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Resumen

Objetivo: dada Ia relevancia inmunolégica de la
region amino terminal de la proteina HSP70 de
Trypanosoma cruzi, asi como el hecho de que la
inmunizacion de ratones con Trypanosoma rangeli
protege a los animales contra la infeccion por T. cruzi,
el presente tfrabajo se centr6 en el aislamiento y
caracterizacion molecular del fragmento homélogo
en T. rangeli. Materiales y Métodos: ia regién amino
terminal del gen codificante para la HSP70 de T.
rangeli fue amplificada mediante PCR utilizando los
oligonucledtidos TrHSP70F/R2, disefiados con base
en la secuencia homdéloga de T. cruzi. El fragmento
amplificado fue purificado, clonado en el vector
pGEM®-T Easy (Promega) y secuenciado en un 373
Automatic DNA sequencer (Applied Biosystems). La
organizacion genomica de los genes HSP70 se
determiné mediante ensayos de "Southern blot" y
PFGE. Resultados: los genes HSP70 de T. rangeli
tienen un tamano aproximado de 2.400 pb, se
encuentran repetidos en tandem y se localizan en un
cromosoma de 1.030 y 1.090 Kb en la cepa H14,

KP1(+) y de 1.100 Kb en la cepa Tre, KP1 (-). La
secuencia de nucledtidos correspondiente a la region
amino terminal de la proteina tiene una identidad del
99% entre las cepas H14 y Tre de T.rangeliy del 94%
entre éstas y T. cruzi, preséntando ademas
polimorfismos para diversas enzimas de restriccion.
La secuencia de aminoacidos de dicha region entre
ambos parasitos tiene una identidad del 95 %.
Conclusiones: el exiremo amino teminal de las
proteinas HSP70 de T. cruziy T. rangeli guardan
una elevada identidad de secuencia lo que abre un
camino a la posible utilizacién de ta HSP70 de T.
rangeli en inmunoterapia. Asimismo y dado que en
esta regién se localizan epitopes B y T inductores
de respuesta inmune en pacientes chagasicos, la
HSP70 puede estar implicada en la reaccién
inmunoldgica cruzada entre estos parasitos.
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Introduccion

Trypanosoma rangeli es un protozoo parasito de
algunos insectos y animales en América Latina
(1,2). A pesar de que este parésito se considera no
patogeno para el hombre, su importancia radica en
que su presencia complica el diagndstico y la
epidemiologia de Trypanosoma cruzi, el agente
causal de la enfermedad de Chagas (3). Ademas
de compartir huéspedes y reservorios, estos
pardsitos son simpatricos, presentan estadios de
desarrollos morfologicamente parecidos vy
presentan reaccion inmunolégica cruzada (1-5).
Adicionalmente, diferentes esquemas de
inmunizacién de ratones con T. rangeli han
evidenciado que este parasito protege a los
animales frente al reto con cepas virulentas de T.
cruzi (6-9).

Por otra parte, las proteinas de choque térmico
(HSP) han sido encontradas en las células de todos
los organismos tanto procariotes como eucariotes,
siendo altamente conservadas en su secuencia de
aminoacidos, regulacién y funciones bioquimicas (10).
Entre ellas, las proteinas HSP70 son chaperonas
moleculares 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 endopldsmico y cloroplasto,
presentacion antigénica y desensamblaje de vesiculas
recubiertas de clatrina (11). Bajo condiciones de estrés
térmico o quimico, estas proteinas se inducen
transcripcionalmente y facilitan la renaturacion de las
proteinas denaturadas, confiriendo asi tolerancia al
estrés, que de otra manera seria letal para la célula
{(12). En parasitos, los genes HSP se inducen muy
pronto durante la infeccién y juegan un papel muy
importante en la adaptacion del parasito al nuevo
ambiente (13). Es asi como se han encontrado
proteinas HSP en el curso de varias infecciones
parasitarias, tales como aquellas producidas por
Leishmania, Trypanosoma, Plasmodium, Giardia,
Schistosoma y nematodos (14).

