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aa: aminodcidos.

ANOVA: Andlisis de la varianza de una via.

BAB: “Biogenic amine binding”.

BLAST: “Basic Local Alignment Search Tool”.

BSA: Albimina de suero bovino.

cDNA: DNA complementario.

CFUs: Unidades formadoras de colonias.

CMMs: Membranas microsomales pancreaticas caninas.

DAB: Diaminobenzidina.

DEPC: Dietilpirocarbonato.

DO: Densidad éptica.

dsRNA: RNA de doble cadena.

DTT: Ditiotreitol.

emPAl: indice de abundancia proteica modificado exponencialmente.

FCA: Adyuvante completo de Freund.

FIA: Adyuvante incompleto de Freund.

GFP: Proteina fluorescente verde.

GGB: Gamma globulina bovina.

GO: “Gene Ontology”.

GPI: Glicosil fosfatidil inositol.

GST: Glutation-S-transferasa.

IP: Inmunoprecipitacion.

IPTG: B-D-1-tiogalactopirandsido de isopropilo.

IS: indice seroldgico.

IVTT: Transcripcion/Traduccion in vitro.

LB: Medio Luria-Bertani.

LC-MS/MS: Cromatografia liquida acoplada a sistema de espectrometria de masas en tandem.

mA: Miliamperios.

MALDI-TOF/TOF: Espectrometria de masas en tdndem mediante ionizacién-disociacién por
laser en matriz- tiempo de vuelo.

MHC-II: Complejo principal de histocompatibilidad de clase II.



mRNA poliA+: RNA mensajero poliadenilado.

NAPPA: “Nucleic Acid Programmable Protein Arrays”.
NCBI: “Centre for Biotechnology Information GeneBank”.
nm: Nandmetros.

OPD: Orto-fenilendiamina.

pb: Pares de bases.

PBS: Tampdn fosfato salino.

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

Pfam:” Protein families database”.

pl: Punto isoeléctrico.

PM: Peso molecular.

PPA: Peste porcina africana.

gRT-PCR: PCR cuantitativa a tiempo real.

RACE: “Rapid amplification of cDNA ends”.

RNAi: RNA interferente.

ROC: “Receiver Operator Characteristic”.

RT-PCR: “Reverse transcription-polimerase chain reaction”.
SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sddico.
SGE: Extracto proteico de glandulas salivales.

SMART: “Simple Modular Architecture Research Tool”.
TBE: Tris-Borato-EDTA.

TBS: Tampon Tris-salino.

TBST: TBS con Tween20 al 0,1%.

TCA: Acido tricloroacético.

TFA: Acido tricfluoroacético.

TFE: Trifluoroetanol.

tPA: Activador tisular del plasmindgeno.

TPBS: PBS con Tween-20 al 0,05%.

TSA: “Tyramide Signal Amplification”.

TXA,: Tromboxano A,.

uPA: Urokinasa.

€ACA: dcido e-aminocaproico.
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Introduccion y Objetivos

Las garrapatas son parasitos hematéfagos de importancia médica y veterinaria por los
danos directos que producen al hospedador y por ser vectores de una gran variedad de
patdgenos (virus, bacterias, protozoos y helmintos) causantes de enfermedades que afectan al
ganado, a los animales de compaifiia y silvestres y a las personas (Jongejan y Uilenberg, 2004;
de la Fuente et al., 2008).

La especie Ornithodoros moubata es un argasido africano ampliamente distribuido por
los paises del este, centro y sur de este continente y la isla de Madagascar (Hoogstraal, 1956;
Roger et al., 2001; Vial, 2009). En esas zonas se encuentra tanto en el medio natural, asociado
a facocheros y otros animales habitantes de madrigueras, como en el medio sinantrdpico, en
el que su presencia es muy comun en las viviendas humanas y en las dependencias de los
animales domésticos, particularmente las de los cerdos. Segun Cutler (2010), en algunos
distritos de Tanzania el 60-80 % de las viviendas humanas estan colonizadas por O. moubata.

En relacidn con las personas, 0. moubata es un ectoparasito importante no sélo por las
molestias que causan sus picaduras sino también, y sobre todo, por ser vector de la Fiebre
recurrente humana causada por Borrelia duttoni, una enfermedad endémica en amplias zonas
de Africa oriental, que en algunos lugares afecta al 6,4 % de la poblacién y provoca tasas de
mortalidad perinatal del 436 por 1.000 (Cutler, 2006,2010; Cutler et al., 2009).

Desde el punto de vista veterinario, O. moubata también es un ectopardsito
importante por ser el principal reservorio y vector del virus de la Peste porcina africana (PPA),
una enfermedad hemorragica de curso agudo, con tasas de mortalidad de hasta el 100 %
(Rennie et al., 2001), que limita la produccidn porcina y provoca enormes pérdidas econémicas
en los paises afectados (Costard et al., 2009; Sanchez-Vizcaino et al., 2012).

Légicamente, la eliminacidon de O. moubata del medio sinantrépico facilitaria el control
y prevencién de estas enfermedades. Aunque este objetivo parece en principio factible, para
alcanzarlo es necesario disponer de un conocimiento preciso de los lugares en los que O.
moubata esta presente, asi como de métodos eficaces para eliminar la garrapata de dichos
lugares.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el presente trabajo se persiguieron dos grandes
objetivos generales: por una parte, el desarrollo de una herramienta para el diagndstico
serolégico de los parasitismos por O. moubata aplicable en la identificacion de los lugares
colonizados por esta garrapata y, por otra, la identificacién de antigenos salivales protectores
para el desarrollo de vacunas frente a O. moubata como método de control. Estos objetivos
han sido abordados del modo siguiente.

En relacién con la identificacion de los lugares infestados con O. moubata, este
conocimiento podria obtenerse mediante la busqueda directa del parasito en el terreno. Sin
embargo, dada la naturaleza enddfila de 0. moubata, el examen directo es inviable a gran
escala ya que requeriria la exploracion exhaustiva de los innumerables lugares en los que la
garrapata podria estar refugiada antes de poder considerar el area muestreada libre del
parasito (Oleaga et al., 1990; Pérez-Sanchez et al., 2010a). En su lugar, los métodos seroldgicos
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-basados en la deteccion de anticuerpos anti-garrapata en los hospedadores que viven en el
area estudiada- ofrecen una alternativa viable, rapida y eficaz a la blsqueda directa y sélo
requieren disponer de un antigeno suficientemente sensible y especifico.

Estos métodos seroldgicos se aplicaron con éxito en Espafia para la localizacion de las
explotaciones porcinas infestadas con Ornithodoros erraticus, que es el vector ibérico del virus
de la PPA (Pérez-Sanchez et al., 1992, 1994; Oleaga-Pérez et al., 1994). Tomando como modelo
el antigeno utilizado entonces para la deteccidn de anticuerpos anti-O. erraticus, que consistio
en un extracto proteico de sus glandulas salivales (SGE), nuestro equipo desarrollé un antigeno
similar para O. moubata (Baranda et al., 1997, 2000), el cual ha sido utilizado en estudios de
campo en Madagascar (Ravaomanana et al., 2011). Estos estudios han mostrado que el SGE de
0. moubata es un antigeno valido, pero también que su uso no esta exento de inconvenientes,
como son lo laborioso de su obtencién, la dificultad de su estandarizacion y su composicion
compleja y poco conocida, que puede plantear dudas acerca de su especificidad, haciendo mas
conveniente el uso de un antigeno individual, de especificidad probada, obtenido en forma
recombinante (Pérez-Sanchez et al., 2010a).

En este sentido, estudios previos mostraron que el antigeno denominado Om20A1 es
el mas especifico y abundante de los presentes en el SGE y la saliva de O. moubata (Baranda et
al., 2000), siendo posteriormente identificado como un ortélogo de la proteina TSGP1 (Tick
salivary Gland Protein 1), que es una lipocalina presente en la saliva de Ornithodoros savignyi
(Mans et al.,, 2001, 2003; Oleaga et al., 2007). En consecuencia, el primer objetivo de la
presente tesis doctoral fue el clonaje, caracterizacion y produccion en forma recombinante de
la TSGP1 de O. moubata, asi como la evaluacién de su especificidad y sensibilidad en la
deteccién de anticuerpos anti-O. moubata con vistas a su validacion como herramienta
diagndstica.

En relacién con los métodos para el control de las poblaciones de garrapatas, éstos se
han basado tradicionalmente en el empleo de acaricidas quimicos, pero el uso de estos
productos presenta diversos inconvenientes, como la dificultad de su aplicacién de forma
efectiva en el interior de las viviendas humanas y de los corrales de los animales, la seleccidn
de cepas resistentes, la toxicidad, y la contaminacidon ambiental y de los productos animales
(Oleaga-Pérez et al., 1990; George et al., 2004; Manzano-Roman et al., 2006; Guerrero et al.,
2012).

