401 |PLTLGIETAGGVMTSLIKRNTTIPTKKSQIFSTYADNQPGVHIQVFEGER| 450

451 |JAMTKDCHLLGTFDLSGIPPAPRGVPQIEVTFDLDANGILNVSAEEKGTGK| 500

501 |RNQIVITNDKGRLSKAEIERMVSEASRYEAQDKEQRERIDAKNGLENYAF 550

551 SMKNTVNEPNVSGKIEEADKNTITNAVEEALQWLNNNQEASKEEYEHRQK 600
601 ELENLCTPIMTKMYQGMGAGGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGG 650

651 MPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGMPGGANPSSSSGPKVEEVD 693

Figura 52. Motivos caracteristicos de las proteinas HSP70 ubicados en la proteina
HSP70 de T. rangeli. Los cuadros rojos indican los tres motivos caracteristicos de las
proteinas HSP70, la caja morada indica el dominio de la superfamilia ATPasa y la caja verde
indica el sub-dominio C-terminal de la superfamilia HSP70.
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Por otra parte, el andlisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las
proteinas HSP70 usando la herramienta ProtParam (www.expasy.orq)

mostré que cada proteina HSP70, codificada por cada una de las copias del

gen presenta un peso molecular y punto isoeléctrico diferente (Tabla 6).

Tabla 6. Resumen de las caracteristicas fisico quimicas de las isoformas de

la proteina HSP70 de T. rangeli.

Cepa Copia Tamafio de la Peso Punto
proteina Molecular Isoeléctrico
(aminoécidos) (kDa)
1 693 74,8 5,48
Tre 2 661 72,2 5,37
3 669 72,8 5,42
H14 1 669 72,8 5,48
2 665 72,4 5,48

La existencia de isoformas de la proteina HSP70 habia sido previamente
reportada en epimastigotes de la cepa CL y Maracay de T. cruzi, en la cual,
mediante estudios de electroforesis en dos dimensiones se encontraron 8y 9
isoformas de la proteina HSP70, respectivamente, las cuales fueron
diferencialmente reguladas luego de choque térmico (Giambiagi et al., 1996;
Requena et al., 1992). La existencia de diferentes isoformas de la proteina
HSP70 puede ser explicada, de acuerdo a estos resultados, por la

transcripcion de genes hsp70 polimorficos.
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Resultados

6.2.2.2 Region no codificante

Producto de la secuencia de los clones uHP5 (copia 2, Figura 40) y uHP6
(copia 3, Figura 41) de la cepa Tre y HSH14-CF (copia 2, Figura 43) de la
cepa H14, se obtuvo la region intergénica completa del gen hsp70 en ambas
cepas del parasito, las cuales fueron comparadas con las previamente
obtenidas en los clones HP5 (Tre) y HH1 (H14) (Figura 26) codificantes para

las unidades completas.

Para la cepa Tre, entonces, se identificaron 3 secuencias diferentes para la
region intergénica de los genes hsp70 en una misma cepa del parasito
(Figura 53), al igual que lo encontrado para la region codificante. Regiones
de 488 pb (copia 2), 494 pb (copia 3) y 504 pb (secuencia del clon HP5), con
una identidad de 96,8 % entre ellas, presentandose el principal polimorfismo
debido a la insercion de dos repeticiones TTA (posicion 179 a 185) en la

region intergénica de la copia 3, respecto de las otras dos copias.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
T T T T S e T L T e T e O IR |
HP5 GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCACCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGTTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
TRE-COPIA GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCACCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGTTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
TRE-COPIA GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCACCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGTTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T T T T S S T L o s [ I O I e I |
HP5 CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTTTTTCCCATTGTTTATTTTGGTCCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATYA TATTGTTGCGACGG
TRE-COPIA CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTTTTTCCCATTGTTTATTTTGGTCCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATYA TATTGTTGCGACGG
TRE-COPIA CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTTTTTCCCATTGTTTATTTTGGTCCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATYJATTATTAFTATTGTTGCGACGG
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
P T T T L S e e T T e IR |
HP5 TTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCTGAGGCTGTCGGAGCCGCCGTGCA
TRE-COPIA TTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCTGAGGCTGTCGGAGCCGCCGTGCA
TRE-COPIA TTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCTGAGGCTGTCGGAGCCGCCGTGCA
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
T T S T I O S o T e T e T A A |
HP5 GAAGCTGCTGCCTGCGTGTGTGCGTGTGTGTET - GECTTTGCGCACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCCAGAGC
TRE-COPIA GAAGCTGCTGCCTGCGTGTGTGCGTGTGTGTETGTGECTTTGCACACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCCAGAGC
TRE-COPIA GAAGCTGCTGCCTGCGTGTGTGCGTGTGTGTGTGTGECTTTGCACACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCCAGAGC
410 420 430 440 450 460 470 480 490 50
coveloneoleonaloveslosaslonealonesloonelonooloonelosoelooeelocoslooalloeshbloreeloean] [ |
HP5 CAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACAAACACAAACACAAACACAAACACTAALACAAACACAAA CACAAACRTAC
TRE-COPIA 2 CAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACAAACACAAACACARACACARACAC ~ALCACAAACATACAFA GCGGAAACR
TRE-COPIA 3 CAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACGAACACAAACACAAACACAAACAC ~ALACAAACATACAFA GCGGAAACH
510
ool ced]en
HP5 ACAGCGGAAACA
TRE-COPIA 2
TRE-COPIA 3

Figura 53. Alineamiento de la secuencia de nucleotidos de las regiones intergénicas
del gen hsp70 de la cepa Tre de T. rangeli. Secuencia de nucleétidos de la regién
intergénica correspondiente a los clones HP5, uHP5 (copia 2) y uHP6 (copia 3) de la cepa
Tre del parasito. Los guiones significan inserciones/delecciones y los ndmeros indican la
posicion de los nucleétidos en la secuencia. Los cuadros resaltan las principales diferencias
encontradas entre las secuencias.
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El analisis de la region intergénica de los genes hsp70 en la cepa H14, por
otra parte, mostré dos regiones intergénicas de 480 pb (copia 2) y 479 pb
(secuencia del clon HH1). Con una identidad de 99,4 % entre ellas,
presentandose polimorfismo por dos cambios en la secuencia de nucleétidos
(posicion 151 y 480, Figura 54).

Para descartar el hecho de que las regiones intergénicas analizadas
pertenezcan a la misma copia del gen y que los polimorfismos se deban a
errores metodoldgicos en la obtencion de la secuencia, se compararon los
fragmentos de la region carboxilo terminal del gen correspondiente a las
regiones intergénicas analizadas (Figura 55). De acuerdo a las diferencias
observadas entre las regiones codificantes de dichas regiones intergénicas,
se puede decir, que efectivamente son dos regiones intergénicas
correspondientes a copias diferentes del gen. Por tanto, para la cepa H14 se
puede decir que, al menos para las dos regiones analizadas, no existen
diferencias significativas entre las regiones intergénicas de los genes hsp70,

contrario a lo que ocurre en la cepa Tre del mismo parasito.

Un analisis de identidad entre las regiones intergénicas de las cepas Tre y
H14 de T. rangeli, mostr6 una identidad de 89,2 %, aproximadamente. El
mismo andlisis con la regién intergénica de T. cruzi, mostrd una identidad de
54,7 % y con T. brucei de 48,9 %, siendo la secuencia de la cepa H14 la mas

parecida a T. cruzi y T. brucei (Figura 56).
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
R T O R e L L T e T T T [ o L I T T I I
HH1 GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCAGCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGCTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
H14-COPIA 2 GCGCGTGGCCCCGAGAACATTTGCATGGCGCAGCTGCCTTTGAGTGACCGGTCTGCTGGCTCCCTGCTTGCTAGAACGTGAAGGGTCCGGCGGGCCTCGT
110 120 130 140 150 160 170 180 190 200
T e T T T T T T T
HH1 CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTCTTTCCCATTGTTTTTTTTTT -ATTTGGT TCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATTGT TATTATTATTGTT
H14-COPIA 2 CCGCCATTACTATTTTATCTATTGTTTGTCTTTCCCATTGTTTTTTTTTTTATTTGGTTCCCCCTCCTCCATTATTATTATTATTGTTATTATTATTGTT
210 220 230 240 250 260 270 280 290 300
HH1 GTTGCGACGGTTATTATTATTACGATTGTTATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTCGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCGGAGGCTGTCGGAG
H14-COPIA 2 GTTGCGACGGTTATTATTATTACGATTGITATTGTTCGCTTGGCCATTGCGGTGGTGCTGGGGCTGTTGAGGGTTTCTGCGGCTGCGGAGGCTGTCGGAG
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400
R T T I L O O T L T I I I Y I
HH1 CCGCCGTGCAGAAGCTGCTGCCTGCATGTGTGCGTGTGTGTGTGGCTTTGCACACGCCTCACTTTTCTTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGC
H14-COPIA 2 CCGCCGTGCAGAAGCTGCTGCCTGCATGTGTGCGTGTGTGTGTGGCTTTGCACACGCCTCACTTTTCTTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGC
410 420 430 440 450 460 470 480
T T T e e T T e
HH1 GCCAGAGCCAACAAAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAARACAAACACARACATACACAGCGGARACAA
H14-COPIA 2 GCCAGAGCCAACARAAGCTGATAGTTGTAAGCGTTCGGCAGTAGAACCGAAAACAAACACAAACATACACAGCGGAAACA

Figura 54. Alineamiento de las secuencias de nucleotidos de la regién intergénica del
gen hsp70 de la cepa H14 de T. rangeli. Secuencia de nucleétidos de la region intergénica
correspondiente a los clones HH1 y HSH14-CF (copia 2) de la cepa H14 del parasito. Los
guiones significan inserciones/delecciones y los numeros indican la posicién de los
nucledtidos en la secuencia.
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1810 1820 1830 1840 1850
Copia2 ATGGGCGCGGGCGGTGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCC————====———— T
HH1 ATGGGCGCGGGCGGTGGTATGCCCGGCGGAATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGAATGCCT
1090 1100 1110 1120 1130 1140
1860 1870 1880 1890 1900 1910

Copia2 GGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGTGGCGCGAAC

HH1 GGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGGGGTATGCCCGGGGGTATGCCTGGTGGCGCGAAC
1150 1160 1170 1180 1190 1200

1920 1930 1940 1950 1960 1970
Copia2 CCGTCATCGTCGTCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGAgcgcgtggccccgagaac

HH1 CCGTCATCGTCGTCGGGGCCGAAGGTGGAGGAGGTTGACTGAgcgcgtggcceccgagaac
1210 1220 1230 1240 1250 1260

1980 1990 2000 2010 2020 2030
Copia2 atttgcatggcgcagctgcctttgagtgaccggtctgctggctccctgettgectagaacy

HH1 atttgcatggcgcagctgecctttgagtgaccggtctgectggectcectgettgectagaacyg
1270 1280 1290 1300 1310 1320

2040 2050 2060 2070 2080 2090
Copia2 tgaagggtccggcgggcctcgtccgccattactattttatctattgtttgtctttcecccat

HH1 tgaagggtccggcgggcctcgtcecgecattactattttatctattgtttgtecttteccat
1330 1340 1350 1360 1370 1380

2100 2110 2120 2130 2140 2150
Copia2 tgtttttttttttatttggttccccctcctccattattattattattgttattattattg

HH1 tgtttttttttt-atttggttcccecctectceccattattattattattgttattattattg
1390 1400 1410 1420 1430

Figura 55. Alineamiento de la secuencia de nucle6tidos de la copia 2 y del clon HH1 de
la cepa H14 de T. rangeli. Secuencia de nucleétidos de la regién 3" terminal de la region
codificante (mayuUsculas) y de la region 5  inicial de la regiéon intergénica (minUsculas)
correspondiente a los clones HH1 y HSH14-CF (copia 2) de la cepa H14 del parasito. Los
guiones significan inserciones/delecciones y los numeros indican la posicion de los
nucledtidos en la secuencia. En rojo se indica la principal diferencia encontrada entre las

secuencias y en azul el codén de paro.
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Figura 56. Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos de las regiones
intergénicas de los genes hsp70. Secuencia de nucledtidos de las regiones intergénicas

identificadas

en T. rangeli, T. cruzi y T. brucei

Los

guiones

significan

inserciones/delecciones, el asterisco significa identidad y los nimeros indican la posicion de
los nucledtidos en la secuencia. Subrayado y en negro se indica el sitio de poli-adenilacion
identificado en la secuencia de T. brucei y un cuadro sefiala los posibles sitio para T. rangeli.
En rojo se indica el tracto de poli-pirimidinas que antecede al sitio aceptor del “trans-splicing”,
un rombo negro indica los AG aceptores del “splice-leader” identificados en T. brucei y el
circulo negro indica los posibles sitios adicionales en T. rangeli.
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Dados los mecanismos de “trans-splicing” y poli-adenilacion que sufre el ARN
de los tripanosomatidos para su maduracién, debido a la transcripcion del
ARN como un policistron, se identificaron los posibles sitios de poli-
adenilacion y “trans-splicing” de los genes hsp70 de T. rangeli, comparando
con los previamente reportados para estos mismos genes en T. brucei
(Hausler & Clayton, 1996; Lee & Van Der Ploeg, 1990; Glass et al., 1986) y
con base en reportes de analisis realizados a las regiones intergénicas de
varios genes en T. brucei, que permiten predecir los sitios mencionados
(Benz et al., 2005).

