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ESTUDIOS COMPARATIVOS ENTRE LAS SECUENCIAS DE kDNA DE
Trypanosoma cruziy Trypanosoma rangeli Y SU APLICACION EN EL
DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA TRIPANOSOMIASIS AMERICANA

Gustave A. Vallejo!

Resumen

En los paises latinoamericanos en donde Trypanosoma cruzgi'y T. rangetf se presentan en los mismos reservorios y
son transmitidos al hombre por los mismos vectores, es de gran impotrancia el desarrollo de metodologias que
permitan la caracterizacién y el diagndstico diferencial de los dos parisitos. Las secuencias de kDNA o DNA del
cinetoplasto se han utilizado para el diagnéstico y la caracterizacion de estos tripanosomitidos. Este particular
DNA representa el genoma mitocondrial y constituye entre el 10 y el 20% del DNA total. Esta conformado por
una compleja red, que en cada célula contiene entre 5.000 y 10.000 minicirculos y 50 maxicirculos concatenados
entre si. Los mazicirculos son similares al DNA mitocondrial de los eucatioras superiores y codifican RNAs
tibosomales y proteinas involucradas en la traduccién de energia en la mitocondria. Todos los minicirculos
peesentan pot lo menos una regién conservada que vatia entre 100y 200 pb. En T, s/ existen cuatro copias de
la regién conservada organizadas como tepeticiones directas, localizadas a 90°. Sarpresivamente, T, 7angeli es
hasta ahorz el unico tripanosomitido en el cual se ha podido comprobar la existencia de minicirculos con una,
dos y cuatro regiones consetvadas en una misma cepa del parasito. Los inicladares denominados §35 y $36
amplifican un fragmento de 330 pb derivado de la regidn variable de los minicirculos de T, arwgd, y muestran una
elevada sensibilidad que permite la deteccidn de 0,015 fg, o 10 minicirculos del parisito, o un parisito en 20
mililitros de sangre, 0 la deteccion de T. corwgd en tejidos momificados. Estos iniciadores también reaccionan con
los minicirculos de T. range4, permitiendo la amplificacién de un fragmento de 760 ph derivado de minicirculos
de 1600 pb con dos regiones conservadas y un conjunto heterogéneo de fragmentos desde 300 hasta 450 pb
derivados de minicirculos de 1600 pb de cuatro regiones conservadas. El andlisis en geles de acrilamida de los
productos de amplificacion de las dos especies de tripanosomas permite la identificacién de infecciones putas o
mixtas en los insectos vectores o en los hospederos vertebrados. Recientemente, se analizaron cepas de T, ranged
aisladas en el departamento del Tolima a partir de Rbodninsy Didelphis marsupiaks, capturados en ciclos de transmisién
silvestre, y Rbodiius profixus domiciliado. Usando técnicas de hibridizacion y PCR, se observd que la secuencia del
minicitculo KP1 estuvo presente en todas las cepas zisladas en el ciclo doméstico, pero ausente en las cepas
aisladas en los ciclos silvestres. Estos hallazgos sugieren la existencia de dos grupos de T. rangel molecularmente
diferentes, localizados en la misma drea geogrifica. Los tesultados mencionados confirman la utilidad de los
minicirculos de kDINA para la deteccitn del parasito por PCR, o cuando son utilizados como sondas, para la
caractenzacidn de los ciclos epidemioldgicos de T. awzi y T, ranged.
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1.1. Trypanosoma cruzi y T. rangeli en las
Américas

Un conocide aspecto que complica el diagndstico de
la tripanosomiasis americana es que en Colombia,
al igual que en otros paises latinoamericancs, el
hcembre puede ser infectado por dos especies de
tripanosomas: Trypanosoma cruzi, agente etiolégico
de la enfermedad de Chagas, y Trypanosoma rangeli,
el cual es considerado como un parasito
aparentemente no patogénico para el huésped
vertebrado. Una caracteristica epidemiologica
importante de estos parasitos es que en varios pafses

de América Centrafy del Sur, estan presentes
en los mismos vartebrados y en los mismos
vactores (D'Alessandro, 1976; D’Alessandro
y Gore-Saravia, 1992). La existenciade 7. cruzi
y T. rangeli en una misma area geografica
complica el diagndstico parasitoldgico de la
enfermedad de Chagas, pues los resultados
del xencdiagnostico y hemocultivo se dificultan
porque algunas formas de las dos aspecias
son indiferenciables cuando se examinan en
fresco o en laminas coloreadas (Vallejo ef al.,
1988). Por ctro lado, la existencia de
infecciones simultaneas de T. cruziy T. rangeii
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en los humanos (Guhl et al, 1987, Hudson et al.,
1988) compromete la serologia de la enfermedad de
Chagas, como consecuencia de las reacciones
cruzadas entre las dos especies de tripanosomas
(Guhl y Marinkelle, 1982; Guhl, 1890}. Por lo tanto,
existe consenso entre los parasitélogos de que en
las areas en donde coexisten las dos especies de
tripancsomas se pueden preducir frecuentes errores
en el diagnéstico. Consecuentemente, en los palses
en donde T. cruziy T. rangeli estan en los mismos
reservorios y son transmitidos al hombre por los
mismos vectores, es de gran importancia el desamolio
de metodologias que permitan la caracterizacion y
el diagndstico diferencial de las dos especies de
parasitos.