A la vista de estos inconvenientes, nuestro grupo inicié el desarrollo de una vacuna
anti-0O. moubata como método alternativo de control, probando dos tipos de extractos
antigénicos, los salivales (SGE) y los ocultos de tubo digestivo (Astigarraga et al., 1995; Garcia
Varas, 2004). El uso de antigenos de tubo digestivo parecia la via mas adecuada al ser este tipo
de antigenos los utilizados en las dos Unicas vacunas anti-garrapata comercializadas hasta la
fecha, TickGARD® y GAVAC®, ambas dirigidas frente a la especie Rhipicephalus microplus (de la
Fuente et al., 2007; Willadsen, 2008; Guerrero et al.,, 2012). Por su parte, la posibilidad de
obtener una respuesta protectora con los antigenos salivales (los contenidos en el SGE)
parecia, en principio, improbable ya que este extracto posee una composicién similar a la de la
saliva (Baranda et al., 1997) y ésta, en condiciones naturales, induce respuestas inmunitarias
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que carecen de valor protector. No obstante, probamos el SGE pensando que su
administracién con adyuvantes, en concreto con los de Freund, podria forzar el
reconocimiento de los componentes antihemostaticos de la saliva, cuya neutralizacidn deberia
traducirse en una inhibicion de la alimentacion (Maritz-Olivier et al., 2007).

En contra de lo esperable, los antigenos ocultos de tubo digestivo indujeron respuestas
protectoras mas débiles de lo previsto teniendo en cuenta la alta proteccion obtenida con ellos
frente a ixédidos (Guerrero et al., 2012) y al argdsido O. erraticus (Manzano-Roman et al.,
2006, 2007). Por el contrario, el SGE indujo una respuesta que provoco una reduccién en la
cantidad de sangre ingerida, y subsiguiente caida en la fecundidad de las hembras, de hasta un
60-70 %. En trabajos posteriores se aisld y caracterizd parcialmente al antigeno responsable de
esa respuesta: una proteina salival de 44 kDa, a la que denominamos Om44, que actiia como
ligando de la P-selectina del hospedador, lo cual, previsiblemente, impide la unién de P-
selectina a su ligando natural, el PSGL-1, y, en consecuencia, bloquea los mecanismos
hemostaticos desencadenados por esta interaccidén (Garcia Varas, 2004; Garcia-Varas et al.,
2010). Estos hallazgos revelaban un nuevo mecanismo antihemostatico en garrapatas y
asignaban a la Om44 un gran valor como antigeno vacunal, pues su neutralizacion con
anticuerpos bloqueaba significativamente la alimentacién de O. moubata.

Con objeto de averiguar su identidad, el antigeno Om44 se analizé por espectrometria
de masas y secuenciaciéon de novo obteniendo resultados poco concluyentes, que por una
parte indicaban que Om44 no es un ortdlogo de PSLG-1 (Garcia-Varas et al., 2010) y por otra
sugerian como identidad la de una isoforma de enolasa (Pérez-Sanchez et al., 2010b). Dado
qgue la enolasa, ademas de una enzima glucolitica de localizacidn citoplasmatica, es también
una proteina multifuncional que puede secretarse al medio extracelular donde desempefia
funciones profibrinoliticas reguladoras de la hemostasia (Pancholi, 2001; de la Torre-Escudero
et al., 2010; Avilan et al., 2011) y dado que la enolasa fue inequivocamente identificada en un
analisis protedmico de la saliva de O. moubata (ver seccién de resultados), resultaba necesario
averiguar cual podria ser su funcidn en este fluido y si dicha funcién se relacionaba con una
hipotética actividad antihemostatica como ligando de P-selectina. Con ese fin también
incluimos como objetivo en la presente tesis doctoral el clonaje molecular de la enolasa de O.
moubata, su produccién en forma recombinante y su analisis funcional.

Adicionalmente, los hallazgos en relacidn con la Om44 confirmaban el principio
expresado por otros autores de que la saliva de las garrapatas, por su contenido en proteinas
antihemostaticas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras, puede ser una fuente de antigenos
potencialmente utiles para el desarrollo de vacunas anti-garrapata capaces de bloquear la
alimentacién y la transmision de patdgenos (Maritz-Olivier et al., 2007; Francischetti et al.,
2009; Ribeiro et al., 2011; Wikel, 2013). Como en el caso de O. moubata la composicién de su
saliva se desconoce casi por completo, consideramos necesario llevar a cabo un andlisis
proteémico de la misma para facilitar la identificacién de las moléculas responsables de la
neutralizacién de los mecanismos defensivos del hospedador e incluimos dicho analisis como
objetivo en nuestra tesis doctoral.
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Por ultimo, y puesto que los anteriores andlisis no nos habian permitido identificar con
certeza a la proteina Omd4, decidimos abordar esta cuestién utilizando un nuevo
planteamiento experimental, el cual dio lugar a los dos ultimos objetivos de nuestro trabajo.
Este planteamiento consistié en: (i) la produccidn de microarrays de proteinas a partir de una
genoteca de expresion de cDNA de las glandulas salivales de 0. moubata mediante tecnologia
NAPPA (Nucleic Acid Programmable Protein Arrays) y (ii) el analisis de los microarrays para la
deteccién de ligandos de P-selectina, utilizando como sondas la propia P-selectina y un suero
hiperinmune frente a Om44 obtenido en trabajos previos.

De este modo, esperdbamos poder identificar a la Om44 y a otras posibles proteinas
salivales unidoras de P-selectina, las cuales, tras ser producidas en forma recombinante,
podrian ser analizadas en pruebas de inmunizacidn de animales para evaluar su valor protector
Yy, en ese caso, utilizadas en la definicién de nuevos antigenos vacunales.

En resumen, los objetivos concretos del presente trabajo fueron los siguientes:

1. El clonaje y caracterizacion molecular de la TSGP1 de O. moubata, su obtencidn en
forma recombinante y su validacion como herramienta diagnéstica.

2. Elanalisis protedmico de la saliva de O. moubata.

3. El clonaje y caracterizacién molecular de la enolasa de O. moubata, su obtencion en
forma recombinante y su andlisis funcional para verificar o descartar su hipotética
actividad profibrinolitica y/o antagonista de P-selectina.

4. La construccion y analisis de microarrays de proteinas salivales de O. moubata para la
identificacion de ligandos de P-selectina ortélogos de Om44.

5. Lla produccion y purificacion de las proteinas recombinantes identificadas en el
objetivo anterior, la evaluacion de su capacidad protectora y la definicién, en su caso,
de nuevos antigenos vacunales.
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A fin contextualizar nuestro estudio, en este capitulo comentamos algunos aspectos
basicos de la biologia de las garrapatas, de su alimentacién hematéfaga y de las respuestas
defensivas que dicha alimentacidn desencadena en el hospedador.

Para neutralizar dichas respuestas defensivas, las garrapatas han dotado a su saliva
con moléculas que regulan las relaciones garrapata-hospedador-patégeno, permitiendo su
alimentacién y facilitando la infeccién del hospedador por los patédgenos que transmiten. El
interés y potencial utilidad de dichas moléculas ha impulsado desde hace afios el estudio de la
saliva de las garrapatas, permitiendo la identificacién y caracterizacién funcional de un buen
numero de sus componentes. Dichos estudios y las moléculas caracterizadas en ellos son
revisados en la parte central de este capitulo.

Por ultimo, se revisan los trabajos dedicados al desarrollo de test de diagndstico
serolégico de los parasitismos por garrapatas y al desarrollo de vacunas frente a argasidos,
prestando especial atencidn a las vacunas basadas en antigenos salivales.

1. PARTICULARIDADES BIOLOGICAS DE LAS GARRAPATAS.

Las garrapatas, acaros cosmopolitas pertenecientes al Orden Parasitiformes vy
Suborden Ixodida, son ectoparasitos temporales y hematdfagos obligados de vertebrados
terrestres, incluyendo anfibios, reptiles, aves y mamiferos. Las especies conocidas estan en
torno a 907 (Barker y Murrell, 2008) y se clasifican en dos grandes familias, Argasidae e
Ixodidae, entre las cuales existen significativas diferencias morfolégicas y bioldgicas.

En su ciclo vital, las garrapatas pasan por las fases de huevo, larva, ninfa (en ixddidos),
o varios estadios ninfales consecutivos (en argasidos), y adulto de uno u otro sexo. Salvo
excepciones, las larvas y las ninfas necesariamente han de realizar una toma de sangre para
mudar a la fase evolutiva siguiente y los adultos necesariamente han de tomar sangre para
reproducirse.

Los argdsidos son en general especies enddfilas; en la naturaleza se refugian en el
interior de las madrigueras de sus hospedadores y en el medio sinantrdpico colonizan el
interior de las viviendas humanas y las dependencias de los animales domésticos. Su
alimentacién es rapida (tardan menos de una hora) y una vez alimentadas mudan y se
reproducen en el interior de sus refugios. Normalmente ingieren cantidades de sangre
equivalentes a unas 10 veces su peso en ayunas; los adultos de ambos sexos pueden repetir la
alimentacidén y realizar 8 - 10 ciclos trofogdnicos antes de morir, en cada uno de los cuales las
hembras depositan entre 100 y 200 huevos (Vial, 2009).