La proteina HSP70 de T. cruzi ha sido
ampliamente caracterizada tanto molecular como
bioquimicamente (15). Esta proteina es altamente
inmunogénica e induce una fuerte respuesta
humoral en pacientes chagasicos (16,17). Ademas,
tiene per se un singular efecto estimulador sobre
celulas de bazo y de ganglio de ratones naive, el
cual da lugar a una rapida e intensa estimulacion
de linfocitos T seguida de un proceso de

internalizacion de los receptores CD3+ y TCRab y
un proceso de apoptosis no dependiente de Fas/L,
mecanismos que podrian estar relacionados con
capacidad de generar memoria inmunologica (18).
Recientemente, también se ha observado que esta
proteina asi como también un fragmento interno
de la misma (192-433), es capaz de madurar células
dendriticas inmunologicamente funcionales (19).
Adicionalmente, la fusién de la HSP70 a la proteina
11 de membrana de kinetoplastidos (KMP-11)
induce tanto inmunidad humoral como celular en
ratones; asi como también es capaz de proteger
dichos animales frente al reto con los parasitos
luego de haber sido éstos inmunizados con dicha
proteina quimérica (20,21).

Dentro del anterior contexto, en este trabajo se
presenta la caracterizacion molecular parcial de los
genes codificantes para la proteina de choque
térmico HSP70 de Trypanosoma rangeli, con el fin
de aportar herramientas que ayuden en un futuro a
dilucidar la participacion de la proteina HSP70 no
sdlo en la reaccion inmunoldgica cruzada con T.
cruzi, sino también en el posible uso de esta
proteina en esquemas de inmunoterapia o
prevencion de la enfermedad de Chagas.

Meétodos

Obtencidn de los parasitos: Se trabajé con
formas epimastigotas de las cepas No.3 (MDID/CO/
87No.3, Pavia et al. 2003), Munanta (IRHO/CO/
85/Munanta, Pavia et al. 2003), Shubacbarina
(IRHO/CO/95Shubacbarina, Pavia et al. 2003) e Y
(MHOM/BR/00/Y, Pavia et al. 2003) de T. cruziy
de las cepas H14 (MHOM/Hond/H14, Pavia et al.
2003), Choachi (IRHO/CO/86/Choachi, Pavia et al.
2003), 5048 (MHOM/CO/99/5048, Pavia et al.,
2003), C23 (MAQT/CO/82/C-23, Pavia et al. 2003)
y Tre de T. rangeli (Pavia et al. 2003), gentilmente
donadas y caracterizadas mediante isoenzimas por
el Laboratorio de Parasitologia del Instituto Nacional
de Salud (INS) (23) y mediante PCR con los
cebadores S35/S36/KP1L por el Laboratorio de
Investigacion en Parasitologia Tropical de la
Universidad del Tolima (24). Los epimastigotes
fueron cultivados en medio REIl modificado
suplementado con 2 % de suero bovino fetal (SBF)
y 100 mg/ml de gentamicina, a 24 °C.

Disefio de iniciadores: los cebadores se disefaron
con base en la secuencia del extremo amino

Vol. 8 - 4, 2004

269




270

© Cuervo C., ET. AL

terminal de la proteina HSP70 de T. cruzi (No. de
acceso al GenBank X07083) usando el programa
Primer 3 (http:/workbench.sdsc.edu). Es asi como
se sintetizaron los cebadores HSP70F (5'-
ATGACGTACGAGGGAGCC-3' ) y HSP70R2 (5'-
AGGTCCTTGCCCTTGTTCTT-3). Adicionalmente,
se diseri¢ un tercer cebador anti-sentido con el fin
de amplificar el gen completo en T. cruziy utilizarlo
como sonda en fos estudios de "Southern blot",
HSP70R (5’- TCAGTCAACTTCCTCCAC-3)).

Reaccion de amplificaciéon: el ADN de los
parasitos fue extraido segun lo indicado por
Escalante et al. 1997 (25). La reaccion se realizé
en un volumen final de 25 ml, conteniendo: Tris-
HCI 10 mM pH 9, KCI 50 mM, triton x-100 0,1%,
dNTPs 200 mM, cebadores (HSP70F: y HSP70R2)
20 pmoles, MgCI2 1,5 mM, Tag DNA polimerasa
1,25 U y ADN 125 ng. Esta reaccidn fue sometida
al siguiente programa en un termociclador PTC-
100 MJ-Research:

Denaturacion 95 °C por 5 min, 30 ciclos con
denaturacion a 95 °C por 1 min, anillaje a 58°C por
1 min y extension a 72 °C por 2 min. Como control
negativo se utilizé la misma reaccion pero con la
adicion de agua en reemplazo del ADN. Una
alicuota de 10 mi de la reaccién de PCR fue
visualizada en geles de agarosa al 1%, tefiidos con
bromuro de etidio, transferida a filtros de "nylon" e
hibridada con la region codificante del gen HSP70
de T.cruzi, TcRcHSP70 (26).