1.2. El diagnéstico de la infeccion crénica
de Trypanosoma cruzi

El diagndstico de la infeccién crénica con T. cruzi
usualmente se realiza por la demostracion de
anticuerpos séricos que se unen a los antigenos del
pardsito. Varias técnicas sensibles como IFi, ELISA
y pruebas de dot-biot con antigenos recombinantes
o proteinas purificadas han sido utilizadas para la
demostracion de estos anticuerpos (Ferreira, 1992,
Gubhl et al,, 1995). Sin embargo, a pesar de la elevada
sensibilidad y especificidad reportada para estas
técnicas, varios investigadores han sefialado que un
problema constante con cada uno de |0s ensayos es
la existencia de una pequefia pero significativa
proporcién de reacciones falsa-positivas (Araljo,
1992). Por otro lado, se ha observado qua algunos
pacientes chagasicos presentan resultado negativo
al diagndstico seroldgico, aun en pruebas de dot-blot
usando varios antigenos recombinantes {Levinetal,
1891). Teniendo en cuenta que en la actualidad la
transmision de 7. cruzi por transfusién sanguinea
tiende a ser mas frecuente que la transmision
vectorial, ia existencia de posibles resultados
serolégicos falsos negativos deberd ser objeto de
especial investigacién por el potencial riesgo que esta
situacién representa. Es justamente en los casos
falsos negativos en que la deteccién del parasito por
métodos moleculares mds sensibles adquiere
especial relevancia. Por otro fado, la deteccién del
parasito con las nugvas herramientas de diagndstico
molecular adquiere importancia en el estudioc de
infecciones en modelos animales vertebrados y

vectores, en la determinacién del indeulo minimo para

producir infeccién y podria ser importante en la
deteccion de T. cruzi en material de necropsia o en
tejidos de momias.

La basqueda de marcadores de DNA nuclear o
mitacondrial (kDNA) para la deteccion vy
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caracterizacion de T. cruzicomenzd hace menos de
una década con e} uso de sondas de DNA total,
sondas de DNA repetitivo nuclear, la reaccion en
cadena da la polimerasa (PCR) de regiones
repetitivas nucleares, de genes del mini-exdn,
repeticiones de rRNA (dcido ribonucleico ribosomal)
o de kDNA. Varias de estas estrategias también han
sido utilizadas en la caracterizacidn y deteccion de
T. cruzi y T. rangeli como puede observarse en la
tabia 1.

Antes de la adopcién de la tecnologia del DNA, los
métodos de mayor éxito para el diagnéstico y la
caracterizacién de los tripancsomatidos y ctros
pardsitos estaban basados en reacciones con
anticuerpos policlonalies, moncclonales y perfiles
isoenzimaticos. No obstante, estos métodos, asi
como otros basados en la caracterizacion de
antigenos, proteinas, lipidos o tipificacion de RNA,
estdn sujetos a variacion fenotipica, pudiendo ser
afectados cualitativa y cuantitativamente por
requlacion de la expresion génica. En consecuencia,
durante las etapas de! ciclo del parasito se pueden
encontrar diferentes enzimas, lipidos, glicoproteinas
y RNAs, ademas de antigenos estadio especificos
(Barker, 1989).

La eleccién del DNA como objetivo para el
diagnéstico y 1a caracterizacion del parasito ofrece
ventajas significativas, pues todas las secuencias del
DNA estén presentes en las diferentes etapas del
giclo de vida, y todos los organismos contienen
secuencias de DNA que pueden ser utilizadas para
diferenciar individuos, cepas, especies 0 géneros.
Otra ventaja de los sistemas basados en la deteccion
de DNA es que, a diferencia de los métodos de
deteccién inmunoldgica, son independientes de la
inmunocompetencia del paciente o de la historia de
infecciones previas. En el caso dal diagnéstico por
deteccion de anticuerpos, que pueden persistir como
memoria inmunoldgica, por ejemple, la distincion
entre infecciones pasadas o recientes es mas dificil.
Aunque Teixeira et al. (1994) plantearon Ja posibilidad
de la integracion del kDNA de T. cruzien €l genoma
de los tejidos del huésped, el DNA de un
hemoparasito parece no persistir por mucho tiempo
en la circulacién sanguinea, en ausencia del
organismo intacto. Por consiguiente, se cree que toda
deteccién de DNA del hemoparasito en la sangre,
indica una infeccién activa.