Por su parte, los ixédidos son generalmente exdéfilos y permanecen en el suelo o en la
vegetacion, a la espera de encontrar un hospedador adecuado para alimentarse. Tras acceder
al hospedador, se alimentan durante varios dias e ingieren cantidades de sangre superiores a
100 veces su peso, excepto los machos que apenas toman sangre. Una vez alimentadas,
vuelven al suelo para realizar la muda o la puesta de huevos. Las hembras de los ixédidos se
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alimentan sélo una vez, depositan varios miles de huevos y mueren tras la oviposicidon
(Sonenshine et al., 2002).

1.1. Fijacidn y toma de sangre.

Las garrapatas son telmdfagos; para alimentarse perforan la piel del hospedador con el
extremo distal dentado de los queliceros a la vez que introducen el hipostoma, el cual actta
como elemento de anclaje. En los argasidos e ixddidos Prostriata (Ixodes spp.) el hipostoma y
los queliceros quedan en contacto directo con los tejidos del hospedador, mientras que en los
ixddidos Metastriata sus glandulas salivales segregan el cemento, un liquido blanquecino
constituido mayoritariamente por lipoproteinas, que se endurece alrededor de las piezas
bucales formando un tubo cénico que actia como elemento adicional de anclaje y aisla las
piezas bucales de los tejidos del hospedador (Cuadro 1).

Durante la perforacién de la piel, los queliceros y el hipostoma desgarran los capilares
de la dermis provocando una hemorragia y formando un pequefio absceso o cavidad de
alimentacién en el extremo de los apéndices bucales, desde el cual las garrapatas comienzan a
succionar la sangre y los exudados tisulares que fluyen hacia dicha cavidad (Kemp et al., 1982;
Encinas-Grandes et al., 1999).

Para poder ingerir toda la sangre que necesitan, las garrapatas deben neutralizar las
repuestas defensivas del hospedador y, como veremos mas adelante, con ese fin han
desarrollado una saliva de composicién compleja, repleta de moléculas farmacolégicamente
activas que es inoculada al hospedador durante la alimentacién. Estas moléculas, junto con la
propia respuesta defensiva del hospedador, participan en la formacién de la lesiéon de
alimentacidn. Las garrapatas inoculan la saliva y succionan la sangre a través del mismo canal,
de manera que realizan ambas funciones alternativamente durante todo el tiempo que tardan
en completar la toma de sangre (Bowman et al., 2008; Francischetti et al., 2009).

1.2. Glandulas salivales.

La saliva es producida por las glandulas salivales, que en garrapatas son complejos
6rganos multifuncionales encargados no sélo de la sintesis y secrecién del cemento y la propia
saliva, sino también de la regulacién del balance hidrico y salino (osmoregulacién). Para ello,
las glandulas salivales absorben humedad ambiental cuando la garrapata esta alejada del
hospedador y eliminan el exceso de agua e iones resultantes de la concentracién de la sangre
durante el proceso de alimentacion, incorporandolos a la saliva y reinoculandolos asi al
hospedador (Bowman et al., 2008).

Las glandulas salivales estan localizadas a ambos lados en la mitad anterior del cuerpo
y son de tipo acinar o racemoso. Cada glandula consta de un canal o conducto salival,
extensamente ramificado, alrededor del cual se disponen las células secretoras formando
acinos. Existen cuatro tipos de acinos, cada uno de los cuales esta constituido por tipos
celulares distintos, segrega componentes distintos y realiza funciones diferentes (Cuadro 1).
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Los acinos de tipo | son de tipo agranular, pues sus células carecen de granulos de
secrecion, y su funcion es producir una saliva rica en sales higroscépicas que se extiende por
las piezas bucales cuando la garrapata no estd en el hospedador. Estas sales absorben
humedad ambiental y posteriormente son ingurgitadas, lo que permite a la garrapata obtener
el agua necesaria.

Los acinos tipo I, lll y IV son de tipo granular, ya que estan constituidos por células
secretoras con abundantes granulos de secrecidon cuyo contenido es vertido a la saliva durante
el proceso de alimentacién. En los ixddidos, parte de las moléculas secretadas a la saliva se
encuentran sintetizados y almacenados en esos granulos, mientras que el resto de los
componentes salivales son sintetizados de novo a lo largo de la alimentacién. En los argasidos,
al ser hematdfagos de alimentacién rapida, todos los componentes de su saliva se encuentran
ya sintetizados, almacenados en los granulos vy listos para ser secretados cuando los parasitos
acceden a sus hospedadores. En cuanto a las funciones de estos acinos granulares, los de tipo
Il son los encargados de sintetizar a las moléculas salivales con actividad farmacoldgica y, en
consecuencia, estan presentes tanto en argasidos como en ixddidos. Los de tipo lll son los
encargados de segregar el cemento y, por tanto, sélo los poseen los ixédidos. En cuanto a los
de tipo IV, sélo estdn presentes en los machos de los ixddidos y su funcion es segregar una
saliva lubricante, rica en glicoproteinas, que no participa en la alimentacién, sino que sirve
para facilitar la transferencia del espermatdforo a la hembra durante la cépula (Kemp et al.,
1982; Bowman et al., 2008).

glandulas salivales Acino tipol

Central cell” ™ 3

Pyramidal cells

~ Constrictor cell
_ Peritubular cell

Lobular duct —_

E-cell

" Adlumenal
Ablumenal— interstitial cell
interstitial cell

Cuadro 1. A. Garrapata fijada a la piel del hospedador alimentandose. B. Modelo de
glandula salival y de los acinos de tipo | (agranulares) y de tipo Il, lll y IV (granulares)
(Bowman et al., 2008).
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2. RESPUESTAS DEFENSIVAS DEL HOSPEDADOR DURANTE LA ALIMENTACION DE LAS
GARRAPATAS.

Como acabamos de mencionar, la fijacién de las garrapatas a la piel del hospedador
causa una lesién vascular, la cual dispara las respuestas defensivas del hospedador, que
incluyen la respuesta hemostatica, la respuesta inflamatoria y la respuesta inmunitaria.

La respuesta hemostatica es la encargada de detener la hemorragia y comprende
varios procesos interconectados como son la vasoconstriccidn, la agregacién plaquetaria, la
coagulacién y la fibrinolisis. La respuesta inflamatoria esta destinada a reparar el tejido dafiado
y constituye también la primera linea de defensa frente a los microorganismos que puedan
haber penetrado a través de la lesién. En esta respuesta intervienen varios mecanismos
moleculares y celulares del sistema innato de defensa, como el sistema de las cininas
(bradicinina), las anafilotoxinas liberadas tras activarse la via alternativa del complemento, la
histamina liberada por los mastocitos, asi como los fagocitos polimorfonucleares (neutrdfilos).
Por su parte, la respuesta inmunitaria especifica requiere la activacién de los linfocitos Ty By
la produccion de anticuerpos especificos frente a los inmundgenos salivales, por lo que es el
mecanismo defensivo que tarda mas tiempo en activarse, de modo que en un primer contacto
no afectaria a la garrapata que la dispara, pero puede afectar a otros ejemplares en contactos
secundarios.

Todas estas respuestas defensivas han sido revisadas recientemente y con gran detalle
por diversos autores (Titus et al., 2006; Maritz-Olivier et al., 2007; Brossard y Wikel, 2008;
Francischetti et al., 2009; Ribeiro y Arca, 2009; Schroeder et al., 2009; Fontaine et al., 2011;
Mans, 2011; Chmelar et al., 2012; Kazimirova y Stibraniovd, 2013; Stibraniova et al., 2013;
Wikel, 2013). Basandonos en dichas revisiones describimos a continuacién los principales
mecanismos defensivos del hospedador frente a las garrapatas.

2.1. Respuesta hemostatica.

Comenzando por la agregacidn plaquetaria y la vasoconstriccion, hay que sefalar que
estos mecanismos son de accidon inmediata y bastarian por si solos para detener la hemorragia
en los vasos mds pequeiios, como los capilares de la dermis, impidiendo la alimentacién de la
garrapata (Cuadro 2).

En condiciones normales, las plaquetas expresan en su superficie diversas integrinas.
Estas actlan como receptores para el coldgeno y otras proteinas insolubles de la matriz
extracelular (integrinas a2B1 y GPVI) o como receptores para el fibrinégeno, que es una
proteina que esta en forma soluble en el plasma (integrina allbB3). En condiciones basales
estas integrinas estan inactivas y no reconocen a sus ligandos; en consecuencia las plaquetas
inactivas no se adhieren entre si, ni a la pared de los vasos sanguineos. Junto a estas
integrinas, las plaquetas inactivas también expresan constitutivamente receptores para
diversas moléculas activadoras (o agonistas) como el ADP, la trombina, el tromboxano A,
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(TXA,) y la serotonina (5-HT), asi como receptores para moléculas inhibidoras (o antagonistas)
como la prostaciclina (PGl,).