Clonacidén y secuenciaciéon de los fragmentos
amplificados: los fragmentos de 760 pb
amplificados tanto en la cepa Tre como en la cepa
H14 del parasito fueron clonados en el plasmido
pGEM ®T Easy (Promega). Ambas hebras de la
cadena de ADN de los insertos fueron secuenciadas
en un Secuenciador Automatico 373 (Applied
Biosystems) utilizando los cebadores M13F y M13R
segun el método de Sanger (27). Las secuencias
fueron analizadas utilizando los programas BLAST
(28) y MULTIALIN (29) entre otros.

Ensayos de "Southern Blot": 10 mg de ADN de
los parasitos fueron digeridos con diferentes
enzimas de restriccion y los fragmentos resultantes
fueron separados mediante electroforesis horizontal
en geles de agarosa al 0,8% y transferidos a
membranas de "nylon" (Magnagraph MSI, Fisher)
siguiendo el protocolo de transferencia salina (30).

Posteriormente, las membranas fueron
prehibridadas a 42 °C durante dos horas en una
solucion de formamida 50%, Na,HPO, (pH 7,2) 0,12
M, NaCl 0,25 M, SDS 7%, EDTA 1 mM, y 200 mg/
ml de esperma de salmon previamente denaturada.
La hibridacion se realizé durante toda la noche a
42 °C usando como sonda los fragmentos de PCR
TcAtHSP70 o TrAtHSP70, correspondiente a los
primeros 765 nucleotidos de la region codificante
de la HSP70 de T.cruziy T.rangelirespectivamente,
marcados con biotina segun las indicaciones de la
casa fabricante (Gibco-BRL). Posteriormente, los
filtros fueron enjuagados brevemente en SSC 2X
(Solucion salina citrato 1X: NaCl 0,15 M, citrato de
sodio 0,015 M, pH 7,0) y lavados durante 15 min
con: SSC 1X, SDS 0,5% a 42 °C; SSC 0,56X, SDS
0,5% a 50 °C y SSC 0,1X, SDS 0,5% a 65 °C. A
continuacion, las sefales fueron detectadas con el
conjugado fosfatasa alcalina-estreptavidina
(GIBCO-BRL) vy reveladas por color o
guimioluminisencia segun las indicaciones de la
casa fabricante (GIBCO-BRL).

Ensayos de electroforesis en gel en campo
pulsado (PFGE): los parasitos fueron embebidos
en blogues de agarosa a una concentracion de 8
X107 parasitos (31). 1/5 de dichos bloques fueron
sometidos a electroforesis en un Gene Navegator
(Pharmacia Biotech) usando geles de agarosa al
1% en TBE 0,5 X. Las condiciones de corrido
electroforético fueron: Pulsos de 250, 500, 750 y
1000 segundos sobre un periodo de 96 horas (h) a
84 voltios y 12 °C. Después de visualizar los
cromosomas tefiidos con bromuro de etido, éstos
fueron transferidos a membranas de "nylon"
(Biorad) siguiendo el método de transferencia
alcalina (26) e hibridados con la sonda TrAtHSP70
segun lo descrito anteriormente.

A continuacioén, las sefales fueron detectadas
con el conjugado fosfatasa alcalina-estreptavidina
(GIBCO-BRL) y reveladas por color o
quimioluminisencia segun las indicaciones de la
casa fabricante (GIBCO-BRL).