Teniendo en cuenta que a diferencia de los eucariotes superiores, en los
tripanosomatidos no existe la sefal consenso de poli-adenilacion (AAUAAA)

en el ARN (Schurch et al., 1994; Glass et al., 1986) y que segun lo reportado

por Lee, 1998 y Glass et al., 1986, la secuencia TTTTTATTTT es el sitio de
poli-adenilacion de los genes hsp70 en T. brucei y que este se encuentra
entre 100 a 400 nucledtidos corriente arriba del tracto de poli-pirimidinas,
sefal del “trans-splicing” (Benz et al., 2005), se ubico el posible sitio de poli-
adenilacion en la regién intergénica de los genes hsp70 de las cepas Tre y
H14 de T. rangeli. Como se observa en la Figura 56, ambas cepas del
pardsito poseen un sitio muy conservado en secuencia, respecto al sitio
reportado en T. brucei, el cual se ubica 200 nucleétidos arriba del tracto de
poli-pirimidinas. Adicionalmente, dicho sitio en las diferentes secuencias
encontradas para la region intergénica de Tre y H14, se observa que es

altamente conservado entre las secuencias de una misma cepa, siendo

TTTATTTT paralacepa Trey TTTTTTTTTTATTT para la cepa H14, mientras
que varia entre cepas del mismo parasito. Por otra parte, en la secuencia de
T. cruzi no es muy claro el sitio de adicion de la cola de poli-adeninas,
respecto al alineamiento con las secuencias de T. rangeliy T. brucei, pero de

acuerdo con las secuencias sefial de poli-adenilacion observadas en estos
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parasitos, se puede decir que el posible sitio de adicion de la cola de poli-
adeninas en T. cruzi es el tracto TTTTTATTATT. Teniendo en cuenta lo
anterior, la region 3’"UTR de los genes hsp70 de T. rangeli tendria un tamafio
aproximado de 148 pb en la cepa Tre y de 155 pb en la cepa H14, mientras
que la regidn 5"UTR para los genes hsp70 de T. rangeli tiene un tamafio de
aproximadamente 99 pb en la cepa Tre y de 77 pb en la cepa H14 (Figura
56).

De igual forma, y teniendo en cuenta que para T. brucei fueron reportados
dos dinucle6tidos AG (Lee & Van Der Ploeg, 1990; Glass et al., 1986),
aceptores de la secuencia lider del “splicing” y que segun lo reportado por
Benz et al., 2005 el principal AG aceptor, es el dinucleétido que se encuentra
inmediatamente después del tracto de poli-pirimidinas que lo antecede,
ademas, que dicha region rica en pirimidinas se encuentra entre 50 y 100
nucleodtidos arriba del sitio de inicio de la transcripcion y en los genes hsp70
de T. brucei se encuentra en la posicion -37 a -55 arriba del AG (Lee & Van
Der Ploeg, 1990), se ubicaron los sitios caracteristicos del “trans-splicing” en
la secuencia de T. rangeli. Como se observa en la Figura 56, en las
secuencias de ambas cepas del parasito se identificé una secuencia rica en
citosinas y timinas corriente arriba del sitio aceptor del “splice-leader’
reportado para T. brucei, la cual es altamente conservada entre las cepas de
T. rangeli. Asi mismo, se observd que el dinucleétido AG, principal aceptor
del trans-splicing reportado en T. brucei coincide con el primer AG
inmediatamente después del tracto de poli-pirimidinas y es altamente
conservado en las secuencias de T. rangeli y T. cruzi. Adicionalmente, en T.
rangeli se observan otros 6 posibles sitios AG, aceptores del “splice-leader”,
altamente conservados entre las cepas del parasito (Figura 56). Vale la pena

resaltar que los principales polimorfismos (inserciones/delecciones)
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observados entre las regiones intergénicas de los genes hsp70 entre las

cepas de T. rangeli se encuentran en esta region.

6.3. Disefio y estandarizacion de un ensayo de PCR-RFLP para diferenciar
subpoblaciones KP1(+) y KP1(-) de T. rangeli.

Con base en las diferencias observadas en el patron de restriccion de los
genes hsp70 de las cepas Tre, KP1(-) y H14, KP1 (+) del parasito con la
enzima Sphl (Figura 15), la cual presenta diana de restriccion dentro de los
genes de la cepa Tre y no en los genes de la cepa H14, se desarrollé una
prueba de PCR-RFLP con el objetivo de evaluar si este polimorfismo de
restriccion se extendia a los grupos descritos de T. rangeli (Vallejo et al.,
2003).

Inicialmente y mediante PCR se amplificé un fragmento correspondiente a la
regién carboxilo terminal del gen, entre 650 pb y 750 pb, en ambas cepas del
parasito, dado el alto grado de polimorfismo encontrado en esta region para

los genes hsp70 de las cepas Tre y H14 (Figura 57).
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2.000—
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400 —

Figura 57. PCR del extremo carboxilo terminal del gen hsp70. Electroforesis en gel de
agarosa al 1,5 % tefiido con bromuro de etidio conteniendo 10 ul del producto de
amplificacion. ADN de la cepa Tre (2), ADN de la cepa H14 (3), ADN de la cepa Macias (4),
control de la reaccidn (5). Se utiliz6 1Kb como marcador de peso molecular (1), cuyos pesos
en pb se indican a la izquierda.

Posteriormente, el fragmento de amplificacion fue digerido con la
endonucleasa de restriccion Sphl y como se observa en la figura 58, la
enzima efectivamente corta el fragmento amplificado correspondiente a la

region carboxilo terminal del gen hsp70 en la cepa Tre y no en la cepa H14.
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pb MW H14 H14-Sphl Tre Tre-Sphl
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300 —

Figura 58. Digestion de la region carboxilo terminal del gen hsp70 con la
endonucleasa de restriccion Sphl. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% tefiido
con nitrato de plata conteniendo 10 pl del producto de amplificacion y 20 ul de la reaccion de
digestion del fragmento amplificado de la cepa H14 y Tre de T. rangeli. Se utiliz6 marcador
de peso molecular de 100 pb, cuyos pesos en pb se indican a la izquierda.

De acuerdo con estos resultados, se realiz6 el mismo ensayo para varias
cepas del grupo 1, KP1 (-) y del grupo 2, KP1 (+) de T. rangeli, aisladas de

diferentes huésped y procedentes de diversas regiones geograficas.

Como se observa en la figura 59, las cepas pertenecientes al grupo 1, KP1(-)
del paréasito T. rangeli poseen sitio de corte para la enzima Sphl en el
fragmento amplificado del gen hsp70, mientras que las cepas pertenecientes
al grupo 2, KP1(+) del parasito no presentan sitio de corte para esta misma

enzima.
Los resultados de todas las cepas evaluadas se resumen en la Tabla 7. Vale

la pena resaltar que el polimorfismo de restriccion evaluado es independiente
del origen geografico y del hospedero del cual fue aislada la cepa.
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Figura 59. Digestiéon de la region carboxilo terminal del gen hsp70 con la
endonucleasa de restriccion Sphl. Electroforesis en gel de poliacrilamida al 10% tefiido
con nitrato de plata conteniendo 10 ul del producto de amplificacién (SD) y 20 ul de la
reaccion de digestion del fragmento amplificado (D) de las cepas KP1(+) R1625 y B450 y de
las cepas KP1(-) SC76 y SC75 de T. rangeli. Se utiliz6 marcador de peso molecular de 100
pb, cuyos pesos en pb se indican a la izquierda.
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Tabla 7. Caracteristicas de las cepas evaluadas y patron de restriccion Sphl

de la region carboxilo terminal del gen hsp70 de T. rangeli

Grupo Cepa Origen Hospedero Digestion Sphl
R1625 Salvador Humano
H14 Honduras Humano
H9 Honduras Humano
H8GS Honduras Humano
Duran Colombia Humano
KP1(+) San Agustin Colombia Humano
1545 Colombia R. prolixus No corta
Choachi Colombia R. prolixus
D3493 Colombia R. prolixus
Palma 2 Venezuela R. prolixus
Macias Venezuela Humano
B450 Brasil Rhodnius pictipes
Pit-10 ND ND
Tre Colombia ND
5048 Colombia Humano
c23 Colombia Aotus sp.
SC-58 Brasil Echimys dasythrix
SC-61 Brasil Echimys dasythrix
SC-66 Brasil Panstrongylus Corta
KP1 (-) megistus
SC-68 Brasil P. megistus
SC-70 Brasil P. megistus
SC-74 Brasil ND
SC-75 Brasil P. megistus
SC-76 Brasil P. megistus
SC-85 Brasil ND

ND: no disponible
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6.4 Analisis filogenéticos de la proteina HSP70

Con el objetivo de realizar un analisis filogenético de la proteina HSP70, se

realizé una busqueda en la base de datos Genedb (www.genedb.org) y en la

base de datos de GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov) de todas las proteinas

HSP70 reportadas para tripanosomatidos (Tabla 8). Para el andlisis también

se tuvieron en cuenta aquellas proteinas reportadas como putativas,

relacionadas o parecidas a la HSP70.

Tabla 8. Genes hsp70 reportados para varias especies de tripanosomatidos

en las bases de datos Genedb y GenBank.

Especie

Cdédigo de la secuencia

Descripcién de la

secuenciay procedencia

Trypanosoma cruzi

Tc00.1047053511211.170

Tc00.1047053511211.160

Tc00.1047053511211.220
Tc00.1047053507513.50
Tc00.1047053511585.70
Tc00.1047053510155.70

heat shock protein 70
(HSP70), putative.
Cepa CL

X67716.1 mRNA for HSP70. Cepa
Brasil
X07083.1 hsp70 gene. Cepa Maracay
AY576621.1 heat shock protein 70
mMRNA. Cepa Y
M26595.1 heat shock protein (HSP70)

gene. Cepa Peru

Trypanosoma brucei
Cepa TREU927/4
GUTat10.1

Tbh11.01.3110 y/o M14697
Tbh11.01.3080 y/o M32139

heat shock protein 70

Th927.7.710
Th927.7.1030

heat shock 70 kDa protein,

putative

Tb09.160.3090

heat shock proteina
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Especie

Cédigo de la secuencia

Descripcién de la

secuenciay procedencia

Trypanosoma brucei

gambiense

Thgamb.40006

heat shock protein 70

Thgamb.13266
Thgamb.13431
Thgamb.39986

heat shock 70 kDa protein,

putative

Thgamb.32356
Thgamb.22116

heat shock protein, putative

Trypanosoma congolense

congo261b05.p1lk 0
congo893f08.p1k_3

heat shock 70 kDa protein,

putative

congo863a06.plk 2

heat shock protein, putative

Trypanosoma vivax

tviv1321f07.q1k_3
tviv395b12.p1k 5
tviv28e10.q1k_13

heat shock 70 kDa protein,

putative

Leishmania major

M36675

heat shock protein 70, gene

3. Cepa no disponible

Lmfj26.1240 y/o X69825

hsp70.4 gene for heat shock
protein 70-related protein.

Cepa Friedlin

Lmjf28.2770
Lmjf28.2780
Lmjf28.2820

heat-shock protein hsp70,

putative. Cepa Friedlin

Leishmania braziliensis

Lm;jf.26.0900 HSP70-like protein. Cepa
Lmjf01.0640 Friedlin
AF291716.1 heat shock protein 70

(hsp70) gene. Cepa LQ-8

LbrM28_V2.3030
LbrM28_V2.2990

heat shock protein 70,
putative. Clon M2904

LbrM01_V2.0790
LbrM26_V2.0910

HSP70-like protein
Clon M2904

LbrM26_V2.1260

heat shock protein 70-
related protein
Clon M2904
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Especie Cédigo de la secuencia Descripcion de la

secuenciay procedencia

Y08020.1 hsp70 gene.
X85798.1 Cepa LEM75
LinJ28.2970 heat-shock protein, hsp70.
LinJ28.2920 Clon JPCM5
LinJ28_V3.2960
Leishmania infantum LinJ28_V3.2950 heat-shock protein hsp70,
LinJ28_V3.3000 putative. Clon JPCM5
LinJ28_V3.3060
LinJ26_V3.1220 heat shock protein 70-
related protein. Clon JPCM5
LinJO1_V3.0660 HSP70-like protein. Clon
JPCM5
Leishmania donovani X52314.1 heat shock protein 70.
Cepa HU3
AY423868.1 heat shock protein (hsp70)
gene
Leishmania tarentolae AY423867.1 heat shock cognate protein
(hsc70) gene
L14605.1 heat shock protein (hsp70)
Leishmania amazonensis L14604.1 gene. Cepa C1S1

Haciendo uso de la herramienta ClustalX (Thompson et al., 1997) y ClustalwW

XXL de la base de datos EMBnet (www.ch.embnet.org), se realiz6 el

alineamiento de las secuencias encontradas para la proteina HSP70 de
varios tripanosomatidos (Tabla 8), mas las secuencias reportadas en este
trabajo para T. rangeli, obteniéndose un alineamiento de 1.287 sitios, de los
cuales 151 fueron conservados, 1.096 variables y de éstos 927 informativos

bajo el criterio de parsimonia.
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Las secuencias alineadas fueron editadas usando el programa BioEdit
version 7.0.4.1 (Hall, 1999) y los andlisis filogenéticos realizados por los
métodos de Neighbor-Joining (NJ) (Figura 60) y Minima evoluciéon (ME)
(Figura 61) mediante el uso del programa MEGA version 4 (Tamura et al.,
2007). Todos los analisis fueron realizados usando como test de filogenia un
bootstrap de 1.000 réplicas y como modelo de sustitucién distancia-p
(proporcion de sitios en los cuales dos secuencias comparadas son
diferentes, obtenido de dividir el nUmero de aminoacidos diferentes entre el
namero de sitios comparados). Todas las posiciones que contenian gaps y
pérdida de datos fueron eliminadas.

Como se observa en las figuras 60 y 61 ambas aproximaciones filogenéticas
generaron arboles idénticos, en los cuales se soporta con altos valores de
bootstrap cada uno de los grupos de proteinas HSP70 inicialmente
propuestos (Folgueira & Requena, 2007; Simpson et al., 2004), siendo el
grupo de proteinas HSP70.a el mas divergente. Las proteinas HSP70 de T.

rangeli se ubican dentro del grupo de proteinas HSP70-A.

Figura 60 (P4g. 133). Dendograma de similaridad usando el método de Neighbor-
Joining. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante un bootstrap de 1000 réplicas, los
valores mayores a 60% son indicados en cada nodo. Los cuadros y rectangulos indican las
secuencias previamente clasificadas como HSP70-A (rojo), HSP70-B (purpura), HSP70-C
(azul), HSP70.b (verde) y HSP70.a (rosado).

