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$SOLFDFLyQ GH HFXDOL]DGRUHV GH SURWHtQDV SDUD OD LGHQWL&iquest;FDFLyQ GH DQWtJHQRV
minoritarios de la saliva de Ornithodoros moubata
Ricardo P&eacute;rez-S&aacute;nchez, Ana Oleaga, Mar Siles-Lucas, Ver&oacute;nica D&iacute;az-Mart&iacute;n, Eduardo de la Torre
Escudero, Ana Hern&aacute;ndez-Gonz&aacute;lez, Ra&uacute;l Manzano-Rom&aacute;n
Laboratorio de Parasitolog&iacute;a Animal. IRNASA. CSIC. Salamanca
Resumen
El extracto salival (SGE) de la garrapata Ornithodoros moubata contiene una prote&iacute;na antig&eacute;nica
(Om44) de inter&eacute;s para el desarrollo de una vacuna
anti-O. moubata. Om44 es minoritaria en el SGE,
ORTXHGL&iquest;FXOWDVXGHWHFFLyQHLGHQWL&iquest;FDFLyQ(OWUDtamiento del SGE con un ecualizador de proteinas
permite concentrar a Om44 hasta niveles perfectamente detectables en geles 2D te&ntilde;idos con plata e
LGHQWL&iquest;FDU D ODV SURWHtQDV SUHVHQWHV HQ HO VSRW FRrrespondiente, aunque para ello haya que recurrir a
la secuenciaci&oacute;n de novo por estar O. moubata muy
poco secuenciada.
Ornithodoros moubataHVXQDUJiVLGRHQGy&iquest;OR
africano que se refugia en el interior de las madrigueras de los animales salvajes, de las pocilgas
dom&eacute;sticas e incluso de las viviendas humanas.
vestigaci&oacute;n de vacunas antigarrapata como m&eacute;todo
alternativo de control.
En trabajos anteriores nuestro equipo inici&oacute; el
desarrollo de una vacuna anti-O. moubata inmunizando cerdos con un extracto proteico de gl&aacute;ndulas
salivales (SGE) de este arg&aacute;sido. El SGE indujo una
respuesta inmunitaria capaz de reducir hasta en un
70% las tasas de alimentaci&oacute;n y reproducci&oacute;n del arg&aacute;sido. El ant&iacute;geno inductor de esta respuesta es una
prote&iacute;na de 44 kDa (Om44) que se une a la mol&eacute;cula
P-selectina del hospedador, lo que previsiblemente
bloquea las respuestas hemost&aacute;ticas mediadas por
la P-selectina y permite a la garrapata completar la
ingesta de sangre [1].
Consecuentemente, nuestro siguiente objetivo
IXH OD LGHQWL&iquest;FDFLyQ GH 2P FRPR SDVR SUHYLR
para su clonaci&oacute;n y obtenci&oacute;n en forma recombi-
Figura 1. SGE sin ecualizar separado en geles 2D (12% acrilamida, pH 3-10) te&ntilde;idos con plata (A) y Sypro rubi (B). Western
blot con suero de cerdo vacunado con SGE (C).
Sus principales hospedadores son los facoceros, los
cerdos y las personas, a los que puede transmitir
graves enfermedades como la Peste porcina africana y la Fiebre recurrente humana. La eliminaci&oacute;n
de esta garrapata del medio sinantr&oacute;pico puede
facilitar el control de las citadas enfermedades.
Los inconvenientes del uso de acaricidas en la
lucha contra las garrapatas han favorecido la in-
QDQWH$ERUGDPRVGLFKDLGHQWL&iquest;FDFLyQPHGLDQWHXQD
estrategia prote&oacute;mica cl&aacute;sica: separaci&oacute;n del SGE
en geles 2D, localizaci&oacute;n del spot correspondiente
a Om44 y an&aacute;lisis del mismo por espectrometr&iacute;a
de masas. Esta estrategia se enfrent&oacute; con dos problemas. El primero es que Om44 es minoritaria en
el SGE y, aunque su spot s&iacute; se detecta en western
blot 2D usando sueros de cerdos vacunados, no es
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visible en geles 2D te&ntilde;idos con plata o con Sypro
Rubi (Figura 1). Para solucionar este problema, el
SGE se trat&oacute; con un equalizador de prote&iacute;nas [2]
utilizando el kit ProteoMiner Protein Enrichment
(Bio-Rad). El SGE ecualizado se resolvi&oacute; en geles
2D y se analiz&oacute; en western blot 2D, lo que permiti&oacute;
localizar y cortar el spot correspondiente a la Om44
(44 kDa, pI 6,8), claramente visible ahora en geles
2D te&ntilde;idos con plata (Figura 2).