Resultados

Amplificacién y caracterizacion del extremo
amino terminal de los genes codificantes para
la proteina HSP70 de Trypanosoma rangeli- con
el objetivo de amplificar los genes HSP70 de T.
rangeli se disefaron oligonucléotidos con base en



la secuencia homologa de T. cruzi. Tal como se
muestra en la figura 1A se obtuvo el fragmento de
amplificacién esperado de 760 pb correspondiente
al extremo amino terminal de la proteina, tanto en
las cepas Tre y H14 de T. rangeli, como en la cepa
No.3 de T. cruzi. Estos fragmentos fueron a su vez
reconocidos por la sonda TcRcHSP70,
correspondiente a la region codificante de la HSP70
de T.cruzi (figura 1B). Es importante anotar cémo
se logré la amplificacion de la regién codificante
completa de la proteina en T. cruzimas no en T.
rangeli (Resultados no mostrados).

Los fragmentos de PCR obtenidos tanto en la
cepa H14 como en la cepa Tre de T. rangeli fueron
clonados y secuenciados (figura 2, Numeros de
acceso al GenBank AY495381 y AY495382,
respectivamente), encontrandose una identidad del
99% entre ellos, del 94% con la misma region de
la HSP70 de T .cruzi, 84% con T. brucei, 89-87%
con Leishmanias y 82% con Homo sapiens.

Estos resultados confirman en primera instancia
que las secuencias clonadas y secuenciadas
codifican para la HSP70 de T. rangeli. Ademas, se
observa el alto grado de conservacion de este
fragmento no solo en tripanosomatidos, sino
también en relacion a la secuencia de humanos.
Adicionalmente, analisis del uso de codones de este
gen muestra como no hay diferencias significativas

Amplificacion de los genes HSP70 de Trypanosoma rangeli y Trypanosoma cruzi

A.
T. rangeli T. cruzi

Kb MW H14 Tre 5048 No.3 CN

23,0

6,5

2,3

765 pb

entre los codones usados por ambas cepas de T.
rangeli, mientras que en relacion a T. cruzise puede
observar el uso exclusivo de algunos codones,
como por ejemplo de GGT para codificar alanina,
CTA para leucina, AAT para asparagina, CCA para
prolina, CGA para arginina, TCA para serina, AAA
para lisina y ACA y ACT para treonina.

Organizacion genémica de los genes HSP70 de
Trypanosoma rangeli: con el fin de determinar la
organizaciéon genémica de estos genes se
realizaron varios ensayos de "Southern blot". Es
asi como en las figuras 3A, 3B y 3C se observa
como estos genes en ambas cepas, Tre y H14,
tienen un tamano de 2.400 pb y su patrén de
restriccion concuerda con la presencia de varias
copias organizadas en tandem. Con la enzima Aval
se liberan dos fragmentos de 2.300 pb y 1.900 pb,
al igual que con la enzima Pstl, la cual libera dos
fragmentos” de 2.300 pb y 1.500 pb, siendo en
ambos casos la banda de 2.300 pb menos intensa,
por lo cual se sugiere que dicho fragmento
corresponde al extremo 5’ de la agrupacion de los
genes. Estos resultados sugieren ademas que estas
enzimas cortan dos veces dentro del gen, una en
la region 5’ del gen generando las bandas de 1.900
pb (Aval) y 1.500 pb (Pstl) y la otra en la regiéon 3’
del mismo produciendo fragmentos de

B.
T. cruzi T. rangeli
CN No.3 H14 5048 Tre

765 pb

obtenido de los ADNs de las cepas de T. rangeli H14, Tre y 5048 y de la cepa No.3 de T. cruzi. En el control negativo (CN), se
uso agua destilada como templado. ADN del fago lambda digerido con Hindlll (Invitrogen) fue usado como marcador; los
:zamanos de sus fragmentos se indican a la izquierda. B. Ensayo de "Southern blot" de los fragmentos amplificados en A,

noridados con la sonda TcRcHSP70.

i
i

A Electroforesis horizontal en gel de agarosa al 1% coloreado con bromuro de etidio conteniendo 10ul del producto de PCR
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Secuencia de nucleétidos y de aminoacidos del extremo amino terminal de los genes codificantes
para la proteina HSP70 de T. rangeli

1 atgacgtacgagggagccattggcatcgatectecggecacgacgtactecgtgegttggtgtg 60
M 7T Y B G A I ¢ I D L G T T Y S C V G V 20

[

61 tggcagaacgagcgcgtggagatcattgocgaacgatcagggcaaccggacgacgecgteg 120
2lW 0 N E R V E I I A NDQ G[N R T T] P S 40
*