Figura 61 (Pag. 134). Dendograma de similaridad usando el método de Minima
Evoluciéon. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante un bootstrap de 1000 réplicas,
los valores mayores a 60% son indicados en cada nodo. Los cuadros y rectangulos indican
las secuencias previamente clasificadas como HSP70-A (rojo), HSP70-B (purpura), HSP70-
C (azul), HSP70.b (verde) y HSP70.a (rosado).

132



Resultados

56

99

100
100
66
62
65
51
o8
89
52
100 88
74
100
100
100 100
99
97
100
100
100
99
100
79
75
100
100
100
o5
52
100
100
100
99
100 100
100
100
100

.infantum (LinJ28.2920)
.infantum (LinJ28 Vv3.2960)
.infantum (LinJ28 Vv3.3060)

.infantum (LinJ28 Vv3.2950)

L
L
L
L
L.infantum (LinJ28 Vv3.3000)
L.donovani (X52314)
L.infantum (Y 08020)

L.infantum (<X85798)

L.major (M36675)

L.tarentolae (AY 423868)

M L.major (LMjF28.2770)

M L._major (LMJ28.2780)
L.braziliensis (AF291716)
L.amazonensis (L14605)
L.amazonensis (L14604)
L.braziliensis (LbrM28 Vv2.2990)

M T.brucei (Tb11.01.3110)

T.brucei gambiense (Tbgamb.40006)
T.vivax (tvivi321f07.qlk 3)

T.rangeli H14 (EF442768)

T.rangeli Tre (EF108420)

T.rangeli H14 (EF108422)

T.rangeli Tre (EF108421)

T.rangeli Tre (EF108419)

B T.cruzi (Tc00.1047053511211.160)
T.cruzi (X07083)

T.cruzi (X67716)

M T.cruzi (Tc00.1047053511211.170)
T.cruzi (M26595)

T.cruzi (AY576621)

M L._major (LMjF26.1240)

L.infantum (LinJ26 Vv3.1220)
L.braziliensis (LbrM26 VV2.1260)
T.vivax (tviv28e10.qlk 13)
T.congolense (congo893fO8.plk 3)

B T.brucei (Tb927.7.710)

T.brucei gambiense (Tbgamb.13266)
I T.brucei (Tb11.01.3080)

T.brucei gambiense (Tbgamb.39986)
T.cruzi (Tc00.1047053511211.220)
L.braziliensis (LbrM28 Vv2.3030)

M L._major (LMjF28.2820)

L.infantum (LinJ28.2970)

L.tarentolae (AY423867)

A L.major (LMjF.26.0990)
L.braziliensis (LbrM26 Vv2.0910)
T.cruzi (Tc00.1047053507513.50)
T.congolense (congo261b05.plk O)
T.vivax (tvivB95b12.plk 5)

A T.brucei (Tb927.7.1030)

T.brucei gambiense (Tbgamb.13431)
T.brucei gambiense (Tbgamb.32356)
A L _major (LMjF01.0640)

L.infantum (LinJO1 V3.0660)
L.braziliensis (LbrMO1 VV2.0790)

A T.cruzi (Tc00.1047053511585.70)
A T.cruzi (Tc00.1047053510155.70)
T.congolense (congo863a06.plk 2)
A T.brucei (Tb09.160.3090)

T.brucei gambiense (Tbgamb.22116)

HSP70-A

HSP70-B

HSP70-C

HSP70.b

HSP70.a

133



Resultados

100

infantum (LinJ28.2920)
infantum (LinJ28 Vv3.2960)
infantum (LinJ28 Vv3.3000)

infantum (LinJ28 V3.2950)

rrrrr

infantum (LinJ28 V3.3060)
L.major (M36675)

B L.major (LMjF28.2770)

73

:

65| | .tarentolae (AY423868)

B L.major (LMJ28.2780)
L.donovani (X52314)
.infantum (Y 08020)

71 .infantum (X85798)

L
L
L.braziliensis (LbrM28 Vv2.2990)
L.braziliensis (AF291716)
L.amazonensis (L14605)

95 L.amazonensis (L14604)

100 M T.brucei (Tb11.01.3110)

66 T.brucei gambiense (Tbgamb.40006)

T.vivax (tvivi321f07.q1lk 3)

66

60

B T.cruzi (Tc00.1047053511211.160)
B T.cruzi (Tc00.1047053511211.170)
98 T.cruzi (M26595)

T.cruzi (X67716)

T.cruzi (XO07083)

T.rangeli Tre (EF108419)

T.rangeli Tre (EF108421)

o8
T.rangeli Tre (EF108420)

65| T.rangeli H14 (EF442768)

T.rangeli H14 (EF108422)

100

T.cruzi (AY576621)

M L._major (LMjF26.1240)

100 L.infantum (LinJ26 V3.1220)
L.braziliensis (LbrM26 Vv2.1260)
T.vivax (tviv28e10.qlk 13)
T.congolense (congo893f08.plk 3)

92 M T.brucei (Tb927.7.710)
100 T.brucei gambiense (Tbgamb.13266)

100 B T.brucei (Tb11.01.3080)

100

|

T.brucei gambiense (Tbgamb.39986)

89

100

T.cruzi (Tc00.1047053511211.220)
L.braziliensis (LbrM28 Vv2.3030)
B L _major (LMjF28.2820)
87 L.infantum (LinJ28.2970)

70 L.tarentolae (AY423867)

100 A L.major (LMjF.26.0990)
L.braziliensis (LbrM26 Vv2.0910)
T.cruzi (Tc00.1047053507513.50)
T.congolense (congo261b05.plk 0)

T.vivax (tvivd95b12.plk 5)

o3
A T.brucei (Tb927.7.1030)

fH

O T.brucei gambiense (Tbgamb.13431)

99

100

T.brucei gambiense (Tbgamb.32356)

A L__major (LMjFO1.0640)

100 L.infantum (LinJO1 V3.0660)

L.braziliensis (LbrMO1 VV2.0790)

100 A T.cruzi (Tc00.1047053511585.70)
A T.cruzi (Tc00.1047053510155.70)
T.congolense (congo863a06.plk 2)

100 A T.brucei (Tb09.160.3090)

100 T.brucei gambiense (Tbgamb.22116)

HSP70-A

HSP70-B

HSP70-C

HSP70.b

HSP70.a

134



Resultados

Estudios adicionales realizados usando maxima parsimonia (MP) confirmaron
los 5 grupos de proteinas HSP70 soportados por altos valores bootstrap
(mayores 97%) (Figura 62). Un analisis mas detallado del arbol generado
mostré que los grupos HSP70-A y HSP70-B constituyen clados hermanos a
diferencia de lo reportado por Simpson et al., 2004, quienes reportaron el
grupo HSP70-B como un clado hermano del HSP70-C. Adicionalmente, y de
forma similar a lo obtenido en los resultados de NJ y ME (Figuras 60 y 61) en
cada uno de los grupos de proteinas HSP70 se soport6é con altos valores de
bootstrap el grupo constituido por las proteinas HSP70 de Leishmania (con
valores bootstrap superiores a 86%). Este grupo de proteinas siempre se
localiz6 en un clado diferente al constituido por las proteinas de tripanosomas
(con valores de bootstrap superiores a 54%). Ademas, al interior del clado
constituido por los tripanosomas, el grupo de proteinas de los tripanosomas
africanos siempre constituyé un clado aparte (con valores bootstrap mayores
a 63%) de las proteinas de T. cruzi y T. rangeli (Figura 62).

Es importante resaltar que el grupo de proteinas HSP70 de T. rangeli, en los
3 analisis realizados, conformaron un clado independiente y soportado con
altos valores bootstrap (98% en NJ y ME y de 88% en MP), el cual siempre
mostré ser filogenéticamente mas cercano a las HSP70 de T. cruzi.
Adicionalmente y respecto a las secuencias HSP70-A de las diferentes cepas
de T. cruzi evaluadas, se observo una la alta variabilidad, dado que estas en
ninguno de los analisis realizados conformaron un clado bien constituido,
siendo la secuencia reportada para la cepa Y (AY576621) la mas divergente
de todas, a tal punto que no pudo ser clasificada dentro de los grupos
establecidos para las proteinas HSP70 (Figura 63).
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Figura 62. Anélisis filogenético usando el método de Maxima Parsimonia. Se muestra el
arbol consenso obtenido mediante un bootstrap de 1000 réplicas, los valores son indicados
en cada nodo. El arbol esta dibujado a escala, las unidades indican el nimero de cambios
sobre la secuencia completa y los clados representativos se encuentran condensados.
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Resultados

Con el objetivo de realizar un analisis filogenético de las proteinas HSP70 en
los kinetoplastidos, se realizé una busqueda de las proteinas HSP70
reportadas en la base de datos de GenBank para estos organismos (Tabla 9)
y se realizaron las aproximaciones evolutivas mediante analisis por NJ, ME y

MP. Se muestra el &rbol de NJ como representante del andlisis (Figura 63).

Tabla 9. Genes hsp70 reportados para los kinetoplastidos en las bases de

datos Genedb y GenBank.

Especie Cédigo de la Descripcién de la Clasificaciéon
secuencia secuencia
Bodo saltans AY651257 Heat shock protein 70-
B cytosolic isoform
gene
Cryptobia helicis AY651255 Heat shock protein 70
cytosolic isoform gene
Cryptobia AY651254 Heat shock protein 70
salmositica cytosolic isoform gene
Trypanoplasma AY651256 Heat shock protein 70-
borreli B cytosolic isoform
gene Familia: Bodonidae
Trypanoplasma AY288515 Heat shock protein 70
borreli gene
Rhynchobodo AY651253 Heat shock protein 70
cytosolic isoform gene
Rhynchomonas AY288514 Heat shock protein 70
nasuta gene
Rhynchopus sp. AY288513 Heat shock protein 70 Orden: Diplonemida
gene
Euglena gracilis AY288512 Heat shock protein 70 Orden: Euglenales
mMRNA
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Resultados

El alineamiento realizado haciendo uso de la herramienta Clustal-X
(Thompson et al., 1997) generd un alineamiento de 1.288 sitios de los cuales
141 fueron conservados, 1.119 variables y de éstos 943 informativos bajo el

criterio de parsimonia.

Figura 63 (Pag 139). Dendograma de similaridad usando el método de Neighbor-
Joining. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante un bootstrap de 1000 réplicas, los
valores son indicados en cada nodo. Los cuadros y rectangulos indican las secuencias
previamente clasificadas como HSP70-A (rojo), HSP70-B (purpura), HSP70-C (azul),
HSP70.b (verde) y HSP70.a (rosado). Los clados representativos se encuentran
condensados.
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Al aumentar el nimero de taxones, los grupos previamente establecidos de
proteinas HSP70 se mantienen con valores de bootstrap de 100%. Es
importante resaltar que el grupo de proteinas HSP70-B continua
soportandose como un clado hermano del grupo HSP70-A, ademas de que el
posible evento de duplicacion HSP70-A/HSP70-B ocurrio6 antes de la

divergencia entre los euglenozoa.

Teniendo en cuenta el alto nUmero de secuencias reportadas para los genes
HSP70-A y que las secuencias de T. rangeli se ubicaron en este grupo, se
decidi6 realizar las aproximaciones filogenéticas de los kinetoplastidos
usando Unicamente este grupo de proteinas. En primer lugar, se encontro
que T. rangeli forma un clado aparte dentro del grupo de los tripanosomas,
separado por valores bootstrap de 99% (NJ), 99% (ME) y 97% (MP) (Figuras

64, 65y 66) siempre mas cercano a T. cruzi que a T. brucei.

Adicionalmente, los analisis filogenéticos de este grupo de proteinas
soportaron con altos valores bootstrap el caracter monofilético de los
tripanosomas (94% (NJ), 95% (ME) y 60% (MP)). Asi mismo, al interior del
clado, los tripanosomas americanos se ubican en un grupo soportado con

altos valores bootstrap y aparte de los tripanosomas africanos.

Es importante anotar que las secuencias de T. cruzi, las cuales no agrupaban
en un grupo bien constituido en los analisis que incluian todos los grupos de
proteinas HSP70, agruparon en clados bien soportados al analizar sélo el
grupo de proteinas HSP70-A (60% (NJ), 83% (ME) y 72% (MP)).
Adicionalmente, la proteina HSP70 de T. cruzi (AY576621), reportada para la
cepa Y, la cual parecia estar relacionada al grupo HSP70-A, no pertenece a

este.
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De igual forma, el grupo de proteinas HSP70-A soporta muy bien la division
entre Trypanosomas y Leishmanias (bootstrap 96% (NJ), Figura 64; 95%
(ME), Figura 65 y 75% (MP), Figura 66), ademas de la division entre
tripanosomatidos y bodoninos (bootstrap 78% (NJ), Figura 64; 90% (ME),
Figura 65 y 57% (MP), Figura 66). Es importante anotar que el clado
conformado por los kinetoplastidos se soporta con buenos valores de
bootstrap en los analisis de NJ (74%, Figura 64) y ME (66%, Figura 65), pero

no es bien soportado en el andlisis de MP (36%, Figura 66).

Es interesante resaltar como el grupo de proteinas HSP70-A también permite
claramente la diferenciacion, al interior del clado de las Leishmanias, de las
especies del subgénero Leishmania y de las del Viannia (representado por
las secuencias de L. braziliensis) con valores bootstrap de 86 % (NJ) y 73%
(ME). Ademas, el polimorfismo de este grupo de proteinas permite diferenciar
entre especies y aun entre cepas de una misma especie (L. infantum cepa
JPCM5 y LEMT75). Adicionalmente, los 3 tipos de analisis filogenéticos
soportan con altos valores bootstrap el caracter monofilético de las
Leismanias (100% (NJ), 99% (ME) y 97% (MP). Un andlisis adicional
realizado Unicamente con las secuencias HSP70-A de Leishmania confirma
los resultados anteriores y permite soportador el clado del subgénero
Leishmania con un alto valor de bootstrap (97%), a parte del subgénero

Viannia (Figura 67).
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Figura 64 (Pa4g 143). Dendograma de similaridad usando el método de Neighbor-
joining para las proteinas HSP70-A. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante un
bootstrap de 1000 réplicas, los valores son indicados en cada nodo.