Solucionado el primer problema, el segundo al
que nos enfrentamos fue que O. moubata est&aacute; aun
muy poco secuenciado, como ocurre en general con
RWUDVJDUUDSDWDV&gt;@(VWRGL&iquest;FXOWDODLGHQWL&iquest;FDFLyQ
por comparaci&oacute;n de huellas pept&iacute;dicas y espectros
de fragmentaci&oacute;n, oblig&aacute;ndonos a recurrir a la secuenciaci&oacute;n de novo de p&eacute;ptidos tr&iacute;psicos de Om44.
El inconveniente de la secuenciaci&oacute;n de novo es que
es caro y sus resultados no siempre garantizan la
LGHQWL&iquest;FDFLyQ&gt;@/DYHQWDMDHVTXHODVVHFXHQFLDV
pept&iacute;dicas de novo pueden utilizarse como base para
el dise&ntilde;o de oligonucle&oacute;tidos con los cuales abordar
ODDPSOL&iquest;FDFLyQ\FORQDMHGHOF'1$FRGL&iquest;FDQWHGH
Om44 sin conocer a priori la identidad de la pro-
te&iacute;na. Los resultados de la secuenciaci&oacute;n de novo
de los p&eacute;ptidos procedentes del spot de la Om44
VH PXHVWUDQ HQ OD WDEOD 6H KDQ LGHQWL&iquest;FDGR prote&iacute;nas, lo cual plantea un nuevo problema: &iquest;cu&aacute;l
de ellas es la prote&iacute;na Om44?. Teniendo en cuenta
par&aacute;metros prote&oacute;micos, como el score, pI y peso
molecular, y biol&oacute;gicos, como su localizaci&oacute;n citoplasm&aacute;tica, pensamos que enolasa o actina pueden
VHU 2P (O UHVWR GH ODV SURWHtQDV LGHQWL&iquest;FDGDV
quiz&aacute; sean contaminaciones, aunque no podemos
descartar que algunas de ellas tengan un hom&oacute;logo
en O. moubata con un peso molecular y pI compatibles con los del spot analizado.
Figura 2. SGE equalizado separado en geles 2D (12%
acrilamida, pH 5-8) te&ntilde;idos con plata (A). Western blot con
suero de cerdo vacunado con SGE (B).
Tabla 1. 3URWHtQDVLGHQWL&iquest;FDGDVSRUVHFXHQFLDFLyQGHQRYRDSDUWLUGHOVSRWFRUUHVSRQGLHQWHD2P
Numero
de acceso
Prote&iacute;na
P&eacute;ptido
Score
pI / MW
te&oacute;ricos
Funci&oacute;n
P06733
Enolasa. Homo sapiens
239
175,5
6.73 /
47024
Gluc&oacute;lisis,
Fibrinolisis
4/*:
Actina. Ornithodoros moubata
217
5.29 /
41793
Estructural
P25705
$73VLQWKDVHVXEXQLWĮPLWRcondrial precursor. H. sapiens
520
P09867
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1. Bos taurus
56
B7Q349
Elongation factor-1. Ixodes
scapularis
P15252
VVIGMDVAASEFFR252
20
AGFAGDDAPR29
LCYVALDFEQEMATAASSSSLEK239
94,6
1
EIVTNFLAGFEA531
80,8
9.16 /
59750
S&iacute;ntesis de ATP
GFGFVTYATVEEVDAAMNAR75
55,1
9.27 /
34196
Procesamiento y
transporte de RNA
111
NMITGTSQADCAVLIVAAGTGEFEAGISK129
52,6
9.13 /
50753
Bios&iacute;ntesis de prote&iacute;nas
1
Elongation factor
Hevea brasiliensis
43
SGPLQPGVDIIEGPVK58
50,4
P81605
1
43
ENAGEDPGLAR53
50,2
P0ACT0
1
HTH-type transcriptional regulator acrR. Escherichia coli
Dermcidin. Homo sapiens
5.04 /
14721
6.09 /
11283
5.66 /
24766
42,8
AQLGVQAFADALLIIPK449
42,0
6.24 /
58024
Chaperona
Plegamiento de
prote&iacute;nas
AEMIELNDR107
40,9
5.16 /
52844
Estructural.