*

121 tatgtggcgtttaccgacacggagcgtctgatcggtgacgeggcogaagaaccaggttggeg 180
417 Yy v A rF T D T E R L I G D &2 A XK N @ V A 60
A A A A
181 atgaacccgacgaacaccgtcecttcgacgecgaagegectcattgggecggaagttcagegac 240
61 M N p T N T V F D A X R L I G R K F § D 80
A A A A -
241 tccgttgtgcagtcggacatgaagcactggeccttcaaggtcategegaagggegacgac 300
8Tt s v v ¢ 8§ D M XK H W P F K V I A K G D D 100

301 aagccyggtgatccaggtgcagttcecgoggcgagaccaagacgttcaacccggaggaggtyg 360
01 x »p V I ¢ V Q F R G B T K 7T F N P E E V 120

361 agctcgatggtgctgctgaagatgaaggaggttgcggagtegtacctggggaagcaggtyg 420
21rs s M v L. L, K M K E V A E S Y L G K Q V 140

421 aagaaggccgtggtgacggtgecccgegtacticaacgactcgcagcggcaggcgacgaag 480
141K K A V V T V P A Y FIN D 8 Q|R O A T K 160

481 gacgccggcacgatcgcggggatggaggtgectgcgcatcatcaacgagecgacggecgee 540
l¢l p A 6 T I » 6 M E V L R I I N E P T A A 180

541 gccattgcgtacgggctggacaaggtggaggaaggcagggagegecacgtgectgatettt 600
81 A 1T A Y G L, D K vV E E G R E R H V L I F 200

601 gaccttggcggcggcacgtttgacgticaccctgctgacgatcgacggaeggecatectttgag 660
200D L. 6 G G T F DV T L L T I D G G I F E 220

661 gtgaaggcgacgaacggcgacacgcacctgggeggcgaggacttcecgacaaccgectegtg 720
22, v.. AT N G D T H L 6 G E D F D N R L Vv 240
* A A A A

721 gecgcactccacggacgagttcaageg 746

241 A H 8§ T D E F K 248
A A A A

Un asterisco (*) denota los nts y aa que cambian en la cepa Tre: t ® ¢ (posicion 132); c ® t (posicion 158); ¢ ® t (posicion 728) y el
aminoacido en negrita S ® F (posicion 243). Los motivos caracteristicos de la familia HSP70 se encuentran subrayados, en un
cuadro se indican los motivos de N-glicosilacion, con linea gruesa se indica un motivo de fosforilacion dependiente de CAMP, los 5
indican motivos de fosforilacion dependiente de PKC y en negrita se indican los motivos de fosforilacion dependiente de CK2 (este
motivo en la posicion 243 - 246 no existe en la cepa Tre).
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CARACTERIZACTERIZACION PARCIAL DE LOS GENES CODIFICANTES PARA LA PROTEINA DE CHOQUE TERMICO HSP70 DE TRYPANOSOMA RANGEL!

aproximadamente 600 pb (Aval) y de 900 pb (Pstl),
los cuales no son reconocidos por la sonda. La
secuencia de T. cruzi por su parte, presenta un unico
sitio de corte para estas enzimas. Igualmente, se
puede observar la presencia de polimorfismos entre
T rangeliy T. cruzipara la enzima Xmnl, la cual tiene
un sitio de corte en la secuencia de T. cruzi (nucledtido
2363), mientras que T. rangeli carece de diana de
restriccion para la misma, observandose una senal
de hibridacién de alto peso molecular. Adicionaimente,

vale la pena anotar como con las enzimas Aval, Smal,
Balll (figura 3A) y Pstl, Agel y Styl (figura 3C) se
observan bandas de hibridacion débiles, las cuales
pueden corresponder a la existencia de polimorfismo
dentro de las copias para las dianas de restriccion
dentro de una misma cepa del parasito y/o a los
extremos de la agrupacién. Es mas, llamativamente
el perfil de estas bandas de hibridacién débiles es
diferente entre T rangeliy T. cruzi para las enzimas
Aval y Smal (figura 3A).