Frecuentemente, el DNA seleccionado para el
diagnéstico del pardsito es repetitivo, reiterado 0 DNA
de copia multiple con extensiva variacién intrinseca
de la secuercia. Existen dos razones principales para
la escogencia de esas secuencias reiteradas. En
primer lugar, es esencial tener un nimero grande de
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Tabla 1: Métodos de hiologia molecular usados en la caracterizacién y deteccion de

Trypanosorna cruzi y Trypanosoma rangeli

Mstodo T.cruz! T. rangel Autores
Scndas de DNA iotal Grelg y Ashall, 1987; Ashall y Miles, 1988
Sonda nuclear de 195 ph + . Gonzélez et af, 1984
Sonde nuclear de 1025 pb + - Requena et at, 1992
Sonda andnima nuclear de 1400 pb - + Maceda et af, 1093
Sondas de kDNA + - Bossano ef al, 1996; Breniére ef al, 1095
Macina ot al,, 1987; Sénchez et al, 19684
Solari et af., 1991
Sondas de kDNA - + Vallejo et af., 1934
E.D. da kDNA total + - Gongalves ot 2/, 1991; More| et al,, 1980
Solari of af, 1992
E.D. do kDNA - + Gongalives e a.,1991; Vallejo gt al, 1983
E.D. de kDNA amplificado por PCR ~ + NR Avila et af,, 1990
1.0, eon sonda multitocal 33.15 + + Macedo ef al, 1992; Macedo et &, 1993
PCR de! fragmento de 195 pb + - Kirchhoff et al., 1996; Moser ot al., 1989
Russomando ot al, 1996
FCR del fragmento 1025 de pb + - Requena ef al., 1992
PCH dal gene del mini-exdn + + Murthy et af, 1992
PCR de espaciador inlergénico
ribasomal + Novak ef &f, 1993
PCR regién Intargénica
riosomal ITS3 + + Meontafia. 1997
PCR de la rapeticién
da 100 pb do rRANA + - Soulo y Zingales, 1983; Souto &t al, 1996
PCH de los minigirculos de kDNA + - Avla at al., 1991, 1993; Bossano of 2/, 1996
Breniére et al, 1995; Britto et al., 1995
Sturm et al, 1989; Wincker of al., 1994
PCR da Ios minigirculos de kKDNA + + Vallsjo st al, 1994, 1996, 19073, 1697b, 1998
PCR da gen de proteina Tc24 + - Taibi of &/, 1995
PLCR det gen de proteina flagelar + + Silber ef 2., 1997
AP-PCR y andlisis de RAPDs + + Souto of al., 1996; Sleindel et &af, 1993, 1994
Femandes et af, 1997
+ = Elmétodo fue usado en la caracterizacion o en la deteccion de) pardsito
- =Elmélodo mostré resutados negativos con el pardsito
NR = El métudo no fue realizado con el pardsito
E.D. = Esquizudemos
LD, = Impresiones digilales de ADM nuclear
AP-PCR = Arbltrary Frimad Polymerase Chain Regction
RAFD = Randomly Amplifiad Polymorphic DNA

copias de la secuencia como blanco para la
hibridizacitn o para la amplificacién por PCR, pues e!
DNA de copia Unica es méas dificil de ser detectado
espscialmente cuando la parasitemia es baja. Por otro
lado, las secuencias repetitivas son con frecuencia
menos conservadas, por no poseer funcidon
codificadora y, por lo tanto, su evolucién origina
variacion entre especies o grupos (Barker, 1390},

Otro aspecto llamative de |la deteccion del DNA
nuclear o el mitccondrial por métodos moleculares
es su elevada sensibilidad, cuando se compara con
los métodos convencionales de deteocion del parésito
como el examen directo en la sangre, el hemocultivo
¢ ¢l xenodiagnéstico, etc. En la tabla 2 se resumen
tas sensibilidades de los diferentes métodos de
biologia molecular empleados para la deteccién de
T. cruzi.

Durante |os Ultimos 15 afios las secuencias de kDNA
han sido utilizadas para el diagnéstico y la
caracterizacién de los tripanosomdtidos. El DNA del
cinetoplastc o kDNA esta presente en e orden
Kinetoplastida, que incluye los génercs Trypanosoma,
Leishmania, Crithidia, Phytomonas, Herpetomonas,
Leptomonas, Blastocrithidia, Endotrypanum y las
formas de vida libre y pardsitos de las familias
Bodonidae, Cryptcbiidae y Trypanophidae
(Vickerman, 1976). Este DNA extranuclear forma una
red compacta dentro de una compleja mitocendria.
El DNA del cinetoplasto representa el genoma
mitocondrial de estos parasitos y constituye entre el
10 y 8l 20% del DNA celular (Simpson, 1987; Stuart,
1983; Stuart y Feagin, 1992}. La red esta formada
por concatenacién de maxiclreulos y minicirculos que
pueden ser liberados de la red con topoisomerasa ll
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0 enzimas da restriccién (Borst et al.,, 1987). La red los maxicirculos los cuales varian desde 18 Kb (Bodo
de kDNA tiena entre 5.000 y 10.000 minicirculos caudatus) a 39 Kb (Phytomonas davidil) como puede
cuyos tamarnos varian de 0,5 Kb { Trypanosoma vivax) observarse en la tabla 3.

a 2,5 Kb {Crithidia fasciculata}, y 25 a 50 copias de

Tabla 2: Sensibilidad de los diferantes métedos de biclogia molecular en la
deteccion de Trypanesoma cruzi.