Filamentos citoesqueleto
40,3
9.65 /
23283
Bios&iacute;ntesis de prote&iacute;nas
Chaperone containing
T-complex protein 1 subunit z.
Homo sapiens
433
P24789
Vimentin-1/2
Xenopus laevis
99
1
1
Posibles contaminantes
Regulaci&oacute;n de la
trancripci&oacute;n
RAAIIMR168
P40227
Translation initiation factor
IF-3. Mycoplasma pulmonis
Antimicrobiano.
162
1
Q98QV2
Al&eacute;rgeno
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Resumen
El agente causal de la tripanosomiasis o enfermedad de Chagas es el protozoo par&aacute;sito Trypanosoma cruzi. Dicho par&aacute;sito es un organismo intracelular obligado que utiliza una enorme cantidad de
tipos celulares para multiplicarse. Durante el proceso de entrada e invasi&oacute;n celular, T. cruzi secreta una
serie de prote&iacute;nas encargadas del reconocimiento
de la c&eacute;lula hospedadora y la posterior entrada del
protozoo en ella.
(QHOSUHVHQWHWUDEDMRVHGHVFULEHODLGHQWL&iquest;FDFLyQ
de dos prote&iacute;nas pertenecientes a la familia MASP
(Mucin Associated Surface Protein) secretadas tras dos
horas de interacci&oacute;n c&eacute;lula-par&aacute;sito. Las secuencias de
estas prote&iacute;nas poseen las caracter&iacute;sticas b&aacute;sicas de la
familia MASP con dos regiones hidrof&oacute;bicas en los
extremos N- y C- terminal y una regi&oacute;n central en el
cual existen sitios para la N-glicosilaci&oacute;n. Tras mapear
ep&iacute;topos de tipo MHC-I en las secuencias encontramos
varias regiones en las prote&iacute;nas que podr&iacute;an compor-
tarse potencialmente como posibles lugares que estimularan la generaci&oacute;n de una respuesta inmune celular
frente a T. cruzi. Como conclusi&oacute;n, consideramos que
ODVSURWHtQDV0$63LGHQWL&iquest;FDGDVSXHGHQVHUSRWHQciales ant&iacute;genos inmun&oacute;genos y posibles herramientas
diagn&oacute;sticas para evaluar una respuesta humoral frente
a &eacute;stas durante el transcurso de la enfermedad.
Trypanosoma cruzi HV XQ SURWR]RR &Agrave;DJHODGR
perteneciente al Orden Kinetopl&aacute;stida y agente etiol&oacute;gico de la tripanosomiasis americana o enfermedad de Chagas, estim&aacute;ndose en unos 16-18 millones
las personas infectadas principalmente en Centro y
Sudam&eacute;rica [1, 2]. La familia MASP (Mucin Associated Surface Protein) descrita por primera vez tras
el desarrollo y posterior publicaci&oacute;n de los datos del
genoma de T. cruzi, constituye una extensa familia
g&eacute;nica que representa el 6% del genoma del par&aacute;sito
aproximadamente [3]. Las MASPs, pueden mosWUDUPRGL&iquest;FDFLRQHVSRVWWUDGXFFLRQDOHVVLPLODUHVD
las de las mucinas, describi&eacute;ndose como prote&iacute;nas
N-glicosiladas [4]. Las aproximaciones prote&oacute;mi-
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