Organizacion gendmica de los genes HSP70 de Trypanosoma rangeli

T. cruzi — No.3  T.rangeli— H14

N\ R
Aval Smal Bglll Aval Smal Bglil

o

B o u " e —» 2.400 pb
St i ro— - i
i oot — 1.500 pb
--“‘.-—M—* 2.400 pb
— 1.900 pb
D. T. rangeli T. cruzi T. rangeli

C. T. rangeli - H14 T. rangeli -Tre

Pstl anIAgel Styl Smal Agel Styl

fé

2.400 pb
—> 1.500 pb

T. cruzi
B. No.3 T. rangeli — Tre
A
' N
Bglll Bglll Pstl  Xmnl
R

- - —
H14 C23 Tre Shuba. Choachi

— 1.180 Kb
— 1.100 Kb

A_ Ensayo de "Southern blot" del ADN de las cepas H14 de T. rangeliy No.3 de T. cruzi digerido con las endonucleasas Ava I, Sma | y
Bgl Il e hibridados con la sonda TcAtHSP70. A la derecha se indica el tamafio de los fragmentos generados. B. Ensayo de "Southern
blot” del ADN de la cepa Tre de T. rangeli digerido con las endonucleasas Bgl Ii, Pst1y Xmn |y ADN de la cepa No.3 de T. cruzi digerido
con la endonucleasa Bgl Il hibridazos con la sonda TcAtHSP70. A la derecha se indica el tamafio de los fragmentos generados. C.
Ensayo de "Southern blot" del ADN de las cepas de T. rangeli H14 digerido con las endonucleasas Pst |, Xmn |, Age I y Sty I; y de la
cepa Tre digerido con las endonucleasas Sma |, Age | y Sty I, hibridados con lasonda TrAtHSP70. A la derecha se indica el tamario de
'os fragmentos generados. D. Ensayo de "Southern blot" de los cromosomas de las cepas H14, C23, Tre y Choachi de T.rangeli y
Shubacbarina de T.cruzi, separados mediante PFGE e hibridados con la sonda TrAtHSP70. A la derecha se indican los tamafios de los

fragmentos generados.
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Por otra parte, para determinar la localizacién
cromosdémica de estos genes en las cepas Tre y
H14, se realizaron ensayos de PFGE, cuyos
resultados indican que en la cepa H14 éstos genes
se localizan en dos cromosomas de 1.030 y 1.090
Kb, mientras que en la cepa Tre, se ubican en un
unico cromosoma de 1.100 Kb (figura 3D). Llama
fa atencion como en las cepas C23, KP1(-) y
Choachi, KP1(+) de T. rangeli éstos genes se
localizan en un cromosoma de 1180 y 1120 Kb,
respectivamente. Por su parte, en la cepa
Shubacbarina de T. cruzi, la sefial de hibridacion
se detecto a nivel de 1090 Kb.

Caracterizacion del extremo amino terminal de
la proteina HSP70 de Trypanosoma rangeli: las
secuencias de aminoacidos deducidas de las
secuencias de nucledtidos de los insertos
amplificados y clonados a partir del ADN de las
cepas Trey H14 muestran en primer lugar que estos
insertos codifican para los primeros 248
aminoacidos de la proteina HSP70 de T. rangeli,
correspondientes a un fragmento de 27,4 kDa con
un punto isoeléctrico de 5,23. Dicho fragmento
presenta los motivos IDLGTTYS vy
IFDLGGGTFDVTLL, tipicos de las HSP70 (32) asi
como también 2 sitios de N-glicosilacion y 7 sitios
de fosforilacion, uno de ellos dependiente de la
cAMP y cGMP protein kinasa C (cAMP,cGMP), dos
de la protein kinasa C y cuatro de la casein kinasa
ll. Porotra parte, la comparacion de las secuencias
entre las cepas de T. rangeli indican que de los 3
cambios de nucledtidos entre ellas, solo uno se
traduce en un cambio de aminoacido,
concretamente una serina (S) a fenilalanina (F)
(figura 2), para una identidad de aminoacidos del
99,6% entre ambas cepas del parasito.

Asi mismo, la comparacién de las secuencias
de aminodcidos entre T .rangeliy otros organismos
resulta en un 95,6% de identidad con T. cruzi, 95,1%
con T. brucei, 90% con Leishmanias y 81% con
Homo sapiens.