Figura 65 (Pag 144). Dendograma de similaridad usando el método de Minima
Evolucién para las proteinas HSP70-A. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante
un bootstrap de 1000 réplicas, los valores son indicados en cada nodo. Los clados
representativos se encuentran condensados.

Figura 66 (Pag 145). Analisis filogenético usando el método de Maxima Parsimonia
para las proteinas HSP70-A. Se muestra el arbol consenso obtenido mediante un bootstrap
de 1000 réplicas, los valores son indicados en cada nodo. Los clados representativos se
encuentran condensados.

Figura 67 (Pa4g 146). Dendograma de similaridad usando el método de Neighbor-
joining para las proteinas HSP70-A de Leishmania. Se muestra el &rbol consenso
obtenido mediante un bootstrap de 1000 réplicas, los valores son indicados en cada nodo.
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6.5. Produccion de la proteina HSP70 recombinante de T. rangeli

Dada la relevancia inmunolégica de la proteina HSP70 de T. cruzi (Marafion
et al., 2001; 2000a; Planelles et al., 2002; 2001), se decidi6 obtener de

manera recombinante la proteina HSP70 de T. rangeli, teniendo en cuenta

que dicha proteina presenta epitopos humorales y celulares reportados en la
proteina HSP70 de T. cruzi (Marafion et al., 2000a) (Figura 68).
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Figura 68. Alineamiento entre la HSP70 de T. rangeli y T. cruzi (X07083), en rojo se
muestran los epitopos humorales P15, P22, P49 y P50; subrayado se denotan los epitopos
citotoxicos A72, A73 y A79 evaluados en la proteina HSP70 de T. cruzi.
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Como se observa en la figura 68 los epitopos humorales P15, P49 y P50
reportados en la HSP70 de T. cruzi estan altamente conservados en la
proteina de T. rangeli, y el epitope P22 presenta el cambio de un aminoacido
(L por Q). Asi mismo, los epitopos reconocidos por los linfocitos T CD8+ A72
y A79 se encuentran conservados en la secuencia de T. rangeli mientras que
el epitopo A73 presenta un cambio en uno de los aminoéacidos, L por Q en T.
rangeli con respecto a la secuencia en T. cruzi. Tanto los epitopos humorales

como los celulares son iguales entre las HSP70 de H14 y Tre.

Teniendo en cuenta lo anterior se clond, expreso y purifico la proteina HSP70
de la cepa Tre de T. rangeli, especificamente la isoforma codificada por la
copia 1 del gen hsp70 de dicha cepa (Figura 30 y Figura 33), con la finalidad
de usarla en ensayos posteriores de reactividad inmunoldgica humoral y

celular.

Como se indica en materiales y métodos, se re-amplificd el fragmento
correspondiente a la region codificante del gen hsp70 (2.082 pb) del clon
TRECHS-3 usando los oligonucleétidos 70TreATG-BamHI y 70TreTGA-Hindlll
(Figura 9). Tanto el fragmento amplificado como el vector de expresion pQE-30
(Qiagen) fueron sometidos a digestion con las endonucleasas BamHI y Hindlll,
para posteriormente ser sometidos a una reaccion de ligacion, transformacion

en células de E. coli competentes y seleccidén de clones recombinantes.
Producto de la seleccion se obtuvo el clon denominado pQHPT-1, el cual

mediante secuenciacion se confirmo contenia la region codificante del gen

hsp70, idéntica a la secuencia original.
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Inicialmente, se realizaron ensayos para establecer la concentracion
apropiada del inductor IPTG (Figura 11). Como se observa en la figura 69,
con todas las concentraciones de inductor usadas se logré la sobre-
expresion de la proteina recombinante. Con estos resultados se decidio usar

una concentracion de 0,02 mM de IPTG durante 2 horas a 37 °C.
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Figura 69. Ensayo de sobre-inducciéon de la proteina HSP70 de T. rangeli. Tincion con
azul de Coomassie del SDS-PAGE del ensayo de sobre-induccion de la proteina HSP70 de
T. rangeli inducida a diferentes concentraciones de IPTG. A la derecha se indica la proteina
HSP70.

Es importante resaltar que la proteina obtenida presenta el tamafio molecular
esperado y no se observa la sobre-induccion de proteinas de menor tamario,
como habia sido previamente reportado para la expresion de la proteina
HSP70 de P. falciparum, la cual fue expresada de manera truncada debido a
la diferencia en el uso de codones entre E. coli y el parasito (Matambo et al.,
2004).
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Para los ensayos de solubilizacion, el cultivo inducido con 0,02 mM de IPTG
se sonic6 para favorecer la lisis celular y liberacion de la proteina. Como se
observa en la figura 70, la proteina HSP70 fue solubilizada Unicamente

cuando se adicion6 SDS 0,025% a la solucion de solubilizacion.
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Figura 70. Ensayo de solubilizacién de la proteina HSP70 de T. rangeli. Tincion con azul
de Coomassie del SDS-PAGE del ensayo de solubilizacion de la proteina HSP70 de T.
rangeli inducida con 0,02 mM de IPTG. Cultivo sin inducir (2); cultivo inducido con 0,02 mM
de IPTG (3); pellet (4) y sobrenadante (5) de la primera solubilizacion sin SDS; pellet (6) y
sobrenadante (7) de la segunda solubilizacién con SDS 0,025%.

Gracias a la clonacion en el vector de expresion pQE-30, el cual genera una
cola de histidinas en la proteina recombinante, la proteina HSP70 de T.
rangeli se purific6 mediante unién a una resina de niquel (Ni** NTA (Qiagen)),
la cual presenta alta afinidad por la cola de poli-histidinas presente en la

proteina.
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Para la elucion de la proteina adherida a la resina se usé un gradiente de pH.
Basados en el punto isoeléctrico (5,48) deducido de la proteina HSP70 de T.
rangeli, la proteina recombinante debia ser eluida en un rango de pH entre 5 y
6.

Como se observa en la figura 71, la proteina HSP70 de T. rangeli fue

obtenida y purificada con las soluciones a pH 6 y a pH 5 de acuerdo con lo

esperado.
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Figura 71. Ensayo de purificacion de la proteina HSP70 de T. rangeli. Tincién con azul
de Coomassie del SDS-PAGE del ensayo de purificacion de la proteina HSP70 de T. rangeli
con un gradiente de pH. Cultivo inducido con 0,02 mM de IPTG (1, 2) y fracciones recogidas
de las soluciones a cada uno de los pHs indicados.

Contrario a lo reportado (Espejo et al., 2004; Matambo et al., 2004), en la
obtencion de la proteina HSP70 de T. rangeli no se usaron condiciones
denaturantes, al igual que lo reportado para la proteina HSP70 de T. cruzi
(Marafion et al., 2001); y como se observa en la figura 63 la pureza de la

proteina obtenida fue muy buena.
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6.6 Ensayos de linfoproliferacion

Dada la propiedad que tiene la proteina HSP70 de T. cruzi de estimular
esplenocitos de ratones virgenes (Marafion et al.,, 2000a), se evalu6 dicha

capacidad para la proteina HSP70 de T. rangeli.

Para los ensayos 0,4; 2 y 10 ug/ml de la proteina HSP70 recombinante de T.
rangeli y T. cruzi fueron usados para la estimulacién de esplenocitos de ratones
“naive”. Un analisis realizado con el estuche comercial “Endotoxin Gel formation
Assay Kit, E-TOXATE®” (Sigma) mostré que ambas proteinas recombinantes
estaban libres de lipopolisacarido bacteriano contaminante o0 este se
encontraba por debajo del limite de deteccién del método usado de 0,05 a 0,1

unidades de endotoxina por mililitro.

Como se observa en las figuras 72 y 73 a las 24 y 48 h, el indice de
estimulacion obtenido con la proteina HSP70 de T. rangeli fue inferior al
observado con la proteina HSP70 de T. cruzi. Contrario a lo esperado, a las
72 h de incubacién y a pesar de que el indice de estimulacion de los
esplenocitos disminuye para ambas proteinas, con la proteina HSP70 de T.
rangeli se observa un efecto de estimulacion mayor respecto al observado
con la proteina de T. cruzi (Figura 74). Adicionalmente, se observd que el
indice de estimulacion de los esplenocitos fue dosis-dependiente para ambas
proteinas, siendo similar para las concentraciones de 2 y 10 ug/ml,
especialmente en el caso de la proteina HSP70 de T. rangeli. Ademas, el
maximo de estimulacion, al igual que lo observado para la proteina HSP70

de T. cruzi se logra a las 24 h.
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Con el propoésito de descartar efecto estimulante debido a la presencia de
lipopolisacarido, los ensayos se realizaron en presencia de polimixina B la
cual anula dicho efecto (Cuellar et al., 2004; Marafion et al., 2000a). En este
sentido, en las Figuras 72, 73 y 74 se observa como no hay diferencias
importantes en los indices de estimulaciobn obtenidos en presencia o

ausencia de polimixina B para la proteina HSP70 de ambos parésitos.

En resumen, para la proteina HSP70 de T. rangeli se observo que el indice
de estimulacion para los esplenocitos de ratones virgenes es alto, pero de
manera significativa inferior al obtenido con la proteina de T. cruzi a las 24 y
48 h de incubacion. Es importante resaltar que los resultados obtenidos con
la proteina HSP70 de T. cruzi coinciden con los previamente reportados por

Marafon et al., 2000a.

Efecto de la proteina HSP70 sobre linfocitos de ratones virgenes a las
24 horas

—&—T. rangeli

Indice de estimulacion
=
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Figura 72. Ensayo de proliferacion de los esplenocitos de ratén Balb/c virgenes incubados
con la proteina HSP70 de T. rangeli y T. cruzi durante 24 horas. El valor del indice de
proliferacion graficado corresponde a la media del triplicado.
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Efecto de la proteina HSP70 sobre linfocitos de ratones virgenes a las
48 horas

25 1
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Figura 73. Ensayo de proliferaciéon de los esplenocitos de raton Balb/c virgenes incubados
con la proteina HSP70 de T. rangeli y T. cruzi durante 48 horas. El valor del indice de
proliferacion graficado corresponde a la media del triplicado.

Efecto de la proteina HSP70 sobre linfocitos de ratones virgenes a
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Figura 74. Ensayo de proliferacion de los esplenocitos de ratén Balb/c virgenes incubados
con la proteina HSP70 de T. rangeli y T. cruzi durante 72 horas. El valor del indice de
proliferacion graficado corresponde a la media del triplicado.
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Teniendo en cuenta los anteriores resultados se decidié evaluar el fenotipo
de la poblacion que prolifera en respuesta a la proteina HSP70 de T. rangeli,
mediante marcacion con los anticuerpos anti-CD3 y anti-CD4 para linfocitos T
CD4+ (“LT helper”) y anti-CD19 para linfocitos B.

Como se observa en la figura 75, la proteina HSP70 de T.rangeli indujo la
proliferacion de linfocitos T CD3+/CD4+ en una proporcion ligeramente
mayor (34,28%) que la proteina HSP70 de T. cruzi (30,32%). Contrario a lo
observado para la poblacion de linfocitos B (CD19+), la cual no proliferd
producto de la estimulacién con la proteina HSP70 de ambas especies del

pardsito.
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Figura 75. Dispersograma representativo de esplenocitos de ratones Balb/c virgenes
estimulados con la proteina HSP70 de T. rangeli y T. cruzi (2 ug/ml) en presencia de
polimixina B (5 U/ml) e incubados por un periodo de 48 h. A: Control con PBS. B: Proteina
HSP70 de T. rangeli y C: Proteina HSP70 de T. cruzi. Analisis por citometria de flujo de los
marcadores CD3 y CDA4.
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7. DISCUSION

En la ultima década el conocimiento gendémico de los tripanosoméatidos ha
tenido gran auge, encontrandose terminados y en curso los proyectos
genoma de T. brucei, T. vivax, T. cruzi, L. major, L. infantum y L. braziliensis,

entre otros (www.genedb.org). Aunque T. rangeli es un tripanosoméatido no

patbgeno para el hospedador vertebrado, su estudio ha tomado gran
importancia en los ultimos afios debida su estrecha relacion con T. cruzi, en
donde ambas especies comparten zonas geogréaficas, hospederos,
reservorios, vectores y han sido reportadas en infecciones mixtas; todo lo
cual complica el diagnéstico de la enfermedad de Chagas (Vallejo et al.,
2009; Guhl & Vallejo, 2003; Cuba, 1998). Sin embargo, el conocimiento
gendmico de la especie aun es bastante limitado concentrandose en

secuencias repetidas, blancos para el desarrollo de pruebas diagnésticas.

Asi mismo, la proximidad filogenética entre ambos parasitos ha sido la base
para el desarrollo de estrategias de inmunizacién con T. rangeli. Es asi como,
se ha visto que la inmunizacién de ratones y perros con epimastigotes de T.
rangeli inducen una respuesta protectiva frente al reto con cepas virulentas
de T. cruzi (Basso et al., 2008; 2007; 2004; Palau et al., 2003), por tanto se
hace necesario el conocimiento de las moléculas implicadas en dicha

respuesta.

Teniendo en cuenta la importancia de las proteinas de choque térmico en la
respuesta inmune frente a patdégenos, ademas de su participacion en el
funcionamiento normal de las células, en la proteccion celular frente al dafio
inducido por estrés y en la infeccidn por organismos tripanosomatidos, en el
presente trabajo se estudio la organizacion genOmica y se caracterizo

molecularmente el gen que codifica la proteina HSP70 de T. rangeli en dos
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cepas pertenecientes a cada uno de los grupos reportados del parésito
(Vallejo et al., 2003; 2002), la cepa Tre, KP1(-) y H14, KP1(+). Ademas, se
obtuvo la proteina HSP70 recombinante de T. rangeli, la cual se utilizo para

ensayos inmunologicos iniciales.
7.1 Organizacion gendémica del gen hsp70 de T. rangeli

Dichos genes en T. rangeli se encuentran codificados por una unidad de
2500 pb, la cual se encuentra repetida en tandem cabeza-cola
aproximadamente 7 veces en la cepa Tre y 6 veces en la cepa H14, muy
similar a lo reportado para estos mismos genes en T. cruzi (Requena et al.,
1988) y T. brucei (Glass et al., 1986), los cuales se encuentran codificados
por una unidad de 2,5 kb y 2,4 kb y repetidos con 10 y 6 copias en sus

genomas, respectivamente.