Cuando una garrapata perfora la pared de un vaso sanguineo, las células endoteliales
dafiadas vierten ADP y ATP al plasma, al tiempo que dejan expuestas a la sangre a las proteinas
de la matriz extracelular, como el ya citado coldgeno. El ADP activa inmediatamente a las
plaquetas, las cuales experimentan numerosos procesos.

Primero, un cambio conformacional en sus integrinas de superficie que les permite
unirse a sus ligandos promoviendo la adhesién de las plaquetas activas a la pared del vaso
dafado a través del colageno y a otras plaquetas a través de puentes de fibrindgeno,
origindndose un agregado plaquetario en el lugar de la lesion.

En segundo lugar, las plaguetas activas expresan P-selectina en su superficie. La P-
selectina promueve la adhesion y activacién de los neutrdfilos a través del receptor de P-
selectina en el neutréfilo (la molécula P-selectin glycoprotein ligand-1, PSGL-1), de modo que
éstas células se incorporan al trombo plaquetario contribuyendo a detener la hemorragia.
Ademas, los neutrdéfilos adheridos y activos, entre otras acciones, emiten microparticulas
fuertemente procoagulantes por ser portadoras del factor tisular (Hrachovinova et al., 2003),
las cuales se adhieren a las plaquetas activadas mediante la interaccién entre P-selectina (en la
plaqueta) y PSGL-1 (en la microparticula). Este mecanismo contribuye a generar trombina y
fibrina exactamente en el lugar de la lesion, evitando una coagulacién vascular diseminada y, a
la vez, estabilizando el trombo plaquetario (Polgar et al., 2005; Zarbock et al., 2007).

Por ultimo, las plaguetas activadas segregan varias moléculas con importantes
funciones hemostaticas. Por una parte segregan ADP, trombina, TXA, y serotonina, las cuales
reclutan y activan nuevas plaquetas, amplificando el trombo plaquetario; ademads, el TXA, vy la
serotonina son también potentes vasoconstrictores que restringen el flujo de sangre en la zona
dafiada. Y por otra parte, las plaquetas activas también producen prostaciclina, que tiene
propiedades inversas a las anteriores, es decir, es un agente vasodilatador y antiagregante, y
actla como antagonista funcional en la regulacién fisiolégica de la hemostasia.
Adicionalmente, la serotonina contribuye a la activacion de las células endoteliales, las cuales
expresan moléculas de adhesion celular (ICAM-1, E-selectina y P-selectina), que promueven la
adhesién y posterior extravasacion de los leucocitos (principalmente neutrdfilos), que
contribuiran al desarrollo de la respuesta inflamatoria (ver mas adelante).

Junto a la agregacion plaquetaria y la vasoconstriccidn, el dafio vascular también activa
al sistema de la coagulacion. Este sistema esta constituido por un conjunto de proteasas,
mayoritariamente serina-proteasas, que se encuentran en forma inactiva o proenzima en el
plasma y que se activan secuencialmente generando una cascada de amplificacion. El sistema
tiene como finalidad generar trombina, cuya misidn, a su vez, es la de generar fibrina, proteina
gue en unidn con las plaquetas forma el codgulo que tapona las heridas. Este sistema puede
iniciarse por dos vias: la intrinseca -o de contacto- y la extrinseca; ambas tienen como objetivo
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la activacion de una misma molécula, el factor X activo, con el que se inicia la denominada via
comun de la cascada de la coagulacién (Cuadro 2).

La via intrinseca se inicia cuando el factor Xll entra en contacto con el colageno
subendotelial y con superficies cargadas negativamente que quedan expuestos a la sangre al
producirse el dafio vascular. La extrinseca se inicia mediante la asociacién del factor VIl con el
factor tisular subendotelial, que esta presente en la membrana de la mayoria de las células.
Esta via extrinseca es de respuesta instantanea y tiene como objetivo generar inmediatamente
pequenas cantidades de factor X activo y de trombina. La misién de la trombina en este punto
es esencialmente la amplificacion de ambas vias mediante la retroactivacion de otros factores
de la cascada, fundamentalmente los factores VIIl y V. Una vez iniciada la via comun, el factor X
activo, en unién con el factor V activo, calcio y fosfolipidos forman el complejo protrombinasa,
que transforma muy activamente la protrombina en trombina. La trombina, finalmente,
transforma el fibrinégeno soluble en fibrina insoluble, que es el primer componente del
coagulo y sirve de sustrato de unién para las plaquetas (Chmelar et al., 2012).

La regulacion de la respuesta hemostatica se completa con la fibrinolisis, que es el
proceso natural de solubilizacion del coagulo de fibrina. La fibrinolisis es iniciada por los
activadores del plasmindgeno, como el activador tisular del plasmindgeno (tPA) y la urokinasa
(uPA), quienes convierten el plasmindgeno en plasmina activa, la cual degrada la malla de
fibrina, disolviendo el codgulo. La plasmina también estd implicada en la degradacién de la
matriz extracelular, lo que es importante para la angiogénesis y la cicatrizacion de la herida
(Maritz-Olivier et al., 2007).
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Cuadro 2. Representacion esquematica de la respuesta hemostatica al dafio vascular
producido por la alimentacion de las garrapatas (Fontaine et al., 2011).
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2.2. Respuesta inmunitaria innata (inflamacion).

intimamente conectado con la coagulacién, y ligando a ésta con la respuesta
inflamatoria, esta el sistema de las cininas. Las cininas son péptidos que se liberan de unas
moléculas precursoras, los cinindgenos, por la accion de unas proteasas conocidas como
calicreinas. Las calicreinas se encuentran en forma inactiva o precalicreina en el plasma
formando complejos equimoleculares con los cinindgenos. Tras el dafio vascular, el factor XIl
de la coagulacion, una vez activo, transforma a la precalicreina en calicreina. La calicreina, por
una parte, activa a mas factor Xll creando un asa de amplificacién; por otra, transforma al
cininégeno de alto peso molecular en bradicinina y, por ultimo, hidroliza al componente C5 del
complemento generando la anafilotoxina C5a e interconectando la coagulacién con la
inflamacién y el sistema inmunitario. La bradicinina resultante de la activacion de este sistema,
al igual que otros péptidos vasoactivos como las anafilotoxinas, es un potente activador del
endotelio vascular y, ademas, es un agonista del sistema nervioso que ocasiona dolor. Ambas
acciones pueden tener consecuencias muy perjudiciales para las garrapatas (ver a
continuacion).

Otro de los mecanismos que intervienen en la respuesta inflamatoria aguda es el
sistema del complemento. Este es una pieza clave en el sistema defensivo, con importantes
acciones sobre la hemostasia y el endotelio vascular, por lo que influye en la toma de sangre y
las garrapatas, necesariamente, han de neutralizar sus acciones. Este sistema puede activarse
hasta por cuatro vias: la clasica, que requiere anticuerpos especificos para su iniciacién, por lo
que, en los contactos primarios, no es operativa hasta los 5-7 dias; la alternativa, que se inicia
directamente por la deposiciéon de C3b sobre carbohidratos; la de las lectinas, que es iniciada
por carbohidratos tipo mananos (Nonaka y Yoshizaki, 2004) y la recientemente descubierta de
la trombina, la cual puede activar directamente al componente C3 conectando a este sistema
con el de la coagulacién (Paul, 2008). Estas tres ultimas vias son operativas de forma
inmediata, tanto en contactos primarios como en contactos secundarios.

La activacidn del complemento produce fundamentalmente tres efectos: la lisis de las
células diana, la opsonizacién de los organismos invasores y la inflamacion tisular. De estas tres
acciones, a las garrapatas, previsiblemente, sdlo les afectan las relacionadas con la inflamacion
tisular inducida por las anafilotoxinas generadas durante la activacidn del sistema (C3a, C4a y
C5a). Estas moléculas, junto con otros agonistas proinflamatorios como la bradicinina y la
serotonina, activan el endotelio vascular produciendo un incremento de la permeabilidad
vascular, asi como el reclutamiento, extravasacion, activacién y desgranulaciéon de neutrofilos
(y de los mastocitos residentes) que liberan mediadores proinflamatorios adicionales
(incluyendo leucotrienos e histamina), los cuales, a su vez, reclutan nuevas células
inflamatorias. El resultado es un tejido cutdaneo edematoso que aleja a la garrapata de los
capilares y la obliga a alimentarse, no de sangre, sino de un exudado rico en leucocitos y en sus
productos citotdxicos, lo que puede provocarle la muerte o una reduccion de su fertilidad.
Ademas, el prurito y el dolor, ocasionados por la histamina y la bradicinina, pueden alertar al
hospedador induciendo en él comportamientos defensivos como el rascado, que en el mejor
de los casos interrumpiria la alimentacion de la garrapata y, en el peor, podria provocar su
muerte.
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2.3. Respuesta inmunitaria especifica.