Método Sengibilidad Referencia
Sondas de DNA total

Isotopicas (P32) 1000 fg? Ashall et ai, 1998
Sondas de minicircuios

no isotdpicas {digoxigenina) 1000 fgb Solarl af al., 1981
PCR de la repaticién de 185 pb '

y sonda Isotépica (P32) 11g° Moser at al., 1989
PCR ds la rapsticién de 1025 pb 10 fgb Requena ef al, 1992
PCR del gene del mini-exon 400 g Murthy ef a/,, 1992
PCR dg !a repeticién de 100 pb de

rARN 0,20 fg¢ Souto y Zingales, 1993

PCR de la ragidn conservada da fos
minlcirculos de kDNA y usg de sonda

isatopica (P32) 0,015 fg® Sturm et af., 1988
PCR del gende la
protaina flagelar F29 1¢ fgf Silber et al., 1997

8 DNA total calowlado a partir del contenide de DNA de un parasito equivalente a
200 fg (Kooy et al, 1988)

DNA total

Equivalente a 1/200 del DNA de un pardsito

Equivalante a ¢,1% de! contenido del DNA de un parésito

DMA equivalente a 10 minicirculos o a 0,075 fg del DNA total de un pardsito
Equivalenie a 1/20 del DNA nuclear

== o 0 0 O

Tabla 3. KDNA de diferentes especies de tripanosomatidos ordenadas de acuerdo
con los tamarios de los minicirculos

Minlcircule Minlcirculo Mazxicirculo
Especies {Kb) {clases) {Kb}
Crithidia fascicwata 25 20 38
Trypanosoma meaga 23 70 26
Crithidia oncopelti 1,8 - 25
Trypancsoma rangafl KP1 1,8 . -
Trypanosoma rangeli KP2 186 - -
Phytomonas serpens 15 - -
Trypanosoma cruy 1.4 20 33
Phytornonas davidif 11 10 a8
Trypanosoma brucef 10 300-400 22
Trypancsomsa equiperdum 1.0 1 14-24
Trypanosoma evansi 10 1 -
Herpatomonss muscarm 0,9 multiples 32
Lalshmania tarentolas 0,9 3 Kl
Trypanosoma lewisi 0,8 - -
Trypanosoma vivax 0,5 - 22
{Modificado a partlr de Maslov et al,, 1984; Ponzi ef al., 1984; Borst i al., 1985; Pastov &
al., 1}990; Stuart y Feagin, 1892; Sa-Carvalho ef al., 1993; fsclnoe of al, 1994; Vallejo,
1984
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Maxicirculos

Los maxicirculos son similares al DNA mitocondrial
de los eucariotas superiores y codifican RNAs
ribosomales y proteinas involucradas en la traduccidn
de energia en la mitocondria {Simpson, 1987). De
acuerdo con Stuart y Feagin (1992), la presencia de
grandes cantidades de minicirculos refleja la habilidad
de estos organismos para revisar las secuencias de
nucledtidos de los transcritos mitacondriates por un
nuevo proceso denominado edicidn del RNA («<RNA
editing»), en el cual varios residuos de uracilo son
insertados ¢ eliminados en sitios especificos de la
secuencia. Se desconoce el significado de la
organizacion de |a red, sin embargo esta organizacién
debe garantizar la proximidad de los transcritos de
los maxicirculos y miniclrculos, los cuales parecen
interactuar durante ia edicion del RNA.
Adicionalmente, la organizacién en una red podria
serimportante para la segregacién del KDNA durante
la division celular.

Minicirculos

Los minicirculos linearizados se pueden observar
faciimente, cuando el DNA total o el kDNA de los
tripanosomatidos es digerido con algunas enzimas
de restriccién. Por gjemplo, en relaciéon con T, cruzi
aparecen fragmentos de 1.4, 1,05, 0,70 y 0,35 Kb
(fig. 1) v en T. rangeli la digestién del DNA total con
Hae IIi permite visualizar las bandas correspon-
dientes a 1,8 y 1,8 Kb {fig. 2).

Tedos los minicirculos presentan por 1o menes una
region conservada o “‘minirepeat” que varia entre 100
y 200 pb. Cada especie de tripanosométido posee ¢l
mismo nimero de regiones conservadas (Myler,
1993). EnC, encapelti, T. brucei y Leishmania taren-
lolae se ha observado una sola regidn conservada
(Pestov et al, 1990; Jasmer y Stuart, 1986; Kidane
atal., 1984). En C. fasciculata, T. lewisi y Phytormonas
serpens existen dos copias de la regién conservada
organizadas como repeticiones directas, localizadas
a 180° una de la otra (Sugisaki y Ray, 1987; Ponzi et
al, 1984; Sa-Carvatho et al., 1993}). En T. cruziexisten
cuatro copias de la regidn conservada organizadas
como repeticiones directas, localizadas a 20°, como

s8 puade ver en la figura 1 (Gonzdlez, 1986; Macina

atal., 1986; Degrave et a/,, 1988), Sorpresivamente,
T. rangeli es hasta ahora el Unico tripanosomatido
en el cual se ha podido comprabar la existencia de
minicirculos con una, dos y cuatre regiones
conservadas en una misma cepa del paradsito
{Recinos et al., 1994 Vallejo at al,, 1994).