Otros genes repetidos han sido igualmente reportados en el genoma de T.
rangeli, entre ellos varios genes nucleares como los codificantes para la
proteina KMP-11 (Diez et al., 2005), la histona H2A (Cuervo et al., 2006;
Puerta et al.,, 2000) y un ARN nucleolar pequeiio CI1 (Nocua et al., 2009;
Morales et al., 2002), entre otros. Esta caracteristica es comun de varios
genes reportados en tripanosomatidos, organismos que presentan uno de los
genomas con mayor numero de secuencias repetidas, representando
aproximadamente el 50 % del genoma en T. cruzi (Arner et al., 2007; El
sayed et al., 2005b). Aunque la funcionalidad de los genes repetidos
arreglados en tandem de los tripanosomatidos aun no es del todo clara, se
cree que estas duplicaciones génicas, las cuales son expresadas a través de
transcritos policistronicos, se generan con el proposito de incrementar la
dosis génica en un ambiente donde los promotores géenicos estan ausentes
(Jackson, 2007).
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Adicionalmente y mediante ensayos de electroforesis en gel de campo
pulsado, los genes hsp70 se localizaron en un Unico cromosoma de
aproximadamente 1.174 kb en la cepa H14, KP1(+) y 1.098 kb en las cepas
Tre y C23, KP1(-). Diferencias en la localizacion cromosdmica de otros genes
entre los grupos de T. rangeli también han sido reportadas para los genes
que codifican las proteinas histona H2A (Cuervo et al., 2006) y KMP-11
(Urueiia et al., 2004). Toaldo et al., 2001, reportaron que el gen hsp70 de T.
rangeli en varias cepas KP1(+) evaluadas se ubica en dos cromosomas,
localizados en un rango entre 950 kb y 1.200 kb diferentes para cada cepa.
De igual forma, para las cepas KP1(-) evaluadas, todas de origen brasilero, el
gen hsp70 se ubicé en un cromosoma de 1.050 kb en la cepa SC-61 y en
dos cromosomas de 1.020 y 1.100 kb aproximadamente, en la cepa SC-58.
Vale la pena resaltar que las condiciones de corrido electroforéticas usadas
por Toaldo et al., 2001 permitieron una mejor resolucién de los cromosomas

de tamano intermedio.

En conjunto los anteriores resultados sugieren que la localizacion
cromosomica del gen hsp70 no es una caracteristica diferencial entre los
grupos KP1(-) y KP1(+) de T. rangeli.

A pesar de lo anterior, el andlisis del cariotipo de varias cepas colombianas
de T. rangeli mostré6 que el nimero y tamafio de los cromosomas en las
cepas KP1(-) y KP1(+) permite diferenciar entre ambos grupos del parasito,
encontrandose, bajo las condiciones electroforéticas ensayadas Unicamente
para las cepas KP1(+) cromosomas superiores a 1.600 kb (Figura 20), similar
a lo observado por Toaldo et al., 2001 usando otras condiciones
experimentales. Estos resultados sefialan el interés en profundizar en

estudios del cariotipo de los diferentes grupos de T. rangeli y su posible uso
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como un potencial marcador diferencial entre los grupos KP1(-) y KP1(+) de

este protozoo.

Por tanto y respecto a la organizacion del locus hsp70 en T. rangeli, se
puede decir, que es altamente conservado entre ambos grupos del parasito y
no presenta diferencias significativas en cuanto tamafio, nUmero de copias y
localizacion cromosomica entre las cepas KP1l(+) y KP1(-) evaluadas.
Hallazgos similares a los reportados para otros genes altamente conservados
como los codificante de la proteina histona H2A (Cuervo et al., 2006),
demostrando que a pesar de las diferencias moleculares existentes entre las
cepas de T. rangeli, éstas presentan una organizacion gendémica bastante

homogénea para genes conservados en la escala evolutiva.

Asi mismo, la organizacién gendmica del gen hsp70 se encuentra altamente
conservada en T. cruzi y T. brucei. Datos de secuenciacion del genoma de
los tripanosomatidos revelaron la alta sintenia existente entre el genoma de
T. brucei y T. cruzi (El sayed et al., 2005a), especificamente en los
cromosomas 11 de T. brucei y el contig 8621 de T. cruzi que portan los
genes hsp70 (Figura 76).

Proteinas hipotéticas

A. A
4 N
Tbh11.01.3080 Tbh11.01.3110 Tb11.01.3150
HSP70-C HSP70-A Sub-unidad de la
gamma tubulina
Proteinas hipotéticas
B.
4 )
Tc00.1047053511211.150  T¢00.1047053511211.160 Tc00.1047053511211.170 Tc00.1047053511211.220
Sub-unidad de la gamma HSP70-A HSP70-A HSP70-C

tubulina

Figura 76. Organizacién génica de los genes hsp70 de T. brucei (A) y T. cruzi (B) reportada
en la base de datos Genedb (www.genedb.org).
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Al igual que lo que sucede entre tripanosomas, una alta conservacion en la
organizacion del locus hsp70 entre las especies del género Leishmania ha
sido reportada (Folgueira et al.,, 2006). En leishmanias estos genes se
encuentran repetidos en tandem, en una organizacion cabeza-cola y
codificados por una unidad de 3,8 kb en las especies del viejo mundo y de
3,4 kb en las especies del nuevo mundo. De manera interesante en L.
infantum, L. major, L. tropica, L. mexicana y L. amazonensis todas las copias
génicas que conforman el tAndem dentro de una misma especie han sido
reportadas ser altamente conservadas para las regiones codificante y 5’UTR.
Por su parte, la regiébn 3’'UTR de todas las copias también se encuentra
altamente conservada, excepto para la ultima copia del tAndem, la cual
presenta una region altamente divergente, denominada 3'"UTR-Il (Folgueira
et al.,, 2006). En general entre tripanosomas y leishmanias la organizacion
gendmica del gen hsp70 también se encuentra conservada, divergiendo en el
tamafio de la unidad génica y en la presencia de regiones 3'UTR
divergentes. Hecho que sugiere la importancia de estos genes en el
funcionamiento celular y en la supervivencia del parasito, teniendo en cuenta
que estos organismos digenéticos, al cambiar de hospedero (Invertebrado a
vertebrado) se enfrentan a condiciones celulares desfavorables y estresantes

para ellos.
En conclusion la organizacion genémica del gen hsp70 de T. rangeli no

presenta diferencias significativas entre las cepas KP1(-) y KP1(+) analizadas

y es, ademas altamente conservada entre tripanosomatidos.
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7.2 Genes hsp70 y diferencia entre cepas KP1(-) y KP1(+) de T. rangeli

A pesar del alto grado de conservacion de los genes hsp70 entre las
especies del género Leishmania, un polimorfismo de restriccibn para la
enzima BamHI en los genes hsp70, visualizado mediante ensayos de
“Southern blot” permitié diferenciar entre las especies de leishmania del viejo
y del nuevo mundo (Folgueira et al., 2006). De igual forma, y mediante
estudios de “Southern blot” para las cepas Tre y H14 de T. rangeli se observé
polimorfismo de restriccibn en el gen hsp70. Es asi como, la enzima de
restriccion Sphl corta dentro de los genes hsp70 de la cepa Tre y no en los

de la cepa H14.

Un analisis “in silico” del patrén de restriccion realizado a las secuencias de
los genes hsp70 de varias cepas de T. cruzi, mostrd que el sitio de corte para
la enzima Sphl se encuentra presente en los genes hsp70 de todas las cepas
hasta ahora reportadas y que la enzima, igualmente corta en la region 3" del
gen. Mediante PCR-RFLP de las cepas M. Rangel (Tcruzil) y Y (Tcruzi ) se
confirmé la presencia del sitio de corte para esta enzima en la regién 3" del
gen hsp70, el cual estuvo presente independientemente del grupo de T. cruzi
evaluado. Estos resultados indican que el polimorfismo revelado para la
endonucleasa Sphl es exclusivo de la especie y no se extiende a otros
tripanosomas cercanos como T. cruzi. Asi mismo, el analisis “in silico”
realizado a los genes de T. brucei y T. vivax mostré que dicha enzima no

posee diana de restriccion en los genes hsp70 de estas especies.

Vallejo et al., 2003; 2002 dividieron a T. rangeli en dos grupos
epidemiolégicamente importantes basados en el perfil de amplificacion del
gen mini-exén y en la ausencia/presencia del minicirculo KP1. El grupo

constituido por las cepas KP1(-) y el constituido por las cepas KP1(+),
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asociados a los grupos Pallescens y Prolixus respectivamente, del vector
Rhodnius (Vallejo et al., 2009; Vallejo et al., 2007; Urrea et al., 2005; Vallejo
et al., 2004). Varios marcadores moleculares adicionales han reforzado la
hipétesis de los dos linajes filogenéticos del parasito (Puerta et al., 2009;
Marquez et al.,, 2007;). Sin embargo, estudios realizados usando ITS
ribosomales, SSU rRNA y polimorfismos en la secuencia del gen mini-exén
amplian la variabilidad de los aislados de T. rangeli a al menos 4 linajes
filogenéticos asociados con los diferentes grupos del vector Rhodnius y a su
origen geogréfico (Maia da Silva et al., 2007; 2004; Da Silva et al., 2004).
Basados en lo anterior y teniendo en cuenta el polimorfismo encontrado para
la enzima de restriccion Sphl entre las cepas Tre y H14, se explord dicho
polimorfismo como un marcador diferencial entre los grupos propuestos del
parasito. Para esto se evaluaron 25 cepas procedentes de diversos origenes
geograficos y aisladas de diferentes hospederos, encontrando que todas las
cepas KP1(-) evaluadas presentan diana de restriccion para la enzima Sphl,
mientras que las cepas KP1(+) no, constituyéndose el polimorfismo de
restriccion Sphl de los genes hsp70 de T. rangeli en un marcador diferencial

de las dos poblaciones inicialmente propuestas del parasito.

En dicho analisis, el grupo KP1(-) estuvo constituido por cepas procedentes
de Colombia y Brasil, dentro de las cuales se encuentra la cepa SC-58
previamente clasificada como linaje D (Maia da Silva et al., 2007; 2004; Da
Silva et al., 2004). Y el grupo KP1(+) constituido por las cepas procedentes
de El Salvador, Honduras, Colombia, Venezuela y Brasil, dentro del cual se
ubican las cepas previamente clasificadas como linaje A (H8GS, Choachi,
Palma 2 y Macias, grupo Prolixus) (Maia da Silva et al., 2007; 2004; Da Silva
et al., 2004). Adicionalmente, dentro de este grupo se ubico la cepa B450,
aislada de glandulas salivales del vector R. pictipes en selvas del amazonas

del estado de Par4, al norte de Brasil (grupo Brethesi de Brasil), asociado al
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linaje B (Maia da Silva et al., 2007; 2004; Da Silva et al., 2004) (Tabla 7).
Resultado similar a lo reportado por Puerta et al., 2009 usando los genes
24So del ARN ribosomal y mini-exdn. Estos resultados en conjunto sugieren
que la clasificacion dependiente de la presencia/ausencia del minicirculo es
una supra-agrupacion, en donde las cepas KP1(-) incluirian los linajes C 'y D
descritos por Maia da Silva et al., 2004; Da Silva et al.,, 2004 y las cepas
KP1(+) los linajes Ay B. Por tanto, las cepas KP1(+) podrian estar asociadas
también a los insectos del género Rhodnius de la linea evolutiva Brethesi.
Resultado que estaria de acuerdo con el origen radial de las lineas evolutivas
del vector Rhodnius en la selva Orinoco-amazonica, en tres lineas evolutivas
(grupo Brethesi, grupo Prolixus y grupo Pallescens) (Dujardin et al., 1999), en
donde la especie ancestral portaria el minicirculo KP1, el cual se perdié en
las cepas de T. rangeli asociadas a la linea evolutiva Pallescens durante el
proceso de especiacion, contrario a lo ocurrido con las cepas de T. rangeli
asociadas a las lineas evolutivas Brethesi y Prolixus. Es importante
mencionar la ausencia del minicirculo KP1 en las cepas aisladas de Santa
Catarina al sur de Brasil, las cuales al estar circulando en un ambiente
confinado a la isla, podrian haber perdido el minicirculo KP1 en un evento
independiente no relacionado al sucedido con las cepas de la linea
Pallescens. Por tanto, estas cepas de T. rangeli aisladas geograficamente,
co-evolucionaron con especies simpatricas presentes en la isla, evidenciado
por el hecho de que la cepa SC-58 (KP1(-)) aislada de Santa Catarina es
capaz de invadir glandulas salivales del vector Rhodnius domesticus (linea
Prolixus) (Machado et al., 2001).

Los hallazgos reportados para el gen hsp70 apoyan también la hipotesis de

evolucion clonal o especiacion de las cepas de T. rangeli en los dos grupos
filogenéticos bien constituidos, KP1(-) y KP1(+) (Vallejo et al., 2003), los
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cuales se encuentran estrechamente relacionados y en un largo proceso de
co-evolucion con las lineas evolutivas del vector Rhodnius (Prolixus,
Pallescens y Brethesi) (Vallejo et al., 2009; Maia da Silva et al., 2007; Urrea
et al., 2005), consolidado con la reciente evidencia del descubrimiento de un
factor tripanolitico presente en la hemolinfa de R. prolixus, el cual actla
contra las cepas KP1(-) y determina la actividad vectorial del insecto (Pulido
et al., 2008). Es de anotar que Vallejo et al., 2007 reportaron que la distancia
genética entre ambos grupos de T. rangeli es similar a la existente entre

especies diferentes.