El proceso de alimentacion de las garrapatas también induce en sus hospedadores
complejas respuestas inmunitarias, algunas de las cuales no generan proteccién frente a la
garrapata, al tiempo que otras proporcionan cierto grado de resistencia frente al parasito.

Por lo general, esta resistencia consiste en el bloqueo de la alimentacidn, la reduccién
de la fertilidad y a veces en la muerte de la garrapata (Brossard y Wikel, 2008). En
consecuencia, es importante distinguir los mecanismos inmunoldgicos que no generan
proteccién de aquellos que si lo hacen, sobre todo con vistas al desarrollo de vacunas anti-
garrapata. Esta distincion no es facil porque no existe un modelo universal de respuesta
inmunitaria anti-garrapata, sino que ésta varia en funcién de diversos factores como la especie
de garrapata y hospedador implicados, la edad del hospedador y su historia de exposicidn
previa (Ribeiro y Arca, 2009).

No obstante, y pese a lo que acabamos de mencionar, la mayoria de revisiones sobre
este tema describen una respuesta inmunitaria genérica frente a las garrapatas que tendria
lugar de la siguiente manera (Cuadro 3).

En un primer contacto, las moléculas inmunogénicas de la saliva son capturadas por las
células presentadoras de antigenos (APC), en este caso las células dendriticas de la dermis, que
los fragmentan proteoliticamente y expresan en su superficie asociados a moléculas del
complejo principal de histocompatibilidad de la clase Il (MHC-II). Estas células migran a los
ganglios linfaticos préximos al lugar de la picadura y alli presentan los antigenos salivales a los
linfocitos T CD4+ indiferenciados (Th0). Los linfocitos reconocen especificamente al complejo
MHC-Il/antigeno a través de su receptor de antigenos (el complejo TCR-CD4) v, tras recibir las
oportunas sefales coestimuladoras, se activan y expanden clonalmente diferencidandose en
linfocitos Thl o en linfocitos Th2. Esta diferenciacién depende en gran medida de las sefiales
coestimuladoras proporcionadas por las citocinas presentes en el medio en el momento de la
presentacién antigénica. Por ejemplo, la IL-4 e IL-10 inducen respuestas Th2, mientras que el
IFNy y la IL-12 inducen respuestas Thl. Una vez activos, los linfocitos Thl y Th2 segregan
nuevas citocinas, diferentes en cada caso, y éstas ponen en marcha distintos mecanismos
inmunitarios.

En las respuestas Th2 los linfocitos segregan citocinas como IL-4, IL-5, e IL-13, que
estimulan la produccidn de anticuerpos especificos (IgG e IgE) por los linfocitos B, asi como la
movilizacién de mastocitos y eosindfilos, propiciando el desarrollo de reacciones de
hipersensibilidad inmediata, que potencialmente pueden proteger frente a hematéfagos de
alimentacién rdpida. Por el contrario, en las respuestas Th1l, las citocinas segregadas por los
linfocitos, principalmente IFNy e TNF-a, estimulan respuestas mediadas esencialmente por
macréfagos y basdfilos, que conducen al desarrollo de reacciones de hipersensibilidad
retardada, potencialmente protectoras frente a hematodfagos de alimentacién lenta
(Francischetti et al., 2009; Fontaine et al., 2011) (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Representacion esquematica de la respuesta inflamatoria y la inmunitaria
especifica al dafio vascular producido por la alimentacion de las garrapatas (Fontaine et
al,, 2011).

De estos mecanismos, los que mas pueden afectar a la garrapata proporcionando al
hospedador cierto grado de resistencia serian los siguientes (Cuadro 4).

1. Reacciones inflamatorias en el punto de fijacién, inducidas por las anafilotoxinas
generadas tras la activacién del complemento por la via clasica, o bien por citocinas
proinflamatorias, como la IL-1 y el TNFa, que son segregadas por las propias células
presentadoras de antigenos (células dendriticas y macréfagos) cuando son
estimuladas.

2. Anticuerpos circulantes, que pueden neutralizar moléculas antihemostaticas esenciales
para la toma de sangre, o activar la via clasica del complemento, provocando las
acciones ya mencionadas, y también anticuerpos homocitotrépicos, que, tras
sensibilizar a mastocitos y eosindfilos, pueden participar en reacciones de
hipersensibilidad inmediata y citotoxicidad.

3. Reacciones de hipersensibilidad basdfila cutanea, que son un tipo de hipersensibilidad
retardada (12-24 horas) mediada por respuestas Thl. En estas reacciones, los baséfilos
sensibilizados con anticuerpos, al desgranularse en contacto con el antigeno, liberan
mediadores proinflamatorios, como los leucotrienos y la histamina. Estas moléculas
ejercen sus acciones anti-garrapata indirectamente a través de la activacién del
endotelio, la quimiotaxis y la activacién de los leucocitos; en definitiva, generando una
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respuesta inflamatoria local. Ademas, la histamina puede ejercer sobre las garrapatas
un efecto negativo directo, inhibiendo su alimentacién y provocando su
desprendimiento prematuro (Allen y Kemp, 1982).
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3. FUNCIONES DE LA SALIVA DURANTE LA ALIMENTACION: INTERES Y APLICACIONES
DE LAS MOLECULAS SALIVALES.

Para completar la toma de sangre, las garrapatas deben neutralizar necesariamente las
respuestas defensivas anteriores. Para ello, a lo largo de la coevolucidn con sus hospedadores,
han desarrollado una saliva de composicion compleja y redundante, que refleja la complejidad
y redundancia de las defensas del hospedador (Francischetti et al., 2009; Kazimirova vy
Stibraniova, 2013).

Dicha saliva contiene (i) moléculas antihemostaticas, que permiten a la garrapata
mantener la hemorragia, (ii) moléculas antiinflamatorias, que, entre otras acciones, evitan el
prurito y el dolor de la picadura, permitiéndoles pasar desapercibidas, y (iii) moléculas
inmunomoduladoras, que permiten a las garrapatas alimentarse sobre hospedadores
sensibilizados en contactos previos.

Todas estas moléculas modifican significativamente la fisiologia del hospedador en el
sitio de alimentaciéon permitiendo no sélo la alimentacion de las garrapatas, sino también
facilitando la infeccion por los agentes patdgenos que las propias garrapatas transmiten. A
este fendmeno, presente en garrapatas y en otros vectores hematodfagos, se le ha denominado
“transmision asistida por la saliva” (Nuttall y Labuda, 2008).

Debido a sus variadas actividades bioldgicas, las moléculas salivales de las garrapatas
han despertado un gran interés por su potencial utilidad practica: (i) en el desarrollo de nuevos
farmacos para el tratamiento de trastornos vasculares, inflamatorios o autoinmunes; (ii) como
dianas antigénicas para el desarrollo de vacunas anti-garrapata y vacunas bloqueantes de la
transmisidn de patdgenos y (iii) como marcadores bioldgicos de exposicidn a vectores, es decir,
como antigenos para el serodiagndstico de los parasitismos por garrapatas, de aplicacién en
estudios epidemioldgicos para localizar poblaciones de estos parasitos o para medir el riesgo
de contraer enfermedades transmitidas por garrapatas al que estdn expuestas las poblaciones
de hospedadores (Hovius et al., 2008; Willadsen, 2008; Ribeiro y Arca, 2009; Fontaine et al.,
2011; Chmelar et al., 2012). Este interés, y la hipotesis de que toda proteina secretada a la
saliva previsiblemente tendrd al menos una funcion especifica en la regulacion de las
relaciones garrapata-hospedador-patégeno (Ribeiro et al., 2011), ha impulsado desde hace
varias décadas el estudio de la saliva de estos parasitos con objeto de identificar sus moléculas
y caracterizar su actividad y funciones. Como resultado de estos estudios se han identificado y
caracterizado, total o parcialmente, mas de 50 proteinas salivales con actividad farmacolégica.

En los apartados que siguen comentamos primero los métodos utilizados en el estudio
de la composicién salival de las garrapatas, prestando especial atencidn a los nuevos métodos
de andlisis masivo. A continuacidn, revisamos el repertorio de proteinas salivales ya
caracterizadas vy, finalmente, analizamos la utilizacidon de antigenos salivales de garrapata en el
desarrollo de herramientas para el diagndstico seroldgico de los parasitismos por garrapatas y
en el desarrollo de vacunas anti-garrapata. En el ultimo apartado sefialamos brevemente las
mas modernas aproximaciones para la identificacidon de potenciales antigenos vacunales.