En todos los minicirculos secuenciados de las
difarentes especies de tripanosomatidos, se ha

observado en la region conservada la existencia de
tres blogues denominados “bloques de secuencia
conservada” (BSC-1, BSC-2, BSC-3), los cuales son
uniformes en sus secuencias, ordenamiento y
distancia entre ellos (Ray, 1989; Sheline y Ray, 1989).
Una secuencia de 12 nucledtidos (5"-GGGGTT-
GGTGTA-3), denominada “secuencia universal’ o
bleque de secuencia conservada -3 (BSC-3), es la
mayor secuencia conservada, y durante la replicacion
de los minicirculos se presenta como una region de
cadena simple o "gap”, y existe un pequenc RNA
homdéiogo a esta region. Con base en estos datos se
ha sugerido que la secuencia universal es el origen
de replicacion del minicircule y que el RNA es el
iniciador de la replicacion {Stuart y Feagin, 1892).
Tres modificaciones en la secuencia universal de
minicirculos se han reportado: en Crithidia oncopelti
5-aGGGTTCGGTGTE-3' (Pestov et al,, 1990}, en
F. serpens 5'-GGGGTTGGTaTA-3' (Sa-Carvalho ef
al, 1993) y en T rangeli 5'-GGGGETTaGTGTA-&
{Recinos et al,, 1994; Vailejo et al., 1994).

s ska |ases

.,

asc3 BSC2 pec

03! psar

Figura 1. Representacidn esgquemaética de un minicirculo
dei kDNA de Trypanosoma cruzi, con cuatro regiones
conservadas y cuatro regiones variables. En las regiones
conservadas se reprasentan los bloques de secuencia
conservada (BSC-1, BSC-2 y BSC-3) y los sitios de
restriccidn para las enzimas Rsal ¥ Tagl. En la parte central
del minicirculo se ha incluide un gel de agarosa con kDNA
de cuatro clones de la cepa Y de T. cruzi digeridos con
8spAt, un esquizoisémero de Hae Il
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<13 Kb
< 1,6 Kb

Figura 2. DNA iotal de las cepas H14 (Honduras), San
Agustin y Choachi {Colombia} de Trypanosoma rangeli
digerido con Hae 1li. Se observan dos tamafos de
minicirculos de kDNA de 1,8y 1,6 Kb

En latabla 4 se comparan los bloques de secuencia
conservada de T. cruzi con otras 16 especies de
tripanosométidos, y en la tabla 5 se muestran las
distancias entre los bloques de secuencia
conservada, medidas en numero de pares de bases.

Los minicirculos de 7. cruzi fueron secuenciados por
tras grupos de investigacion (Gonzalez, 1984, Macina
et al., 1986; Degrave et al., 1988) y los minicirculos
de T rangsli fueron secuenciados por Recinos ef
al, 1994, y vallejo et al, 1894. En la figura 8 se
comparan 136 pares de bases cotrespondientes &
las regiones conservadas de los minicircuios de T.
cruzi y T. rangeli.

La comparacion de [as regiches conservadas de los
minicirculos entre T, cruzi y T. rangeli muestra una
elevada homologia en la secuencia, el orden y la
distancia de los bloques de secuencia conservada
(BSC-1, BSC-2, BSC-3). Es precisamente en estos
bloques en donde es posible disefiar iniciadores para
la deteccidn mediante PCR de T cruzi o de 7. rangeli.
Sobre los bloques de T. cruzi se disefiaron por lo
menos tres parejas de iniciadores que han permitido
la amplificacion de fragmentos de 83 y 122 pb a partir
de las regiones conservadas y 330 pb a partir de las

regiones variables de los miniciroules (Sturm et al.,

1989) (fig. 4). L.os iniciadores denominados 535 (5™-
AAA TAA TGT ACG GGG GAG ATG CAT GA-3)y
$36 (5-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA
TA-37} amplifican el fragmento de 330 pb (fig. 4),
mostrando una elevada sensibilidad que permite la
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deteccion de 0,015 fg 0 10 minicirculos del parésito
(Sturm ef al., 1989) o un parasito en 20 ml de sangre.
Recientemente fueron utilizados estos mismos
iniciadores para la deteccion de 7. cruzi en tejidos
momificados del norte de Chile (Guhl ef a/., 1987).

Estos iniciadores también reaccionan con los
miniclrculos de T. rangeli, permitiendo la amplificacion
de un fragmento de 760 pb (fig. 5), derivado de
minicirculos de 16800 pb con dos regicnes
conservadas y un conjunte heterogéneo de
fragmentos desde 300 hasta 450 pb {fig. 5), derivados
de minicirculos de 1600 pb de cuatro regiones
conservadas (Macedo et al, 1995; Valiejo et al.,
1996}. El andlisis en geles de acrilamida de los
productos de amplificacion de las dos especies de
tripanosomas permite la identificacion de infecciones
puras ¢ mixtas en los insectos vectores o en los
hospederos vertebrados (Vallejo ef &/., 1998).

