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Resumen

El extracto salival (SGE) de la garrapata Orni-
thodoros moubata contiene una proteina antigénica
(Om44) de interés para el desarrollo de una vacuna
anti-O. moubata. Om44 es minoritaria en el SGE,
lo que dificulta su deteccion e identificacion. El tra-
tamiento del SGE con un ecualizador de proteinas
permite concentrar a Om44 hasta niveles perfecta-
mente detectables en geles 2D tefiidos con plata e
identificar a las proteinas presentes en el spot co-
rrespondiente, aunque para ello haya que recurrir a
la secuenciacion de novo por estar O. moubata muy
poco secuenciada.

Ornithodoros moubata es un argésido endodfilo
africano que se refugia en el interior de las madri-
gueras de los animales salvajes, de las pocilgas
domésticas e incluso de las viviendas humanas.

vestigacion de vacunas antigarrapata como método
alternativo de control.

En trabajos anteriores nuestro equipo inicio el
desarrollo de una vacuna anti-O. moubata inmuni-
zando cerdos con un extracto proteico de glandulas
salivales (SGE) de este argasido. El SGE indujo una
respuesta inmunitaria capaz de reducir hasta en un
70% las tasas de alimentacion y reproduccion del ar-
gasido. El antigeno inductor de esta respuesta es una
proteina de 44 kDa (Om44) que se une a la molécula
P-selectina del hospedador, lo que previsiblemente
bloquea las respuestas hemostaticas mediadas por
la P-selectina y permite a la garrapata completar la
ingesta de sangre [1].

Consecuentemente, nuestro siguiente objetivo
fue la identificacién de Om44, como paso previo
para su clonacion y obtencion en forma recombi-
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Figura 1. SGE sin ecualizar separado en geles 2D (12% acrilamida, pH 3-10) tefiidos con plata (4) 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 africa-
na y la Fiebre recurrente humana. La eliminacion
de esta garrapata del medio sinantropico puede
facilitar el control de las citadas enfermedades.
Los inconvenientes del uso de acaricidas en la
lucha contra las garrapatas han favorecido la in-

nante. Abordamos dicha identificacion mediante una
estrategia protedmica clasica: separacion del SGE
en geles 2D, localizacion del spot correspondiente
a Om44 y analisis del mismo por espectrometria
de masas. Esta estrategia se enfrentd con dos pro-
blemas. El primero es que Om44 es minoritaria en
el SGE vy, aunque su spot si se detecta en western
blot 2D usando sueros de cerdos vacunados, no es



144

visible en geles 2D teiiidos con plata o con Sypro
Rubi (Figura 1). Para solucionar este problema, el
SGE se traté con un equalizador de proteinas [2]
utilizando el kit ProteoMiner Protein Enrichment
(Bio-Rad). El SGE ecualizado se resolvid en geles
2D y se analizo en western blot 2D, lo que permiti6
localizar y cortar el spot correspondiente a la Om44
(44 kDa, pl 6,8), claramente visible ahora en geles
2D teilidos con plata (Figura 2).

Solucionado el primer problema, el segundo al
que nos enfrentamos fue que O. moubata esta aun
muy poco secuenciado, como ocurre en general con
otras garrapatas [3]. Esto dificulta la identificacion
por comparacion de huellas peptidicas y espectros
de fragmentacion, obligandonos a recurrir a la se-
cuenciacion de novo de péptidos tripsicos de Om44.
El inconveniente de la secuenciacion de novo es que
es caro y sus resultados no siempre garantizan la
identificacion [4]. La ventaja es que las secuencias
peptidicas de novo pueden utilizarse como base para
el disefio de oligonucleotidos con los cuales abordar
la amplificacion y clonaje del cDNA codificante de
Om44 sin conocer a priori la identidad de la pro-
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teina. Los resultados de la secuenciacion de novo
de los péptidos procedentes del spot de la Om44
se muestran en la tabla 1. Se han identificado 11
proteinas, lo cual plantea un nuevo problema: ;cual
de ellas es la proteina Om44?. Teniendo en cuenta
parametros protedmicos, como el score, p/ y peso
molecular, y biologicos, como su localizacién cito-
plasmatica, pensamos que enolasa o actina pueden
ser Om44. El resto de las proteinas identificadas
quizéd sean contaminaciones, aunque no podemos
descartar que algunas de ellas tengan un homdlogo
en O. moubata con un peso molecular y p/ compa-
tibles con los del spot analizado.
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Figura 2. SGE equalizado separado en geles 2D (12%
acrilamida, pH 5-8) teriidos con plata (4). Western blot con
suero de cerdo vacunado con SGE (B).