19



Revision bibliogrdfica

4. METODOS DE ESTUDIO DE LA SALIVA: OBTENCION Y ANALISIS DEL SIALOMA.

Los métodos de estudio de la composicidn de la saliva han experimentado una notable
evolucidn en los ultimos 20 afos. Los primeros estudios se llevaban a cabo individualmente,
proteina a proteina, empezando por la purificacion de dicha proteina a partir de un extracto
para llegar a la identificacidn y clonaje del gen correspondiente. Los métodos actuales, por el
contrario, utilizan aproximaciones reversas en las que se parte de secuencias codificantes
identificadas en un andlisis gendmico o transcriptémico, para, pasando por la obtencién de las
proteinas en forma recombinante, llegar finalmente al establecimiento de su funcién y a la
verificacion de su presencia en la saliva de la garrapata.

En los estudios clasicos se comenzaba preparando un extracto de las glandulas
salivales (el denominado SGE) o bien, aunque menos frecuentemente, obteniendo una
muestra de saliva. El SGE/saliva se fraccionaba sucesivamente por métodos bioquimicos hasta
aislar un componente con una determinada actividad farmacoldgica, por ejemplo, un
anticoagulante inhibidor de la trombina. Acto seguido, se obtenia la secuencia aminoterminal
de ese componente, o la de fragmentos peptidicos internos, y con esas secuencias se
disefiaban oligonucledtidos que se utilizaban como sondas para analizar genotecas de cDNA y
aislar el gen correspondiente. Una vez clonado el gen, se producia la proteina en forma
recombinante y se realizaban las oportunas pruebas de actividad. El uso de SGE como material
de partida, en lugar de saliva, reunia las ventajas de ser mas facil de obtener y producir un
mayor rendimiento en proteinas. El inconveniente es que su composicién no es exactamente
igual a la de la saliva, ya que el SGE puede contener una alta proporcién de proteinas
intracelulares procedentes de la lisis celular, que no son realmente secretadas a la saliva
(Chmelar et al., 2012).

En los 10 ultimos anos, los grandes avances técnicos en el campo de la secuenciacion
masiva y la espectrometria de masas han impulsado un cambio radical en los métodos de
estudio, pasando de los métodos de analisis individual a los métodos de andlisis masivo. La
aplicacién de estos métodos al estudio de las glandulas salivales de las garrapatas ha facilitado
la obtencién y analisis de sus transcriptomas y proteomas. De acuerdo con la terminologia
introducida por Mans et al. (2008a), al transcriptoma de las glandulas salivales se le denomina
sialotranscriptoma, al proteoma de la saliva/SGE sialoproteoma, y al conjunto de
sialotranscriptoma + sialoproteoma se le denomina sialoma.

Para obtener el transcriptoma se extrae el mRNA de las glandulas salivales, se
fragmenta, transcribe a cDNA y se le afiaden adaptadores a los extremos. La genoteca
resultante se somete a secuenciacién masiva y las secuencias obtenidas se analizan con las
oportunas herramientas bioinformaticas incluyendo su depuracidn, ensamblaje, alineamiento,
e identificacidon por comparacion con las bases de datos de acceso publico como la del National
Centre for Biotecnology Information GeneBank (NCBI), la Protein families database (Pfam), la
Simple Modular Architecture Research Tool (SMART) o Gene Ontology (GO). El resultado final
es una base de datos de transcritos salivales en la que las secuencias estan agrupadas por
familias proteicas y anotadas con sus posibles funciones.
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Hasta la fecha, este andlisis transcriptémico se ha efectuado con 15 especies de
garrapatas, incluyendo ixédidos y argasidos (ver tabla a continuacién). Para varias de esas
especies, junto al transcriptoma se ha obtenido también el proteoma de su SGE, lo que ha
permitido verificar la expresién de determinados transcritos en la glandula salival, o bien el
proteoma de su saliva, confirmando su secrecidn a ese fluido. En lineas generales, para la
obtencion de estos proteomas la muestra se resolvid por electroforesis (mono o bi-
dimensional) y las correspondientes bandas y spots se analizaron por espectrometria de masas
MALDI-TOF/TOF y/o LC-MS/MS.

A las 15 especies anteriores afiadimos O. erraticus y O. moubata, para las cuales
nuestro equipo ha llevado a cabo algunos andlisis iniciales del proteoma de su SGE mediante
electroforesis 2D y espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF. En dichos anélisis sélo se
llegaron a identificar 6 proteinas en O. erraticus y 12 en O. moubata (Oleaga et al., 2007;
Pérez-Sanchez et al., 2010b).

Especies de garrapatas en las que se han llevado a cabo analisis transcriptomicos y/o
protedmicos de sus glandulas salivales.

Especie - Andlisis Referencias

Transcriptoma Proteoma
Ixodes ricinus X Chmelar et al., 2008
Ixodes scapularis X X (Saliva) \e/f;?z;oe(;as etal., 2002; Ribeiro
Ixodes pacificus X Francischetti et al., 2005
Amblyomma variegatum X X Ribeiro et al., 2011
Amblyomma maculatum X Karim et al., 2011
Amblyomma cajennense X Batista et al., 2008
Amblyomma americanum X Aljamali et al., 2009a
Rhipicephalus microplus X \SAigicg)seitaT.l,.lzf)(())?;
Rhipicephalus sanguineus X X (Saliva) ':::Hi;gcl):t al., 2010; Oliveira
Dermacentor andersoni X Alarcon-Chaidez et al., 2007
Hyalomma marginatum X X Francischetti et al., 2011
Argas monolakensis X X Mans et al., 2008a
Ornithodoros parkeri X X Francischetti et al., 2008a
Ornithodoros coriaceus X X Francischetti et al., 2008b
Ornithodoros moubata X Selz(:faSae;;l\ezz 2_?; 2010a
Ornithodoros erraticus X Oleaga et al., 2007
Antricola delacruzi X Ribeiro et al., 2012
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Con el objetivo de ofrecer una perspectiva global sobre las proteinas salivales de las
garrapatas y, sobre todo, de identificar al conjunto de proteinas del sialoma que son
secretadas a la saliva (también denominado secretoma salival), Francischetti et al. (2009)
recopilaron y analizaron todas las secuencias salivales publicadas hasta esa fecha,
clasificandolas en dos grandes categorias segln la presencia/ausencia de sefiales de secrecién
clasica (péptido sefial).

Asi clasificaron 3.453 secuencias como proteinas potencialmente secretadas y otras
4.531 secuencias como proteinas potencialmente intracelulares o “housekeeping”, encargadas
del metabolismo celular. Dentro de estas dos categorias clasificaron las proteinas en grupos de
acuerdo con su funcién (real o tedrica) y/o su pertenencia a familias proteicas.

Este mismo esquema, con minimas variaciones, ha sido utilizado en el analisis y
clasificacion de los transcritos/proteinas de los sialomas de otras especies obtenidos con
posterioridad a esa fecha, la mayoria de ellos por este mismo grupo de investigadores
(Francischetti et al., 2011).

Segun estos autores, el analisis de todos esos sialomas revelé lo siguiente:

1. La composiciéon de la saliva de las garrapatas es una mezcla mucho mas compleja de lo
gue se preveia, conteniendo cientos (en argasidos) o miles (en ixddidos) de proteinas.

2. Muchas de esas proteinas son previsiblemente nuevas y Unicas entre todos los
organismos conocidos, en vista de que no se parecen a ninguna de las proteinas
depositadas en las bases de datos.

3. Las proteinas salivales mas abundantes forman familias multigénicas de hasta 30
miembros distintos, frecuentemente con funciones redundantes, los cuales son
expresados secuencialmente a lo largo del proceso de alimentacién (Chmelar et al.,
2008). De este modo pueden compensar la neutralizacidon por el sistema inmunitario, y
consiguiente pérdida de funcién, evadiendo la respuesta defensiva del hospedador.

4. Para una gran proporcion de las proteinas del sialoma de cualquier garrapata aun no es
posible predecir su funcién. De hecho, menos del 5% de las proteinas del sialoma de
cualquier garrapata han sido expresadas y su funcion verificada, de modo que familias
proteicas enteras esperan su caracterizacién funcional. Cabe suponer que las proteinas
potencialmente secretadas con funcidon desconocida previsiblemente llevaran a cabo
alguna actividad antihemostatica, antiinflamatoria o inmunosupresora, e incluso anti-
angiogénica o anti-microbiana (Ribeiro et al., 2011; Chmelar et al., 2012).

5. Las proteinas clasificadas como intracelulares/housekeeping suelen ser muy numerosas
en los transcriptomas analizados (en torno al 60 %). Esto es légico si tenemos en cuenta
que el material analizado es la glandula salival completa y no la saliva.
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En relacién con dichas proteinas intracelulares, los autores de estos sialomas sugieren
gue algunas de ellas tal vez puedan ser objeto de secrecién especifica a la saliva, aunque por
vias distintas de las clasicas, y que, si esto se confirma mediante su identificacion en los analisis
protedmicos de dicho fluido, sus secuencias podrian conducir a la identificacion de nuevas
familias de proteinas secretadas (Francischetti et al., 2009).
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5. ANTIHEMOSTATICOS, ANTIINFLAMATORIOS E INMUNOMODULADORES DE LA
SALIVA DE LAS GARRAPATAS.