En afios recientes, Sheng-Yhi et al. (18982)
describiercn el fenémeno denominado transcineto-
plastia, consistente en dramaticos cambios en las
secuencias de los minicirculos de kDNA observados
inicialmente en células de Leishmania durante la
seleccion para resistencia a arsenite y tunicamicina.
Este fenémeno involucra un rapido cambio en la
proporcién de secuencias de los minicirculos y ocurre
sin pérdida de KDNA como sf sucede en la
discinetoplastia, un fenémeno comun en T. equinum,
T. evansi y T. equiperdumen donde hay pérdida total
o parcial del kDNA. Aunque el significado de la
transcinetoplastia no esta completamente aclarado,
este fenémeno ofrece un nuevo medelo para el
estudio de la evolucién y perturbacion de la funcidn y
la estructura de los genes mitocondriales en los
tripanosomatidos.

Vallejo et al. (1994) cionaron y secuanciaron
completamente dos clases de miniclrculos de kDNA
de T. rangeli denominados kP1 y KP2, los cuales
presentaron diferencias en tamario, organizacion y
secuencia. Estudios de hibridizacién usando como
sonda el minicirculo KP1 o iniciadores disefadoes para
amplificar regiones de KP1, mostraron que este
minicirculo se encuentra presente en cepas de
Honduras, Colombia y Venezuela, pero ausente en
cepas del sur de Brasil, lo que sugiere la existencia
de dos poblaciones de T. rangeli representadas por
las cepas aisladas de la parte norte de suramérica y
la region sur de Brasil. Esta divergencia genética entre
los dos grupos mencionados fue correborada através
de sondas multiloci y uniloci (Macedo et af,, 1993),
estudios de iscenzimas y RAPDs (Steindel et al,
1994) y estudios en las secuencias de los genes
de mini-exén (Grisard y Romanha, 1997).
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BEC-1 BBC-2
CONFENSC atTooGahAAaTTTGCTTTTGGGAGEEECCTTCAACTTTLGEGqCYaRARTTCATGE ATCTCCCCOCTAC
Y0L-1 001 A . T..GECTGCA. ... ei i i A...G.CCL.L. L. A e 070
¥0l-2 T..GT..... L A...G..CCG..... -
¥01-2 SGAGGAL L TOO. L e A...G..COG... .. A e e
X01-4 [ TG e et A...G..CC...... A e e
¥02-1 WAL LAG GGG e e A...G..CCL... L. A e e
¥02-3 rensGLT. L TALAL Lo WRLLLEDOG L A e
¥02-3 L A S i CG. . e e
x02-4 L ! O O o ¢ L
cLl-1 B S e Y Y
cLl-2 [CCICLt P C U i ¢ N N A eaa i rraier e G e e
CLl1-3 T WAT..GE...GL AL R o T T
CLl-4 L L L
CL2-1 e Te G e e oG i
CL2-2 T PE.GG..T. .G . . i i ey e B e
CL2-3 L O G i e e
CcL2-4 B S o L T T
KF1 Gh..iviiaas . D {0 GALLLAT.LAT.GE...G...A. .. .. ool
KF2-1 L PPN Gh. . .CA..GCC. i v va i inaes -
KP2-2 TE..A v L GRA. .. ATA..TC. . v v vne v ey TR
TREAT -1 Tivavine B GR...G....TC...Taovur v nuss = iaaren s
TREAT7-2 TAECT.. ... L T GRh.. LW ALLTCC. e e e
TREAZ-1 T...GA, ,.TTA. B.vinrine . reea o SGRG LB VATOGEG . L.l L P e T e
TREAZ-3 GA..A. ..., L e L B S L S |
TREA2-3 TC.GAR, .. TG, .G . Teriniis v vvaasar i s ranan [ L5 L v T T
TREA2-4 TC.GAA, . . T3..G. Touvnunsr.n O e . | SR b ea e