Por otra parte, la asociacion encontrada de los grupos reportados del
pardsito con los diferentes marcadores moleculares evaluados
(ausencia/presencia del minicirculo KP1, gen mini-exén, gen del ARN
ribosomal 24Sa y polimorfismo Sphl del gen hsp70, entre otros) confirman la
ausencia de flujo génico entre los grupos de T. rangeli, asi como un fuerte

desequilibrio de ligamiento entre ellos (Maia da Silva et al., 2007).

Dado el hecho de que cada especie de Rhodnius ejerce una seleccién sobre
las cepas de T. rangeli que transmite, generando sub-poblaciones del
pardsito con claras diferencias genotipicas al interior de los dos grandes
grupos de T. rangeli (Vallejo et al., 2009; Marquez et al., 2007; Vallejo et al.,
2007), se hace necesario evaluar un mayor nimero de cepas pertenecientes
a ambos grupos del parasito procedentes de diferentes vectores y origenes
geograficos, asi como también buscar marcadores adicionales que permitan

una mayor resolucion al interior de los grupos establecidos del parasito.

En conclusion, el polimorfismo de restriccion en la region carboxilo-terminal

del gen hsp70 entre las cepas KP1(-) y KP1(+) de T. rangeli permitié
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diferenciar éstas sub-poblaciones del parasito, constituyendo asi el primer
marcador diferencial proteico de estas poblaciones.

7.3 Analisis de la variabilidad de la regién codificante de los genes

hsp70 de T. rangeli

Adicional a los polimorfismos observados entre los grupos de T. rangeli en el
gen hsp70, en cuanto al tamafio de la region codificante y patrén de
restricciébn, se observaron igualmente polimorfismos de restriccibn en la
regién codificante entre las copias de una misma cepa de este parasito. Es
asi como para la cepa Tre se encontraron 3 copias diferentes siendo la copia
1 la mas divergente de todas. Para la cepa H14 se encontraron 2 copias que
aun cuando son diferentes mostraron mayor identidad entre ellas, respecto a
las copias de la cepa Tre. Variabilidad entre los genes hsp70 de una misma
cepa habia sido reportada en T. cruzi, cepa Maracay para la enzima Pwull
(Requena et al., 1988). Es de resaltar que estos polimorfismos en la mayoria
de los casos no generan cambios en la secuencia de aminoécidos, debido a

la degeneracion del cédigo genético.

Diferencias entre las copias de un mismo gen en T. rangeli han sido
reportadas también para los genes que codifican la proteina KMP-11 (Diez et
al., 2005), en los cuales de manera similar a lo ocurrido en la cepa Tre, se
encontré una copia del gen kmp-11 altamente divergente de las otras copias
génicas (Diez et al., 2005). A pesar de lo anterior, la copia 1 del gen hsp70
en la cepa Tre conserva el patron de restriccion Sphl del grupo KP1(-) de T.

rangeli.

En conclusion, a pesar del alto grado de conservacién observado en la
organizacién gendmica de los genes hsp70 entre las cepas Tre y H14 de T.
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rangeli y aun entre los tripanosomas, estos genes presentan un grado de
variabilidad a nivel de la secuencia de nucleétidos, entre cepas de una
misma especie y aun entre copias de una misma cepa, como lo evidencian
los analisis de restriccion. Divergencias genotipicas también observadas en
los genes altamente conservados, codificantes para la proteina histona H2A
(Suarez et al., 2007; Cuervo et al., 2006) y la KMP-11 (Diez et al., 2005). Sin
embargo, gran parte de dicha variabilidad en la secuencia de nucleétidos,
tanto en la regidbn amino-terminal (dominio ATPasa) como en la region
carboxilo-terminal (dominio chaperona) de la proteina HSP70 no se traduce a
la secuencia de aminoacidos, confirmando el hecho de que es una proteina
altamente conservada y se considera constituye una de las familias de genes

mas conservados a lo largo de la escala evolutiva.

7.4 Andlisis de la region intergénica de los genes hsp70 de T. rangeli

En tripanosomatidos, dadas las caracteristicas de maduracion del transcrito
policistronico y de regulacién post-transcripcional de la expresion génica, las
regiones intergénicas constituyen un blanco interesante de estudio. El
analisis de la region intergénica secuenciada para los genes hsp70 de las
cepas Tre y H14 mostré que dicha regidn se encuentra bastante conservada
entre las copias de la cepa H14, mientras que en la cepa Tre presenta un
mayor grado de variabilidad observandose varias inserciones/delecciones
entre las copias, entre ellas la insercidén/deleccién del trinucledtido TAA
(Figuras 53 y 54). Un polimorfismo similar, la insercibn de 34 pb de una
repeticion TAA, fue observado entre las regiones intergénicas de los genes
hsp70 organizados en tdndem de T. brucei (Glass et al., 1986); asi mismo,
este polimorfismo habia sido reportado para la regidon intergénica de los
genes hsp70, entre las cepas Peru y Maracay de T. cruzi (Engman et al.,

1989). En T. cruzi, esta repeticion TAA, también ha sido reportada en la
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region intergénica de los genes hsp60 y hsp83 (Lee, 1998), sin embargo, si
esta repeticion tiene alguna funcion dentro de las regiones intergénicas de
los genes hsp, aun no ha sido reportado.

Similar a lo encontrado para la region intergénica de la cepa H14; en T.
brucei, se ha reportado que a pesar de la insercion del trinucleétido TAA en
una de sus regiones intergénicas, estas se consideran altamente
conservadas entre ellas (Glass et al., 1986). Asi mismo, en L. infantum la
region intergénica, entre las copias del gen hsp70 difieren sélo a nivel de la
region 3'UTR del gen 6 (3'UTR-II), el dltimo del tAndem (Folgueira et al.,
2005; Quijada et al., 1997).

En sintesis, las regiones intergenicas de los genes hsp70 de T. rangeli
analizadas, sugieren que al igual que los otros tripanosomas, este parasito
conserva un solo tipo de region tanto 5° como 3" UTR, indicativo de la
presencia de un mecanismo de regulaciébn génica comun para todas las

copias de la agrupacion.

Por otra parte, y al hacer un andlisis de la secuencia encontrada entre las
copias del gen hsp70 de T. cruzi (Tc00.1047053511211.160 vy
Tc00.1047053511211.170), reportadas en la base de datos de su genoma

(www.genedb.org), se encuentra que la region intergénica de dichos genes

tiene un tamafo de 412 pb. Asi mismo, la regidn intergénica en T. brucei
posee un tamafno de 476 pb (Hausler & Clayton, 1996; Lee & Van Der Ploeg,
1990), muy similar a lo encontrado para los genes de T. rangeli. Pero
contrario, a lo reportado para estos genes en varias especies de Leishmania,
en las cuales la region intergénica posee un tamafio mayor, siendo de 1.415
pb en L. major (Dresel & Clos, 1997), de 1.653 pb en L. infantum (Quijada et
al.,, 1997) y 1.367 pb en L. braziliensis (tamafio deducido del analisis de su
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genoma, www.genedb.orq). Dicha diferencia en los tamafios de la region
intergénica de los genes de tripanosomas y leishmanias ha sido igualmente
observada para los genes KMP-11 (Diez et al., 2005), sugestivo de diferentes
mecanismos de regulacion de la expresion de los genes hsp70 entre estos

tripanosomatidos.

De acuerdo con el tamafio de las regiones codificantes (aproximadamente
2.000 pb) e intergénica (aproximadamente 480 pb) y mediante ensayos de
“Northern blot”, en este estudio se observd que los genes hsp70 en ambas
cepas del parasito T. rangeli originan un uanico transcrito de 2.300
nucleétidos, similar a lo reportado para estos genes en T. cruzi y T. brucei
(Klein et al., 1995).

Vale la pena resaltar que en la region intergénica de los genes hsp70 de T.
rangeli fueron identificadas, de manera hipotética, todas las secuencias
necesarias para el correcto procesamiento post-transcripcional del transcrito
hsp70, consistentes en 7 sitios aceptores del “splice-leader”, el tracto de poli-
pirimidinas que los precede y un sitio sefial de poli-adenilaciéon (Figura 56),

resultados que concuerdan con los hallazgos antes mencionados.

Por su parte, las regiones 5’"UTR y 3"UTR hipotéticas de los genes hsp70 de
T. rangeli mostraron un tamafio similar al reportado para estas mismas
regiones en T. brucei (Hausler & Clayton, 1996; Lee & Van Der Ploeg, 1990)
y T. cruzi (X07083), pero divergentes de los reportados en varias especies de
Leishmania, en donde han sido reportadas regiones 5"UTR mas grandes y
como se mencion0 anteriormente dos tipos de regiones 3 UTR,
diferencialmente reguladas bajo condiciones de choque térmico (Quijada et
al., 1997).
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Es interesante la diferencia observada respecto al tamafio de la region
3'UTR, 5'UTR vy region intergénica entre los genes hsp70 repetidos en
tandem de tripanosomas y leishmanias, dado el papel que cumplen dichas
regiones en la regulacion de la expresion a nivel post-transcripcional de los
genes hsp70. En Leishmania se ha postulado que proteinas muy
conservadas han adquirido diversos perfiles de expresion gracias a la re-
estructuracion de las regiones flanqueantes de los genes, reforzando la idea
de la importancia de la region 3’'UTR para la regulacién de la expresion de
cualquier gen a través de mecanismos post-transcripcionales (Jackson et al.,
2006; Bartholomeu et al., 2002). En L. infantum, L. major, L, tropica, L.
mexicana y L. amazonensis ha sido reportada la presencia de una region
3'UTR-Il, presente en el ultimo gen del tindem del locus hsp70, divergente
en secuencia respecto a la regiéon 3'UTR-I de los otros genes. Esta region
3’"UTR-II, se encuentra involucrada en la acumulacion del ARNm hsp70 bajo
condiciones normales y de estrés térmico y en la traduccién del mismo bajo
condiciones de estrés térmico (Folgueira et al., 2006; 2005). Mientras que en
tripanosomas, hasta ahora, una region 3’"UTR divergente entre las copias del
locus hsp70 no ha sido reportada; a pesar que en T. brucei se sabe que la
regiéon 3’"UTR de los genes hsp70 se encuentra asociada con un aumento en
la estabilidad del ARNm (Lee, 1998).

Es importante anotar que la expresion diferencial de los genes hsp70
constitutivos e inducibles en tripanosomas, parece estar dada por la
transcripcion de genes diferentes. En T. brucei se ha visto que el ARNm del
gen hsp70-1 (divergente en su secuencia de aminoacidos y region 5’UTR
respecto a los genes arreglados en tandem), el cual es constitutivamente
expresado, no se afecta por estrés térmico, mientras que el ARNm de los
genes hsp70 2 a 6, el cual ademas de ser mas abundante y estable a

condiciones normales, es sensible a la temperatura (Lee, 1995; Lee & Van

170



Discusion

Der Ploeg, 1990; Lee et al., 1990). De igual forma, en T. cruzi, se han
observado diferentes isoformas de la proteina HSP70, las cuales son
diferencialmente expresadas bajo condiciones normales y de estrés térmico,
dichas isoformas han sido asociadas con la transcripcion de genes hsp70
similares (Giambiagi et al., 1996; Requena et al.,, 1992). Evidencia de
isoformas constitutivas e inducibles de la proteina HSP70 codificadas por
genes diferentes pero homologos han sido reportadas en Drosophila y S.
cerevisiae (Lindquist & Craig, 1988).

Por otra parte, en eucariotes superiores se ha visto que la induccién de la
expresion de los genes hsp70 bajo condiciones de estrés celular, es regulada
a nivel transcripcional y resulta de la unién de factores de transcripcion
asociados a choque térmico (HSF) a secuencias especificas dentro de la
region promotora de dichos genes (Linquist & Crag, 1988). En T. brucei, a
pesar de que el locus hsp70 esta permanente activo y que el choque térmico
no estimula la transcripciéon de dichos genes en las formas prociclicas del
parasito, y que por tanto la expresién de dicho gen bajo condiciones de
estrés debe ser regulada a nivel post-transcripcional (Lee, 1998; Lee, 1995);
se ha visto la presencia de dos secuencias relacionadas con las secuencias
de unién de HSF de eucariotes superiores ubicadas corriente arriba del sitio
aceptor del “trans-splicing” de los genes hsp70 (Glass et al., 1986).
Igualmente, dos secuencias probables de union a HSF también han sido
reportadas en los genes hsp70 de L. major (Lee et al., 1988) y una en la
region intergénica del gen hsp70 de T. cruzi (X07083). Sin embargo, aun no

existe evidencia de la posible funcion de estas regiones.
Al realizar una busqueda de dichas secuencias en la regién espaciadora de

la region intergénica (ubicada entre las regiones 3'UTR y 5°UTR del gen) de
los genes hsp70 de T. rangeli, se observd la presencia de una region, que
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presenta un alto grado de conservacion respecto a la secuencia consenso de
union de los HSF (CNNGAANNTTCNNG), requerida para la activacion
transcripcional de los genes hsp70 de Drosophila (Topol et al., 1985). Al igual
que en T. brucei (Glass et al., 1986), la secuencia de union de T. rangeli
presenta 5 nuclebtidos conservados respecto a los 8 nucleotidos
conservados de la secuencia consenso, ademas es altamente conservada
entre las cepas Tre y H14 y es capaz de formar la estructura palindromica
requerida (Figura 77). Todos estos hallazgos plantean preguntas interesantes
sobre los mecanismos de regulacion involucrados en la expresion de los
genes hsp70 de tripanosoméatidos, dado que ha sido reportado que la
regulacion de la expresion de dichos genes ocurre a nivel post-transcipcional,
por lo cual se hace interesante la busqueda de factores que puedan estar
asociados a la expresion de los genes hsp70, tanto a nivel del ADN como de
las regiones 5’UTR y 3'UTR, ademas, explorar la pérdida o ganancia de
mecanismos de regulacion y expresion génica en tripanosomatidos que sean

potencialmente diferentes a los de eucariotas superiores.