Tabla 1. Proteinas identificadas por secuenciacion de novo a partir del spot correspondiente a Om44.

Numero Proteina Péptido Score pI’/ MW Funcién
de acceso tedricos
6.73/ Glucdlisis
H 239 252 >
P06733 Enolasa. Homo sapiens VVIGMDVAASEFFR 175,5 47024 Fibrinolisis
2YAGFAGDDAPR? 94.6 529/
Q3LGW2 | Actina. Ornithodoros moubata | *"’LCYVALDFEQE- ’ 4'1793 Estructural
MATAASSSSLEK?>*
. W . L
P25705 ATP-sinthase subunit o, mito- | spryppp AGREAS! g8 | 18/ Sintesis de ATP
condrial precursor. H. sapiens 59750
Heterogeneous nuclear ribonu- | 25 9.27/ Procesamiento y
P09867 cleoprotein Al. Bos taurus GFGFVIYATVEEVDAAMNAR 35,1 34196 transporte de RNA
B7Q349 Elongation factor-1. Ixodes IMNMITGTSQADCAVLIVAAGT- 596 9.13/ Biosintesis de pro-
scapularis GEFEAGISK"® ’ 50753 teinas
'Elongation factor " S5 5.04/ .
P15252 Hevea brasiliensis SGPLQPGVDIIEGPVK 50,4 14721 Alérgeno
P81605 ' Dermcidin. Homo sapiens SENAGEDPGLAR® 50,2 ?10298 3 Antimicrobiano.
"HTH-type transcriptional reg- | , 168 5.66/ Regulacion de la
POACTO ulator acrR. Escherichia coli RAAIMR 428 24766 trancripcion
! Chaperone containing 6.24 Chaperona
P40227 T-complex protein 1 subunit z. | “3AQLGVQAFADALLIIPK** 42,0 5'8 024 Plegamiento de
Homo sapiens proteinas
. . Estructural.
p27g9 | vimentin-l2 » AEMIELNDR” 09 | 316/ Filamentos cit-
Xenopus laevis 52844
oesqueleto
! Translation initiation factor " 1o 9.65/ Biosintesis de pro-
Q98QV2 IF-3. Mycoplasma pulmonis ELGIDTLNR 40.3 23283 teinas

! Posibles contaminantes
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Resumen

El agente causal de la tripanosomiasis o enfer-
medad de Chagas es el protozoo parasito Trypano-
soma cruzi. Dicho parésito es un organismo intra-
celular obligado que utiliza una enorme cantidad de
tipos celulares para multiplicarse. Durante el proce-
so de entrada e invasion celular, 7. cruzi secreta una
serie de proteinas encargadas del reconocimiento
de la célula hospedadora y la posterior entrada del
protozoo en ella.

En el presente trabajo se describe la identificacion
de dos proteinas pertenecientes a la familia MASP
(Mucin Associated Surface Protein) secretadas tras dos
horas de interaccion célula-parasito. Las secuencias de
estas proteinas poseen las caracteristicas basicas de la
familia MASP con dos regiones hidrofobicas en los
extremos N- y C- terminal y una region central en el
cual existen sitios para la N-glicosilacion. Tras mapear
epitopos de tipo MHC-I en las secuencias encontramos
varias regiones en las proteinas que podrian compor-

tarse potencialmente como posibles lugares que esti-
mularan la generacion de una respuesta inmune celular
frente a 7. cruzi. Como conclusién, consideramos que
las proteinas MASP identificadas pueden ser poten-
ciales antigenos inmunogenos y posibles herramientas
diagndsticas para evaluar una respuesta humoral frente
a éstas durante el transcurso de la enfermedad.

Trypanosoma cruzi es un protozoo flagelado,
perteneciente al Orden Kinetoplastida y agente etio-
logico de la tripanosomiasis americana o enferme-
dad de Chagas, estimandose en unos 16-18 millones
las personas infectadas principalmente en Centro y
Sudamérica [1, 2]. La familia MASP (Mucin Asso-
ciated Surface Protein) descrita por primera vez tras
el desarrollo y posterior publicacion de los datos del
genoma de 7. cruzi, constituye una extensa familia
génica que representa el 6% del genoma del parasito
aproximadamente [3]. Las MASPs, pueden mos-
trar modificaciones post traduccionales similares a
las de las mucinas, describiéndose como proteinas
N-glicosiladas [4]. Las aproximaciones protedmi-