B3C-3
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¥0i-1 071 .., [ I N e B T T o LT LT e ee e T 136
¥oi-2 L. [ 3 0« LI« T o = barena P Pres i aan
¥01-1 e 3TLGL -E..6.,..0 e ' . Phesaraan
¥ol1-4 ..., L« LC I = T e Prsa i esanaa i Prraeraan
Yo2-1 Frraaaans GGATTTTA. . .. G. .G, e e T i tvuve i anerasranranirrasraaseaal
Y02-2 Peeaarenn GGATTTTA. ...G. .G .Co.Tnunw. . Biu e h o Vhe e IR %
Yo2-2 [N o « I Lo n o S o T T T R
¥02-4 @ ....... ceG.....,..CTAA,...C. S iraaaran Bivuarnrntiaseanirearnrrrea A
CL1-1 enmnaensGEETL L L, e B s L
CLl-32 @ ......... G CCTA. .. ... C-G.......-, R R L T I
CL1-3 veesnanaaGoL L. CCTA. . ... AC-G. . ouvn St erare Py C
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CLa=-32 vesassaasGoL L CTA. .. ... [ T
CrLi=-4 Visatrean e aas Toeeinnnn ChA-C......... L Y
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Figura 3. Allneacldn de 136 nucledtidos de las regionas conservadas de los minicirculos de KDNA de T, cruzi v T. rangali. Los bloques
s secuencia conservada BSC-1, BSC-2 y BSC-3 se destacan con latras negrilias. En la columna de |a izquierda aparacan las secuencias
denominadas ¥01.1, ¥01-2, Y01-3, Y01-4 y Y02-1, Y(2-2, Y02-3, Y02-4, |as cuales corraspondan a las cuatro ragionas conservadas da
dos miniclrculos de la capa Y de T. cruzi; asi mismo, las secuencias CL1-1, CL1-2, CL1-3, CL1-4 y CL2-1, CL2-2, CL2-3, CL2-4 corresponden
a las cuatro regiones conservadas de dos minicirculos de la cepa CL da T. cruzl (Degrave f al., 1988). KP1 comesponds a la regién
conservada de un minicirculo de 1,8 Kb de T rangsiide |2 cepa H2 de Honduras; KP2-1 y KPZ-2 corresponden a las regionas consarvadas
de un minicircula de 1,6 Kb de T rangelkide la misma cepa (Vallejo, 1994). TRSA7-1 y TRSA7-2 comesponden a las regiones conservadas
des un minicirculo con dos regionas conservadas de la cepa San Agustin de Colombia, y TRSA2-1, TASA2-2, TRSA2-3, TRSA2-4
correspondan a |as reglonas consarvadas de un minicirculo de cuatro regiones conservadas de la misma capa (Recinos ot al, 1994}, Las
sacuencias fusran alineadas dasda ¢l nucledtido 001 hasta el 070 y dasde el 071 hasta el 136, para maximizar su homologia. Los puntos
Indican homologfla, las letras son sustituclones de |as basas y los guiones son iagunas o “gaps®. En los ¢asos en que la homologia es
mayor del 60%, el nucledtido aparece con latra mayUscula en ka secuencia consenso; en caso de que la homolegia observeda fuese
menor del 60%, ol nuclodtide aparece con letra minuscula. Las sacuancias de T cruz! se consuitaron en 6l GenBank (nimeros de accaso
M18314 , M18815, M18816, M18174, M18175, M19176, M19177, M19178, M19179, M18180, M19181, M19185, M19186, M19187,
M19188, M18189, M18190, M19121 y M19192) v las secuencias de T. rengell (nimeros de acceso L19391, L19395, L28038 y L28039).
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Figura 4. Representacion esquematica de un minicircule de Trypanesoma cruzi mostrando 1a organizacion
de las cuatro regiones conservadas con los bloques de secuencia conservada (1, 2 y 3), Se indican los
productos de amplificacion de las regiones conservadas y de las regiones variables. Con los iniciadores
S33A y S344, se obtiene un producto de 83 pb a partir de las regiones constantes. Gon los iniciadores 567
y S34A, se obliene un producto de 122 pb originado de las regiones constanies. Con los iniciadores 535 ¥
536, sa genera un producto de 330 pb a partir de las regiones variables, Cada pareja de iniciadores genera
cuatro productos idénticos, pero, para simplificacion de! disefio, se indica un producto solamente (Modificado
de Sturm st al., 198%), En la parte derecha del disefio se presenta un gel de poliacriiamida al 6%, coloreado
con nitrato de plata, mostrando los productos de amplificacion de 330 pb de KDNA de 7. cruzi de dos cepas
asisladas en Coyaima-Tolima, Se usé como marcador 160 pb ladder

Tr T.r T

R NE

Figura 5. Gel de poliacrilamida al 5% coloreado con nitrato de plata, mostrando los productos de amplificacion
de kDNA de tres cepas de Trypanosoma rangefi aisladas en Coyaima-Tolima. Con los iniciadores S35 y 836
se obtienen productos de 760 pb derivados de minicirculos con dos regiones conservadas (KP2} y un
conjunto variable de 300 a 450 ph derivados de minicirculos con cuatro regicnes conservadas (KP3)
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Recientemente, Vallejo et al. (1997a, 19987b)
analizaron cepas de T. rangeii aisladas en el
departamento de Tolima a partir de Rhodnius y
Didelphis marsupialis, capturados en ciclos de
transmision silvestre, y Rhodnius prolixus domiciliade.
Por técnicas de hibridizacién y PCR, se observo que
la secuencia del minicircuto KP1 estuvo presente en

todas las cepas aisladas en el ciclo doméstico, pert
ausente en las cepas aisladas en los ciclos siivestres
Estos hallazgos sugieren la existencia de dos grupo:
de T. rangelimolecularmente diferentes, localizados
en la misma area geografica y probablements
similares a los grupos previamente descritos po
Macedo et al. (1993) y Steindel et al. (1994).