El repertorio de proteinas salivales de garrapata con funciones anti-defensivas ha sido
objeto de revisiones mds o menos periddicas desde los afios 90 hasta la actualidad.

Tradicionalmente, en estas revisiones se recopila a las proteinas salivales agrupandolas
segun el tipo de funcién anti-defensiva que desempefan y, en consecuencia, se exponen
siguiendo la secuencia temporal de las respuestas a las que interfieren. Segun el objetivo
concreto de cada revision, se atiende preferentemente a los componentes antihemostaticos
(Champagne y Valenzuela, 1996; Maritz-Olivier et al., 2007; Anderson y Valenzuela, 2008;
Ribeiro y Arca, 2009; Mans, 2011; Chmelar et al., 2012), o a los antiinflamatorios e
inmunomoduladores (Wikel et al., 1996; Brossard y Wikel, 2008; Schroeder et al., 2009),
aunque en algunas de estas revisiones se recopila todo el repertorio de proteinas salivales
caracterizadas (Hovius et al., 2008; Fontaine et al., 2011; Kazimirovd y Stibraniova, 2013;
Stibraniova et al., 2013; Wikel, 2013).

En las revisiones mencionadas se pone de manifiesto que las garrapatas han
desarrollado moléculas capaces de interferir todas y cada una de las respuestas defensivas del
hospedador (sistémicas y locales) y en practicamente todas y cada una de sus fases. Dado que
las respuestas defensivas del hospedador son redundantes, también lo son las funciones de las
moléculas salivales de las garrapatas, de modo que en una misma especie puede haber varias
moléculas que realicen la misma funcidn y, al mismo tiempo, moléculas multifuncionales
capaces de realizar varias acciones distintas. En algunas casos la saliva posee moléculas que
ejercen funciones aparentemente contradictorias (ver mds adelante el paradigma de la
histamina), lo que refleja la complejidad de las interacciones moleculares entre las garrapatas
y sus hospedadores. En los siguientes apartados suministramos ejemplos representativos de
dichas moléculas.

5.1. Moléculas reguladoras de la hemostasia.
Incluimos aqui basicamente a los antiagregantes, vasodilatadores, anticoagulantes y
agentes profibrinoliticos.

5.1.1. Antiagregantes.

Las garrapatas han desarrollado numerosas moléculas salivales con actividad
antiagregante plaquetaria, lo cual indica claramente la importancia que tiene para ellas
neutralizar este mecanismo. Estos antiagregantes, segin su modo de accién, se pueden
clasificar en tres grupos: apirasas, kratagonistas y péptidos tipo desintegrina.

Las apirasas o ATP-difosfohidrolasas son enzimas que hidrolizan el ATP y el ADP hasta
AMP, evitando el efecto activador del ADP y el dolor de la picadura inducido por el ATP, que de
otro modo podria alertar al hospedador e inducir en él comportamientos de defensa. Se ha
detectado actividad apirasa en la saliva de la mayoria de los artrépodos hematdfagos
examinados, lo que da una idea de la importancia del ADP en la agregacion plaquetaria y de la
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necesidad de neutralizar su accidon para hacer posible la toma de sangre. En las garrapatas, se
ha detectado apirasa tanto en ixédidos como en argdsidos y hasta la fecha se han clonado y
expresado las de O. savignyi (Mans et al., 1998) y R. microplus (Liyou et al., 1999). La apirasa
de O. savignyi es, de hecho, tan potente que puede desagregar plaquetas ya agregadas.

Los kratagonistas, segun el término acufiado por Ribeiro y Arca (2009), son proteinas
gue se unen con alta afinidad a moléculas pequeias que actuan como activadores (o
agonistas) de los receptores de la superficie celular, retirandolos del medio e impidiéndoles
ejercer su funcion.

Casi todos estos kratagonistas pertenecen a la superfamilia de las lipocalinas, que son
proteinas de pequefno tamafio (alrededor de 20 kDa) cuya principal funcidn es el transporte de
moléculas mas pequefas. Las lipocalinas son muy abundantes y ubicuas en la naturaleza vy,
aunque su secuencia de aminodcidos puede ser bastante divergente, presentan una estructura
terciaria muy bien conservada en forma de barril (Skerra, 2000).

En la saliva de las garrapatas, la familia de las lipocalinas es una de las mas relevantes
tanto por el elevado nimero de sus miembros y sus altos niveles de expresién, como por sus
multiples y variadas funciones en la regulacién de la hemostasia y la inflamacién; funciones
gue desempefian mediante el secuestro de diferentes agonistas (Oleaga et al., 2007; Mans y
Ribeiro, 2008b, a; Mans et al., 2008c; Francischetti et al., 2009). Segun el agonista que
capturan, las lipocalinas salivales de las garrapatas pueden clasificarse en distintos grupos; no
obstante, algunas de ellas pueden secuestrar varios de estos agonistas y, consecuentemente,
desempenar varias acciones distintas, pudiendose incluir en mas de uno de estos grupos:

1. Lipocalinas secuestradoras de TXA,. Actuan como inhibidores de la agregacion
plaguetaria y la vasoconstriccién: moubatina de O. moubata, TSGP3 de O. savignyi y
longicornina de Haemaphysalis longicornis.

2. Lipocalinas secuestradoras de aminas biogénicas (histamina y serotonina). Actuan
como antiagregantes e inhibidoras de la inflamacién (bloqueando la activacion del
endotelio) y, ademas, evitan el prurito inducido por la histamina. Este grupo es el mas
numeroso y sus miembros son los mas abundantes en la saliva. Se caracterizan por
conservar el denominado motivo de unién a aminas biogénicas (biogenic amine
binding, BAB), cuyo patron mas degenerado es CD[VIL]X7.1;EL[WX]X3.3,C (Mans et al.,
2008c). Ejemplos conocidos y bien caracterizados de este grupo son TSGP1 de O.
savignyi, monomina y monotonina de Argas monolakensis y SHBP de H. longicornis.

3. Lipocalinas secuestradoras de leucotrieno B4 (LCB,). Actian como inhibidoras de la
activacion de los neutrofilos: moubatina de O. moubata, TGSP2 y TSGP3 de O. savignyi;
y también lipocalinas secuestradoras de cisteinil-leucotrienos (LTC4, LCTD4 y LTE,), que
desempefian una accién antihemostatica y antiinflamatoria al inhibir la accidn
vasodilatadora y activadora del endotelio de estos mediadores lipidicos: entre estas
tenemos la AM-33 de A. monolakensis y la TSGP4 de O. savignyi.
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4. Lipocalinas secuestradoras del componente C5 del complemento, que inhiben Ia
formacion de C5a ejerciendo igualmente una potente accién antiinflamatoria: OmCl de
O. moubata (Nunn et al., 2005), asi como las ya mencionadas TSGP2 y TSGP3 de O.
savignyi.

Péptidos tipo desintegrina. Las plaquetas activas se adhieren entre si mediante la
interaccion entre su integrina allbB3 y el fibrindgeno, el cual actia como molécula puente
entre plaquetas y en el que dicha integrina reconoce a un motivo de tres aminodcidos (Arg-
Gly-Asp, RGD) que sirve de sitio de unidn. Las desintegrinas son péptidos que contienen el
motivo RGD, lo que les permite inhibir competitivamente la unién al fibrinégeno blogqueando
asi la agregacién plaquetaria. Estos péptidos son habituales en la saliva de todo tipo de
hematdéfagos incluyendo a las garrapatas, en las cuales se han identificado al menos 8
moléculas de este tipo, tanto en argdsidos como en ixédidos.

Los ejemplos mejor conocidos son: la savignyigrina de O. savignyi y sus ortdlogos
identificados en Ornithodoros coriaceus, la monogrina de A. monolakensis y la variabilina de
Dermacentor variabilis y sus ortélogos identificados en Ixodes spp. (ixodegrinas) (Chmelar et
al.,, 2012). Un caso particular es la disagregina de 0. moubata, que también se une a la
integrina allbB3, aunque, a diferencia de las anteriores, carece de motivo RGD en su secuencia
(Karczewski et al., 1994).

Un péptido similar a las desintegrinas, el “tick adhesion inhibitor” (TAI) de O. moubata,
asi como la antes mencionada lipocalina longicornina, pueden inhibir competitivamente la
unién de la integrina a2p1 al coldgeno evitando de este modo la activacion plaquetaria
inducida por el colageno subendotelial.

5.1.2. Vasodilatadores.

Ademas de bloquear la agregacion plaquetaria, las garrapatas deben inhibir también la
vasoconstriccion inducida por el TXA,, la serotonina y los cisteinil-leucotrienos para mantener
el flujo de sangre a la lesiéon de alimentacion. Para ello utilizan parte de las lipocalinas ya
mencionadas en el apartado anterior, las cuales retiran del medio a estas moléculas
vasoconstrictoras. Ademas, en el caso de los ixddidos, éstos secretan en su saliva importantes
cantidades de moléculas lipidicas como las prostaglandinas, fundamentalmente de PGE, y
prostaciclina (PGl,), que son potentes vasodilatadores (Champagne y Valenzuela, 1996), e
incluso pueden provocar en el hospedador la liberacién de vasodilatadores, como la histamina
(Dai et al., 2010).