Finalmente, se puede decir que la region intergénica de los genes hsp70 de
T. rangeli presentdé todas las secuencias necesarias para Su correcto
procesamiento. Ademas, mostré ser bastante conservada en cuanto a su
tamafio entre tripanosomas pero bastante divergente respecto a las
reportadas en varias especies de leishmanias, lo cual podria ser un indicativo
de procesos diferentes en la regulacion de la expresidn entre estos

tripanosomatidos.
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IR TRE-Copia2 TTTGCACACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCC
IR TRE-Copia3 TTTGCACACACCTCACTTTTATTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCC
IR Hl14-Copia2 TTTGCACACGCCTCACTTTTCTTGGCTTCTCTTTTCTCCTGCGCTGCGGGCTGCGCC
IR T.cruzi CG GCTTCCTTTCCTCCTTTCTCCCCCGCTCCTCCGCCGTGTGCCACGGAGCACGCC

Figura 77. Alineamiento multiple de las secuencias de nucleétidos de la regién
intergénica de los genes hsp70. Secuencia de nucleétidos de las regiones espaciadoras
de la region intergénica, (sin incluir region 3’'UTR y 5'UTR) de los genes hsp70 de T. rangeli,
T. cruzi y T. brucei. Los guiones significan inserciones/delecciones y los numeros indican la
posicién de los nucleétidos en la secuencia. Subrayado y en negro se indica los posibles
sitios de union de HSF identificados en el gen hsp70 de T. brucei (Glass et al., 1986) y un
cuadro rojo indica los hallados en la secuencia de T. rangeli.

7.5 Proteina HSP70 de T. rangeli

Al realizar el analisis de la secuencia de aminoacidos predicha de la proteina
HSP70 para todas las copias génicas de la cepa Tre y H14, se encontré que
algunos de los polimorfismos en la secuencia de nucleétidos del gen, tanto
en su patron de restriccion como en el tamafio de la region codificante, se
traducen a la secuencia de aminoacidos, encontrandose la principal
diferencia a nivel del extremo carboxilo-terminal de la proteina HSP70. Una
repeticion MPGG, la cual varia en numero entre las copias génicas de una
misma cepa, encontrandose 14, 6 y 8 repeticiones MPGG en las copias 1, 2
y 3 de la cepa Tre, respectivamente y 8 y 7 repeticiones en las copias 1y 2
de la cepa H14 (Tabla 4). Dicha diferencia en el nimero de repeticiones

MPGG en la copia 1 de la cepa Tre respecto al resto de copias génicas del
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gen hsp70 de Tre y H14 es la responsable de la alta divergencia encontrada

para esta copia en particular.

Esta repeticion MPGG en el dominio carboxilo terminal de la proteina HSP70
también ha sido reportada en la proteina PfHsp70-I, la principal chaperona
citosolica del estadio eritrocitico de Plasmodium falciparum (Acharya et al.,
2007; Matambo et al., 2004), la cual se ha visto es un epitopo timo
independiente en la proteina HSP70 del parasito (Kumar & Zheng, 1998) y es
reconocida por sueros de pacientes infectados (Krautz et al., 1998). Asi
mismo, esta repeticién ha sido reportada en la HSP70 de varios nematodos,
entre ellos, Wuchereria bancrofti (Ravi et al., 2004), Brugia malayi (Rothstein
& Rajan, 1991), Schistosoma japonicum y Schistosoma mansoni (Hedstrom
et al., 1988), donde se ha visto es igualmente antigénica. Por otra parte, un
dominio similar GGXP (X, cualquier aminoacido alifatico) ha sido reportado
en la isoforma constitutiva Hsc70 a través de los vertebrados (Wu et al.,
2001). Sin embargo, la importancia de estos motivos en la proteina HSP70
aun no es clara (Acharya et al., 2007). Adicionalmente, se encontré que la
repeticion es exclusiva de la familia de genes paralogos HSP70-A (Folgueira
& Requena, 2007; Simpson et al., 2004), la cual se extiende a la familia de

proteinas HSP70 de la familia Bodonidae.

Por otra parte, la proteina HSP70 de T. rangeli presentd todos los motivos
caracteristicos de las proteinas HSP70, un dominio de la superfamilia de las
ATPasas, el cual mostr6 ser altamente conservado con sus ortélogos de
otros tripanosomas (95,9 %) y un dominio de union a péptidos menos
conservado (91,5 %). Como se esperaba, la mayor identidad se presento en
su extremo amino terminal, dada la alta conservacion de esta regién por su
funcion ATPasa (Fink, 1999).

174



Discusion

Asi mismo, el motivo EEVD en la region carboxilo-terminal, el cual es
altamente conservado en las HSP70 y HSP90 citosolicas de los eucariotas
fue identificado en la proteina HSP70 de T. rangeli. Se sabe que la
interaccion HSP70/90 es requerida para la correcta regulacion del
plegamiento y conformacion de una variedad de proteinas involucradas en
los procesos de transduccion de sefial y regulacion del ciclo celular (Young et
al.,, 2001). Para lograr el correcto plegamiento el complejo HSP70/90
interactia con una variedad de co-factores, los cuales contienen una
repeticion denominada TRP (tetratricopéptido) que interactia con el complejo
HSP70/90 a través del motivo EEVD (Brinker et al., 2002; Wu et al., 2001).

Por otra parte, el analisis de las caracteristicas fisico-quimicas de las
proteinas HSP70 de T. rangeli mostr6 que cada una de las copias del gen
codifica una proteina con peso molecular (entre 72,2 y 74,2 kDa) y punto
isoeléctrico (entre 5,32 y 5,48) diferente. La existencia de isoformas de la
proteina HSP70 habia sido previamente reportada en epimastigotes de la
cepa CL y Maracay de T. cruzi, en la cual, mediante estudios de
electroforesis en dos dimensiones se encontraron 8 y 9 isoformas de la
proteina HSP70, respectivamente, las cuales fueron diferencialmente
reguladas luego de choque térmico (Giambiagi et al., 1996; Requena et al.,
1992). En consecuencia es posible que en T. cruzi la existencia de diferentes
isoformas de la proteina HSP70 se deba a la transcripcién de genes hsp70

polimorficos (Giambiagi et al., 1996).

En conclusion, la proteina HSP70 de T. rangeli presenta todos los motivos
caracteristicos de esta familia de proteinas y se encontr0 es altamente
conservada entre los grupos KP1(-) y KP1(+) del parésito, a pesar de estar

codificada por varias unidades génicas, las cuales presentan polimorfismos
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en el tamafo de la region codificante y patron de restriccidn entre cepas y

aln entre copias de una misma cepa.

7.6 Relaciones filogenéticas entre tripanosomatidos mediante el uso de
la proteina HSP70

Andlisis filogenéticos realizados con las secuencias de la proteina HSP70 de
T. rangeli y todas las reportadas, hasta hoy en la base de datos de GenBank

(www.nchi.nlm.nih.gov) y GeneDB (www.genedb.org) soportaron los 5 grupos

de proteinas HSP70 inicialmente propuestos (Folgueira & Requena, 2007;
Simpson et al., 2004) y ubicaron las proteinas HSP70 de T. rangeli en el
grupo de proteinas HSP70-A, las cuales son de localizacion citoplasmatica
(Figura 60). Es importante anotar que al aumentar el nUmero de secuencias
incluidas en el analisis se evidencié que el grupo de genes HSP70-A
constituye un grupo hermano del grupo HSP70-B, a diferencia de lo
reportado por Simpson et al., 2004. Ademas, se sugiere que el evento de
duplicacién génica HSP70-A/B ocurrio antes de la divergencia entre los

euglenozoa.

Por otra parte, es interesante que al interior de cada uno de los grupos de
proteinas HSP70, se observdO una clara diferencia entre los géneros
Trypanosoma y Leishmania. Un andlisis detallado del grupo de proteinas
HSP70-A de leishmanias mostr6 que dichas secuencias agrupan en dos
clados diferentes las especies del sub-género Viannia y del sub-género
Leishmania, ademas de diferenciar entre especies y aun entre cepas de una
misma especie (Figura 67). Para los tripanosomas dicho grupo de proteinas
igualmente permiti6 diferenciar entre tripanosomas americanos Yy
tripanosomas africanos. Es de resaltar que T. rangeli en todos los analisis se

ubica en el grupo de los tripanosomas americanos, mas cercano a T. cruzi
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que a T. brucei. Adicionalmente, se observa una clara diferencia entre
tripanosomatidos y bodoninos. Es importante el hecho de que al interior de
los grupos de proteinas HSP70 se observan posibles procesos de
duplicacién génica, indicativos de que el grupo de genes hsp70 de
tripanosomatidos, al igual que lo reportado para esta familia en humanos
(Brocchieri et al., 2008), esta caracterizado por una marcada diversidad
evolutiva producto de multiples eventos de duplicacion génica. Finalmente, el
grupo de proteinas HSP70 evidencid el caracter monofilético de
tripanosomas y leishmanias, ademas del caracter monofilético de los

tripanosomatidos.

Andlisis filogenéticos han identificado 4 grupos monofiléticos de proteinas
HSP70 en eucariotas, cada uno con una localizaciéon intracelular comdn
(Gupta et al., 1994). En eucariotas superiores, el grupo de proteinas
citoplasmaticas se encuentra constituido por multiples miembros, cada uno
con una funcién celular especializada, el constituido por las proteinas HSP70
de expresién constitutiva y el constituido por las formas inducibles, los cuales
presentan alta identidad en su secuencia de aminoacidos (Dworniczak &
Mirault, 1987). Teniendo en cuenta que en tripanosomas la expresion
diferencial de los genes hsp70 constitutivos e inducibles parece estar dada
por la transcripcion de genes diferentes (Giambiagi et al., 1996; Lee, 1995;
Requena et al., 1992) y que se han identificado 3 grupos de proteinas HSP70
citoplasmaticas (HSP70-A, B y C) (Simpson et al., 2004), se revisO en la
literatura si los grupos de proteinas HSP70 de tripanosomas se encuentran
asociados con proteinas diferencialmente expresadas bajo condiciones
normales y de estrés térmico. En T. brucei el gen HSP70-1 (Tbh11.01.3080),
el cual se encuentra retirado del cluster HSP70 por aproximadamente 6 kb y
gue ha sido reportado ser constitutivamente expresado y que no se afecta
por estrés térmico (Lee, 1995; Lee & Van Der Ploeg, 1990; Lee et al., 1990),
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pertenece al grupo de proteinas HSP70-C, mientras que el gen HSP70-4
(Th11.01.3110), el cual pertenece a el grupo de genes hsp70 arreglados en
tandem y sensible a la temperatura (Lee, 1995; Lee & Van Der Ploeg, 1990;
Lee et al., 1990), pertenece al grupo de proteinas HSP70-A. De manera
interesante el analisis de la organizacion de dichos genes en el genoma de T.

cruzi (www.genedb.org) mostr6 que de las 3 copias del gen hsp70

localizadas en el mismo conting, dos pertenecen a la familia de proteinas
HSP70-A (Tc00.1047053511211.170 y Tc00.1047053511211.160) y se
encuentran unidas, una detrds de otra, mientras que la tercera copia
perteneciente a la familia HSP70-C (Tc00.1047053511211.220), se
encuentra alejada por aproximadamente 10.000 pb (Figura 76).
Adicionalmente, un analisis comparativo entre las regiones 5’UTR y 3'UTR
de los genes codificantes de las proteinas de la familia HSP70-A de T. cruzi
(Tc00.1047053511211.170 y Tc00.1047053511211.160) y T. brucei
(Th11.01.3110) respecto a éstas mismas regiones de los genes codificantes
de las proteinas de la familia HSP70-C de T. cruzi
(Tc00.1047053511211.220) y T. brucei (Tb11.01.3080) mostraron una alta
divergencia entre sus secuencias. Con lo anterior, sumado a la importancia
qgue tienen las proteinas HSP70 para los organismos digenéticos en la
adaptacion del parasito al nuevo ambiente (Paba et al., 2004; Bente et al.,
2003; Maresca & Kobayashi, 1994; Shapira et al., 1988) y al poco
conocimiento existente de los mecanismos involucrados en la regulacion de
la expresion de los genes hsp70 bajo condiciones normales y de choque
térmico en tripanosomas, vale la pena ahondar en estudios que lleven a
dilucidar el papel de las regiones UTR en la expresion diferencial en
tripanosomas, igual a lo reportado para otros eucariotas como Drosophila y
S. cerevisiae (Lindquist & Craig, 1988).
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En sintesis, en tripanosomas, al igual que lo ocurrido en eucariotas
superiores el grupo de proteinas citoplasméticas se encuentra constituido por
multiples miembros, cada uno con una funcion celular especializada. Las
proteinas HSP70-C parecen constituir el grupo de proteinas de expresion
constitutiva, mientras que las proteinas HSP70-A constituirian el grupo de
proteinas sensibles a temperatura, continuando la funcién del grupo de

proteinas HSP70-B aun sin dilucidar.

Por otra parte, la posicion taxonémica de T. rangeli y su relacion evolutiva se
mantiene controversial. T. rangeli fue ubicado dentro del sub-género
Herpetosoma, con los tripanosomas pertenecientes a la seccidn Estercoraria,
debido a la similitud de sus formas sanguineas con las de otros miembros del
grupo (Hoare, 1972); pero T. rangeli a diferencia de los miembros de esta
seccion, entre los cuales se encuentra T. cruzi, se transmite principalmente
mediante la picadura del vector, como se observa en las especies tipicas de
la seccion Salivaria. Sin embargo, T. rangeli presenta caracteristicas
biolégicas que no son compatibles con la descripcion de los Salivaria
(Grisard, 2002).