Tabla 4. Blogues de secuencia conservada (BSC) de minicirculos de kDNA en diferentes

especies de tripanosomatidos.
Organiemo BSC-1 BSC-2 BSC-2

T. cruzi AGGGGCETTC COCCGTAC GGGETTGGTGTA
T. rangeli Lol oo i AL,
¢, fasciculata ... .00, T.....T.  aieeie .
¢. encopeiti ... T...C.Th A T
L. amaronenesis L ......... 0 Laaeas P
L. bragiliengis-  .......... ... T. e
L. donovani P s e
L. guyangngid 00 caaeeanees VT e
L. ipfantum L. ... .00 ida.. T. e
L. panamensis ey LTl e
L., peruviana = e e L
L. tarentolae L. 0000 aeaas G
P. serpens R T.....T. e A .
T. brucei P R - B
T, congolense A e TGuvvive  eaeirmraeens
T. egquiperdum L N < 8 GALLLUBL
T. lewisi GA.vvai e Coveun AT e
Conssnso AgeRaacaTTe aCCogTec AaGaTTAGTETA
Cada punto Indica homologia; las letras indican susticidn en fas bases.
{Adapiado de Ray 1989; Pestov ef al., 1990; De Bruijn y Barker, 1992; Majumder, 1992 Sa-Carvalho e ai., 1993; Lee
af al., 1923; Tripp of al, 1994, Recinos at 8l., 1994; Vallgjo of /., 1994}

Tabla 5. Distancia entre los bloques de secuencia conservada en diferentes especies de tripanosométidos

Organismo BSC-1 p? BSC-2 o® BSC-3
T. ecruzi 29 49

T. rangeli 29 48

C. fasciculata 28 45

C. oneopelti 28 46

L. amazonenesis aa 48

L. brasiliensis 29 47

L. donovani ) 28 46

L. guyananeis 29 47

L. infantum 28 47

L. panamensis 29 a7

L. peruviana 29 47

L. tarentolae 27 a7

P. serpens 27 48

T. brucel 20 41

T. congolense 29 47

T. equiperdum 21 38

7. lewisl 29 47

La distancia {ue deteminada come ¢l nimers de pares de bases entre ios bloques de secuencia conservada.
pAa : Distancia media entre BSC-1 y BSC-2 en pares de bases

pb : Diztancia media entre BSC-2 y BSC-3 an parss de bases

(Adaptado de Ray 1989; Pestov of &/, 1990; De Bruijn y Baker 1992; Majumder, 1992; Sdé-Carvalho of al., 1993; Lee &t al.,
1983; Tripp et al., 1994; Recinos &t al., 1994; Vallejo, 1984)
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CONCLUSIONES

De los métodos de biologla molecular desarrollados
en los (ltimos diez afics, se ha sefalado que la
amplificacion por PCR de los minicirculos de kKDNA
es la técnica de maycer sensibilidad para la deteccion
de T. cruzi en la sangre de los hospederos
vertebrados o en los vectores. La comparacion de
las secuencias de 136 pb correspendientes a las
regiones conservadas de los minicirculos de KDNA
de T cruzi y T. rangeli, revela una inesperada
homologia en la secuencia, el orden y la distancia de
los blogues de secuencia conservada (BSC-1, BSC-
2, BSC-3). No es sorprendente que los iniciadores
$35 y $36 disefiados sobre los blogues de secuencia
conservada de T. cruziy considerados originalmente
come especie especificos, reaccionen tambign con
los minicirculos de T. rangeliy amplifiquen por PCR
una serfie de fragmenics de tamafios variables que
permiten la diferenciacion de las dos especies de
tripanosomas. Se ha mostrado una elevada
sengibilidad del PCR para la deteccidon de T. cruzia
partir de KDNA; sin embargo, los datos obtenidos en
nuestro laboraterio indican que la sensibilidad para
la deteccién de T, rangeiies menor. Por otro lado, an
las infecciones mixtas existe una clara competencia
de estos iniciadores para hibridizar en los blogques
de secuencia conservada de los minicirculos de T,
cruzi o de T. rangeli, cuyo patron de amplificacion
depende finalmente de la proporcion relativa de los
dos tripanosomas presentes en el vertebrado o en el
intestino del vector. Actualmente, se adelantan
investigaciones de campo para evaluar el uso y el
comportamiento de estos iniciadores para la
deteccion de T. cruziy T. rangell en vectores y
reservorios naturalmente infectados.

La transcinetoplastia conduce a cambios en la
proporcion de las secuencias de los minicirculos de
kDNA como consecuencia de diversas presiones
selectivas. En nuestro laboratorio, hemos detectado
la. secuencia de un minicircule (KP1) de 7. rangeli
asociada exclusivamente a las cepas aisladas en {08
ciclos de transmision doméstica. Aungue el
significado de este fenémeno adn asta por aclararse,
la presencia de este marcador posibilita los estudios
de la epidemniologia molecular del parasitc y ofrece
un nuevo modelo para el estudio de la evolucion y
perturbacién de la funcién y la estructura de los genes
mitocendriales de los tripanosomatidos.
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