Discusion

Los genes codificantes para la proteina de
choque térmico-70 han sido aislados vy
caracterizados en un sin numero de organismos,
entre ellos algunos miembros del orden
Kinetoplastida tales como Trypanosoma cruzi (33),
Trypanosoma brucei (34), Leishmania infantum (35),
Leishmania major (36) y Crithidia fasciculata (37).

Dada la importancia de la HSP70 de T. cruzi no
solo en la induccion de respuesta inmune especifica
contra el parasito (16,17,39) sino también en sus
propiedades inmunomodulatorias frente a los
péptidos unidos a esta proteina (40-41); en este
trabajo se amplificaron y caracterizaron los genes
codificantes para la HSP70 de Trypanosoma
rangeli. Para ello, se utilizaron iniciadores basados
en la secuencia de T. cruzi, encontrandose una
fuerte sefal de amplificacion solamente cuando se
usaban los cebadores correspondientes a la region
amino terminal de la proteina. Este hecho indica
que aun entre especies tan cercanas como T. cruzi
y T rangeli el extremo carboxilo terminal de la
proteina varia, lo cual estd de acuerdo con la
funcién de unidon a péptidos de esta region de la
proteina (11).

Teniendo en cuenta que Vallejo et al. 2003 (42)
describieron la existencia de dos grupos de T.
rangeli: las cepas KP1(+) y KP1(-), las cuales se
asocian a vectores diferentes; los genes HSP70
fueron amplificados en las cepas H14 y Tre,
representantes de los grupos KP1(+) y KP1(-),
respectivamente. Dado que el fragmento
amplificado forma parte del dominio ATPasa
(aminoacidos 1-383), dominio altamente
conservado entre especies (11), en la fraccion
amino terminal de la proteina no se encontraron
diferencias significativas tanto en la secuencia de
nucleotidos, como en la secuencia de aminoacidos
entre las cepas H14 y Tre.

Por el contrario, en comparacién con la
secuencia de T. cruzi se encontré un 6% de
divergencia en la secuencia de nucledtidos, la cual
origina polimorfismos de restricciéon para varias
endonucleasas como es el caso de Avall, Begl,
Bmpl y Pvull las cuales han perdido su diana en
los genes de T. rangeli. O el caso de las enzimas
Aatll, Acul, Bsal y Zral, las cuales solamente
digieren en T. rangeli. Asi mismo, cuando se analiza
el perfil de restriccién del gen completo, obtenido
segun los estudios de "Southern blot", no se
encuentran diferencias entre las cepas de T. rangel,
pero si entre éstas y T. cruzi.

Por otra parte, en cuanto a la organizacion
genomica de los genes HSP70 en T. rangeli se
encontrd que de acuerdo con lo reportado para otros
tripanosomatidos, estos genes se encuentran
repetidos y organizados en tandem (32-37).
Probablemente con presencia de polimorfismos entre
copias de una misma cepa. Hecho comunmente
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observado en los genes de tripanosomatidos repetidos
en tandem como la histona H2A (43) y la HSP70 de
T. cruzi, entre otros (33).

Adicionaimente, llama la atencion como el tamano
de los cromosomas en donde se localizan estos genes
en T. rangeli varia ligeramente entre cepas
independiente de si éstas son KP1(+) o KP1(-). Este
hecho, reportado previamente por Toaldo et al. (44),
puede deberse a la plasticidad que tienen los
cromosomas de estos parasitos para adaptarse a su
huésped (45). Adicionalmente, en la cepa H14 se
detectd la presencia del gen en dos cromosomas
diferentes, lo cual puede corresponder a
polimorfismos en el tamano de los cromosomas
homdlogos, situacidn descrita para otros genes en
tripanosomatidos (46). Sin embargo, los estudios de
Toaldo et al. 2001 (44) muestran como los genes
HSP70 en la cepa H14 se localizan en un solo
cromosoma de 1.125 Kb. No obstante, esta diferencia
puede explicarse con base en las condiciones de
corrido del PFGE que fueron totalmente diferentes
en los dos estudios.

En cuanto a T. cruzi, vale la pena anotar que los
genes HSP70 se localizan en una Unica banda de
1.090 Kb en la cepa Shubacbarina (zimodema I),
mientras que en la cepa Silvio-X10/4 (zimodema )
estos genes se localizan en dos bandas de 1.100 y
1.000 Kb (15). Es decir, en T. cruzi también se
presentan cambios en la localizacion cromosdmica
de los genes HSP70 entre cepas, inclusive del
mismo zimodema.