Adicionalmente, analisis basados en datos moleculares, ITS ribosomales,
SSU rRNA (Da Silva et al., 2004), la secuencia completa del ARNr 5,8S
(Beltrame et al., 2005), genes codificantes para la proteina KMP-11 (Diez et
al., 2005) y la region intergénica del gen h2a (Puerta et al., 2009; Suarez et
al., 2007; Cuervo et al., 2006), asi como los observados con la proteina
HSP70 muestran que T. rangeli constituye siempre un clado bien soportado,
el cual se encuentra mas proximo filogenéticamente a las especies de la
seccion Estercoraria (T. cruzi) que a las de la seccion Salivaria (T. brucei y T.

vivax).
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La nueva evidencia molecular soporta a T. rangeli como una especie
relacionada a la seccion Estercoraria, pero dadas las caracteristicas
bioldgicas Unicas de la especie y teniendo en cuenta que existe evidencia
que soporta una evolucion diferente entre las especies pertenecientes a
ambas secciones (Stevens et al., 1998) se propone considerar la re-
clasificacion de T. rangeli dentro de un nuevo sub-género, el Tejeraia, como

habia sido inicialmente propuesto por Afiez, 1982.

En conclusion, las aproximaciones filogeneticas realizadas confirman por una
parte, el caracter monofilético de los tripanosomas y las leishmanias,
ademas, de la cercana relacion evolutiva existente entre T. rangeli y T. cruzi.
Ubicando a T. rangeli siempre en un clado independiente y altamente

soportado.

El correcto entendimiento de las relaciones evolutivas entre los eucariotas y
en particular entre los organismos parasitos permitira predecir mecanismos
de virulencia, reconstruir vias metabdlicas, identificar blancos potenciales de
farmacos, elucidar procesos celulares especificos del parasito y entender la
interaccidn con el hospedero y el vector (Dacks et al., 2008). En este sentido
T. rangeli constituye un modelo biologico atractivo para el estudio de la

biologia y patogenicidad de T. cruzi.

7.7 Respuestainmune y HSP70

Adicional a su funciébn como chaperonas celulares, las proteinas de choque
térmico han sido implicadas en procesos de reconocimiento y presentacion
antigénica e inmunidad a tumores. También se ha visto que estas proteinas
por si mismas son capaces de estimular la produccién de citocinas y activar

células presentadoras de antigenos (Asea et al., 2000; Tsan & Gao, 2004).
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De tal forma que diversas evidencias apuntan hacia la participacion de las
proteinas HSP70 en la respuesta inmune frente a patdgenos, tanto en
inmunidad innata y adquirida (Tsan & Gao, 2004; Srivastava, 2002), como en

el desarrollo de procesos autoinmunes.

En relacion a presentacion antigénica, las HSP del citosol, tales como la
HSP70 y HSP90 unen péptidos antigénicos generados dentro de la célula a
través de su dominio de union a péptidos, los cuales entran a hacer parte de
la via endogena de presentacibn antigénica al complejo mayor de
histocompatibilidad (MHC) clase | a través del proceso de “cross-
presentation” (Li et al., 2002). Los péptidos que son tomados por las HSP y
liberados extracelularmente o el complejo péptido-HSP constituido in vitro
son tomados por las células presentadoras de antigenos via receptores
CD91, LOX1, CD36 y CD40, lo que resulta en una nueva presentacion por
moléculas MHC (Delneste et al., 2002; Panjwani et al., 2002; Basu et al.,
2001; Wang et al., 2001). Esta capacidad de las HSP para unir péptidos
antigénicos y entregéarselos a las células presentadoras de antigenos (APC)
es la base de su funcién en la generacion de una respuesta de linfocitos T
especificos del péptido. Sin embargo, el rol fisiolégico de las HSP en la
presentacion antigénica, particularmente la “cross-presentation” se mantiene

controversial (Javid et al., 2007).

A pesar que el papel que cumplen las HSP en inmunidad a patdégenos no
estd completamente entendido, se cree que estas proteinas sirven como un
importante mecanismo de defensa contra agentes infecciosos. De hecho, la
respuesta inmune a HSP ha sido observada en enfermedades infecciosas
causadas por bacterias, protozoos, hongos y nematodos. Estas proteinas
inducen una fuerte respuesta humoral y celular en numerosas infecciones. Al

menos dos factores se ha visto contribuyen al hecho de que las HSP
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representen antigenos inmunodominantes en un amplio espectro de
infecciones. Primero, estas proteinas son muy abundantes en los patégenos,
especialmente bajo condiciones de estrés y segundo, la memoria
inmunologica generada contra los determinantes antigénicos conservados
entre las HSP de distintos organismos generan reactividad cruzada. La
constante re-estimulacién por encuentros subsecuentes con organismos de
diferente grado de virulencia hace que el individuo luego de la infeccion con
un patégeno mas virulento alerte el sistema inmune rapidamente para que
reaccione contra la infeccion, antes de que se de la respuesta inmune

especifica frente al patégeno (Zugel & Kaufmann, 1999).

Por otra parte, Asea et al.,, 2000 demostraron una nueva funcion para la
proteina HSP70, como chaperona y citocina, acufiando el término
“chaperoquina” para referirse a la funcién doble de esta proteina. Este efecto
citocina de las HSP se ha visto es Unico y no requiere la asociacion a
péptido, hidrolisis de ATP, co-factores ni el ensamblaje de un complejo
proteico (Tsan & Gao, 2004b). Estas “chaperoquinas” funcionan como
potentes inductores del sistema inmune innato al inducir la produccion de
citocinas proinflamatorias (TNF-o, IL-1, IL-6, IL-12 y oxido nitrico) y
guimoquinas por parte de los monocitos, macréfagos y células dendriticas,
adicionalmente son capaces de inducir la maduracién de células dendriticas
(Tsan & Gao, 2004). Recientemente ha sido reportado que el efecto citocina
de las HSP es mediado por receptores tipo Toll (TLR4) (Vabulas et al., 2002)
y que la activacion de las células dendriticas depende principalmente de la
presencia de TLR4 y TLR2 funcionales (Asea et al., 2002). Teniendo en
cuenta lo anterior, Tsan & Gao et al., 2004 recientemente han controvertido
el papel de las HSP como inductores de la respuesta inmune innata,

sugiriendo que la activacion de las APC es generado por otras moléculas no

182



Discusion

HSP o por lipopolisacaridos contaminantes. Adicionalmente, Wanger et al.,
2006 reportaron que las HSP potencian la actividad biolégica del LPS y
sugieren que la unién HSP-LPS es un mecanismo naturalmente presentado
en los organismos, por lo cual las HSP siguen siendo un mecanismo
importante en la generacién de una respuesta inmune innata y adaptativa

contra diferentes patdgenos.

En procesos autoinmunes, se ha visto que la HSP70 bacteriana es altamente
inmunogénica, capaz de inducir la produccidon de anticuerpos y activar
células T (Zugel & Kaufmann, 1999). Se ha visto que estos anticuerpos y las
células T generadas contra la HSP70 bacteriana son capaces de reconocer
la HSP70 de mamiferos como resultado de reactividad cruzada, generando
dafio a tejidos y causando reaccion inflamatoria, estando asi la HSP70
implicada en la patogénesis de varias enfermedades autoinmunes y

condiciones inflamatorias (Tsan & Gao, 2004).

Adicionalmente algunos reportes indican que algunas HSP de patdégenos
poseen propiedades modulatorias cuando se usan como “carriers” en
protocolos de inmunizacion (Rico et al. 1999), por lo que se han adelantado
estudios sobre el uso de la proteina quimérica conformada por la HSP70
fusionada a la proteina KMP-11, ambas de T. cruzi, los cuales han mostrado
que la proteina de fusion induce tanto inmunidad humoral como celular en
ratones; asi como también que es capaz de proteger los animales frente al
reto posterior con los parasitos luego de haber sido estos inmunizados con la

proteina quimérica (Planelles et al. 2002; 2001; Marafion et al. 2001).
Teniendo en cuenta las propiedades inmunoldgicas de las proteinas HSP, se

compararon las proteina HSP70 de T. cruzi y T. rangeli con el objetivo de

identificar la conservacion o no de los epitopos humorales y celulares
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reportados en la proteina de T. cruzi, como un primer paso para evaluar su

posible utilidad en protocolos de inmunizacion.

Este analisis mostré una alta conservacion en los epitopos, tanto humorales
como celulares, entre las proteinas de ambas especies, ademéas de que
éstos son iguales entre las HSP70 de las cepas H14 y Tre. Estudios
recientes han confirmado la existencia de reactividad serolégica cruzada
entre las formas epimastigotas de T. cruzi y T. rangeli, sefialando que dicha
reactividad cruzada es debida a la gran cantidad de antigenos solubles
mostrados por ambos parasitos, sin embargo, esta reactividad serolégica
cruzada disminuye cuando formas tripomastigotas de T. rangeli son usadas
en ensayos de inmunofluorescencia (IFA) frente a sueros de pacientes
chagasicos (De Moraes et al., 2008). Teniendo en cuenta que las proteinas
de choque térmico se expresan de forma constitutiva en todos los estadios
del parasito y de manera mas abundante en el momento de la infeccion al
hospedero mamifero, los hallazgos de este estudio indican que la proteina
HSP70 se encuentra involucrada en la reactividad inmunoldgica cruzada
entre estas dos especies de parasitos. La existencia de reactividad
inmunolégica cruzada entre T. rangeli y T. cruzi debido a su similaridad
antigénica constituye un problema para el diagndstico de la enfermedad de
Chagas, sin embargo, puede ser una herramienta a explorar en la induccion

de proteccion frente a la infeccion por T. cruzi.

Teniendo en cuenta lo anterior y la capacidad demostrada de la proteina
HSP70 de T. cruzi de inducir proliferacibn de esplenocitos de ratones
virgenes (Marafion et al., 2000a), se exploro dicha capacidad para la proteina
HSP70 de T. rangeli, observando que la proteina de T. rangeli al igual que lo
observado con la proteina de T. cruzi induce una rapida y fuerte proliferacion

de los esplenocitos de ratones virgenes, ademas de manera interesante se
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observo que la poblacién estimulada es del fenotipo de linfocitos T (LT)
CD4+.

Adicional a lo anterior, varios estudios han demostrado que la inmunizacion
de ratones y perros con epimastigotes de T. rangeli inducen una respuesta
protectiva frente al reto con cepas virulentas de T. cruzi (Basso et al., 2008;
2007; 2004; Palau et al., 2003), concluyendo que el efecto protector esta
basado en la alta similaridad antigénica entre estas dos especies (Basso et
al., 2007), por tanto, T. rangeli se constituye como un buen modelo para
direccionar el desarrollo de vacunas terapéuticas o profilacticas (De Moraes
et al., 2008). Sin embargo, la variabilidad antigénica entre las distintas
especies, sub-grupos del parasito, cepas y estadios de desarrollo debe ser
considerada (De Moraes et al., 2008), por lo cual se hace importante
continuar con la caracterizacion biologica y molecular de los aislados de T.

rangeli.

Por todo lo anterior y a pesar de que muchos antigenos evaluados en T.
rangeli (entre ellos la HSP70) se comportan de manera muy similar a los de
T. cruzi, de hecho mostrando epitopos celulares y humorales altamente
conservados entre las dos especies, es interesante seguir evaluando
proteinas de T. rangeli que puedan estar relacionadas con la generacién de
una respuesta inmune protectora mejor que la generada por los propios
antigenos de T. cruzi. En este sentido, es importante resaltar el hecho de que
sueros de pacientes chagéasicos croénicos reconocen una proteina de
aproximadamente 35 kDa de T. rangeli, la cual no se encuentra presente en
T. cruzi (De Moraes et al., 2008).

En conjunto los resultados de este trabajo, confirman la importancia de T.

rangeli como un modelo de aproximacion al estudio de T. cruzi y a la
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comprension de los mecanismos involucrados en el desarrollo de
patogenicidad de T. cruzi con miras a entender la relacion existente entre
estas dos especies que permitan el desarrollo de estrategias de inmunizacion

eficientes.
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8. CONCLUSIONES

La organizacion genomica del gen hsp70 de T. rangeli no presenta
diferencias significativas entre las cepas KP1(-) y KP1(+) analizadas y es,

ademas altamente conservada entre tripanosomas.

El polimorfismo de restriccion en la region 3" del gen hsp70 entre las
cepas KP1(-) y KP1(+) de T. rangeli permitio diferenciar éstas sub-
poblaciones del parésito, constituyendo asi el primer marcador diferencial
proteico de las dos grandes sub-poblaciones del parasito.

La region intergénica de los genes hsp70 de T. rangeli presento todas las
secuencias necesarias para su correcto procesamiento. Ademas, mostro
ser bastante conservada en cuanto a su tamafio, entre tripanosomas pero
bastante divergente respecto de las reportadas en varias especies de

leishmanias.

La proteina HSP70 de T. rangeli es altamente conservada entre los
grupos KP1(-) y KP1(+) de T. rangeli, a pesar de estar codificada por
varias unidades génicas, las cuales presentan polimorfismos en el tamafio
de la region codificante y patrén de restriccion entre cepas y aun entre

copias de una misma cepa.

Aproximaciones filogenéticas realizadas usando la proteina HSP70
confirman la cercana relacién evolutiva existente entre T. rangeli y T.
cruzi. Ademas, ubican a T. rangeli en un clado independiente y altamente

soportado con altos valores bootstrap.
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% Las proteinas HSP70 soportan el caracter monofilético de tripanosomas y

leishmanias.

% La proteina HSP70 de T. rangeli, al igual que lo previamente reportado
para la proteina de T. cruzi, indujo la proliferacion de esplenocitos de
ratones virgenes, entre los cuales indujo la proliferacion de la poblacion
de linfocitos T CD4+.
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9. RECOMENDACIONES

1. Profundizar en ensayos que lleven a dilucidar los mecanismos
involucrados en la regulacion de la expresion de las proteinas HSP70 de

tripanosomatidos bajo condiciones normales y de estrés celular.

2. Realizar ensayos inmunoldgicos comparando las proteinas HSP70 de T.
cruzi y T. rangeli tendientes a dilucidar su participacion en la infeccion
generada por estos tripanosomas y su posible utilizacion en protocolos de

inmunizacion.
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