Finalmente, a pesar de su elevado grado de
conservacion las proteinas de choque térmico se
comportan como antigenos inmunodominantes en
enfermedades infecciosas (17). En la infeccion frente
a T. cruzi por ejemplo, se han encontrado epitopes
tanto humorales (17) como celulares (M.C.Lopez,
comunicacion personal), estando algunas de ellas
localizadas en la regién amino terminal de la proteina.
Es asi como los péptidos 9 (aminoéacidos 93-107), 12
(aminoacidos 135-155) y 14 (aminoacidos 160-180)
son reconocidos por sueros chagasicos con un alto
nivel de reactividad (17), mientras que el péptido A72
(aminoacidos 210-218) induce la respuesta de
infocitos T citotoxicos en sistemas murinos
experimentales (M.C.Lopez, comunicacion personal).
Llamativamente, estos péptidos se conservan en las
secuencias de T.rangeli, con la excepcion de los
péptidos 12 y 9, los cuales presentan uno y dos
cambios respectivamente, en sus aminoacidos en
relacion a la secuencia de T.cruzi (figura 4).

Dado que la proteina HSP70 de T.cruziy
T.rangeli comparten el extremo amino teminal,
region en la cual se localizan epitopes By T
inductoras de respuesta inmune en pacientes
chagasicos. la HSP70 puede estar implicada en la
reaccion inmunologica cruzada entre estos parasitos.
Lo cual unido a sus propieades inmunomodulatorias,
hacen de ésta proteina o un fragmento de la misma,
un candidato para el uso en inmunoterapia contra la
enfermedad de Chagas. %
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Obijective: taking into account the immunologic
relevance of the HSP70 N-terminal from
Trypanosoma cruzi as well as the fact that the
immunization of mice with Trypanosoma rangeli
protects the animals against T. cruzi infection, in
this work we carried out the isolation and molecular
characterization of the homologous fragment from
T. rangeli. Materials and Methods: the first 765
nts of the gene coding for the HSP70 of T. rangeli
was amplified by PCR using the TrHSP70F/R2
primers based on the homologous sequence of T.
cruzi. The amplified fragment was purified, and
cloned into the vector pPGEM®-T Easy (Promega).
It was sequenced in a 373 Automatic DNA
sequencer (Applied Biosystems). The genomic
organization of the HSP70 genes was determined
by Southern blot, and PFGE assays. Results: the
HSP70 genes of T. rangeli have an approximate
size of 2.400 bp in length. They are arrayed in a
tandem located in two chromosomes of 1.030 and
1.090 Kb in the H14 KP1(+) strain, and one
chromosome of 1.100 Kb in the Tre KP1 (-) strain.
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Cepa H14 (ARR87494), cepa Tre (ARR87495) de T. rangeli, T. cruzi (P054456), T. brucei (P11145), L. tarentolae (AY423868), L.
braziliensis (AF291716), L. amazonensis (Q07437), I. major (P14834), L. infantum (X85798), L. donovani (P17804) y Homo-sapiens
(P08107). Los puntos indican identidad y los numeros a la derecha la posicion en la secuencia. Los péptidos 9 (93 — 107), 12 (135 -

155), 14 (160 — 180) y A72 (210 — 218)se encuentran subrayados.

The nucleotide sequence cortesponding to the A-
terminal of the protein has an identity of 99%
between the H14 and Tre strains, and of 94% among
these and T. cruzi. This region also shows
polymorphisms for several restriction enzymes
between T.cruziand T.rangeli. The deduced amino
acid sequence of this region has an identity of 95%
between these two parasites. Conclusions: the
HSP70 N-terminal regions from T.cruziand T.rangeli
have a high identity which makes to T.rangeliHSP70
protein a good candidate for wusing in
immunotherapy. Since in this region are located B
and T epitopes which elicit immune response in
chagasic patients, the HSP70 can be implicated in
the immunological cross reaction between these
parasites. Key words: Trypanosoma rangeli,
Trypanosoma cruzi, Heat shock protein, HSP70.
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