5.1.3. Anticoagulantes.

La coagulacion sanguinea representa un notable obstaculo para la alimentacién de las
garrapatas y buena prueba de ello son los numerosos péptidos anticoagulantes con los que
estos parasitos han dotado a su saliva. En todas las especies estudiadas se han encontrado
péptidos anticoagulantes y en algunas de ellas se han identificado varios anticoagulantes que
actuan sobre distintas dianas. Mayoritariamente estos anticoagulantes son inhibidores de
serinaproteasas y pertenecen o bien a la familia de inhibidores de tipo Kunitz (familia 12, clan
IB, en la base de datos MEROPS de inhibidores de proteasas, http://merops.sanger.ac.uk), o
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bien a la familia de las serpinas (Serine Protease Inhibitor, familia 14 de MEROPS) (Chmelar et
al., 2012; Tirloni et al., 2014).

Las garrapatas poseen inhibidores para casi todos los factores de la coagulacién, pero
es llamativo el hecho de que la inmensa mayoria de estos anticoagulantes son inhibidores
especificos del factor X activo (FXa) o inhibidores especificos de la trombina. Con ellos, las
garrapatas evitan la formacidon de trombina (mediante la inhibicién del FXa), o bien la
neutralizan inmediatamente en caso de que llegue a formarse (ver tabla a continuacién vy
cuadro 5). De esta manera las garrapatas consiguen no sélo evitar la coagulacion de la sangre
en la lesidon de alimentacién, sino también impedir la agregacion plaquetaria inducida por

trombina.

Anticoagulantes de la saliva de las garrapatas recogidos por Chmelar et al. (2012)

Nombre Tipo

Especie

Referencia

Inhibidores de trombina

Ornithodorina Kunitz Ornithodoros moubata van de Locht et al., 1996
Savignina Kunitz Ornithodoros savignyi Nienaber et al., 1999
Monobina Kunitz Argas monolakensis Mans et al., 2008b
Amblina Kunitz Amblyomma hebraeum Lai et al., 2004
Boophilina Kunitz Rhipicephalus microplus Macedo-Ribeiro et al., 2008
Hemalina Kunitz Haemaphysalis longicornis Liao et al., 2009
Madaninaly 2 Otros Haemaphysalis longicornis lwanaga et al., 2003
Chimadanina Otros Haemaphysalis longicornis Nakajima et al., 2006
NTI-1y 2 Otros Hyalomma dromedari Ibrahim et al., 2001
Microphilina Otros Rhipicephalus microplus Ciprandi et al., 2006
Rhipilina Kunitz Rhipicephalus haemaphysaloides Gao et al.,, 2011

BmAP Otros Rhipicephalus microplus Horn et al., 2000

BmGTI Otros Rhipicephalus microplus Ricci et al., 2007
Variegina Otros Amblyomma variegatum Koh et al., 2007
Americanina Otros Amblyomma americanum Zhu et al., 1997

IRIS Serpina Ixodes ricinus Prevot et al., 2006
IRIS-2 Serpina Ixodes ricinus Chmelar et al., 2011
Calcaratina Otros Boophilus calcaratus Motoyashiki et al., 2003
Inhibidores de FXa

TAP Kunitz Ornithodoros moubata Waxman et al., 1990
FXal Kunitz Ornithodoros savignyi Gaspar et al., 1996
Salp14 Otros Ixodes scapularis Narasimhan et al., 2002
Amblyomina-X Kunitz Amblyomma cajennense Batista et al., 2010
TIX-5 Otros Ixodes scapularis Schuijt et al., 2013

Inhibidores del complejo FVlla/factor tisular

Ixolaris Kunitz

Pentalaris Kunitz

Ixodes scapularis
Ixodes scapularis

Francischetti et al., 2002
Francischetti et al., 2004

Inhibidores de la via de contacto

Ir-CPI Kunitz Ixodes ricinus Decrem et al., 2009
Haemaphysalina Kunitz Haemaphysalis longicornis Kato et al., 2005
BmTI-A Kunitz Rhipicephalus microplus Tanaka et al., 1999
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Entre los anticoagulantes de las garrapatas cabe destacar también a los inhibidores de
la via intrinseca o de contacto, pues en esta via se produce asi mismo la activacién del sistema
de las cininas, generando bradicinina, que como ya hemos mencionado esta involucrada en la
induccion de inflamacidon y dolor. No es extrafio, por tanto, que las garrapatas bloqueen
también esta via, evitando simultdaneamente la formacién de FXa y de bradicinina. Se han
descrito 3 inhibidores de la via de contacto, todos ellos pertenecientes a la familia Kunitz: el Ir-
CPIl de Ixodes ricinus, que bloquea al FXlla, FXla y la calicreina; la haemaphysalina de H.
longicornis, que inhibe la activacién reciproca entre FXIl y precalicreina, y el BmTI-A de R.
microplus, que es un inhibidor de calicreina (Chmelar et al., 2012).

VIA INTRINSECA [ [
(de contacto) FXII Factor tisular VIA EXTRINSECA
Ir-CPI FVil
BmTI-A — /—
Haemaphysalina FIX
F Xlla
FXI ——— »FXla
FX
\j
EIXa > < Ixolaris
Fvila Pentalaris
TAP
FXal
Ornithodorina Salp14 4' FXa
Savignina Amblyomina-X
Monobina TIX-5 *
Amblina FVa
Boophilina +
Hemalina ca ¥, fosfolipidos

Rhipilina
Madanina 1y 2 ’/’—\
Chimadanina

PROTROMBINA

N1y NT-2 | TROMBINA

Microphilina
BmAP

BmGTI h

Variegina

Americanina FIBRINA FIBRINOGENO

IRIS, IRIS-2
Calcaratina

Cuadro 5. Cascadas de la coagulacion y anticoagulantes salivales de las garrapatas.

5.1.4. Agentes profibrinoliticos.

Para las garrapatas es importante disolver cualquier coagulo que pueda formarse
durante el proceso de alimentacion y distribucién de la sangre en sus ciegos intestinales
(Maritz-Olivier et al., 2007). Cabe por tanto esperar que hayan dotado a su saliva de agentes
fibrino/fibrinogenoliticos directos y/o de agentes profibrinoliticos que estimulen la formacién
de plasmina.
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Entre los primeros se han identificado varias metaloproteasas con actividad
fibrinolitica directa en Ixodes scapularis y O. savignyi; las de O. savignyi también pueden
hidrolizar al fibrindgeno unido a las plaquetas provocando la desagregacién de las plaguetas ya
agregadas (Maritz-Olivier et al., 2007).

En relacion con los segundos, el Unico agente de este tipo identificado hasta ahora es
la longistatina de H. longicornis, que es un activador de plasmindgeno per se, capaz de generar
plasmina en ausencia de activadores fisioldgicos como el tPA y la urokinasa, y que también
puede degradar al propio fibrindgeno (Anisuzzaman et al., 2011).

5.2. Agentes antiinflamatorios e inhibidores del complemento.

La inflamacién aguda en el lugar de la picadura de las garrapatas es, basicamente, el
resultado de la activacion del endotelio vascular inducida por los multiples mediadores
proinflamatorios que se generan como consecuencia de la respuesta inmunitaria innata. Estos
mediadores son fundamentalmente bradicinina, anafilotoxinas, leucotrieno B, histamina,
serotonina y también la propia trombina. Las garrapatas pueden evitar la accidon de estos
mediadores utilizando tres tipos de mecanismos, como son la inhibicién de su produccién, el
secuestro o la degradacion.

Para evitar la produccién de bradicinina y trombina utilizan los variados
anticoagulantes que hemos indicado antes.

Para evitar la produccion de las anafilotoxinas procedentes del complemento utilizan
agentes que o bien bloquean directamente al componente C5, como el ya mencionado OmClI
0. moubata (Nunn et al., 2005), o bien impiden la activacidon de la via alternativa. De estos
segundos se han caracterizado varios (Schroeder et al., 2009): (i) el Isac de /. scapularis y sus
homoélogos en |I. ricinus, IRAC-l, IRAC-Il e IXACs B1 a B5; todos ellos inhiben la unién del
componente C3b al factor B; (ii) el Salp20 de /. scapularis, que se une con alta afinidad a la
properdina, desplazandola de la convertasa alternativa de C3 y provocando la disociacién de
dicha convertasa. Se ha comprobado que el IRAC-1 e IXAC-1B de . ricinus, ademas de inhibir la
unién entre C3b y el factor B, también inhiben a la properdina de modo similar al Salp20.
Ninguno de estos inhibidores de la via alternativa actian sobre la via clasica (Cuadro 6); de
hecho, la via alternativa del complemento es la diana mas habitualmente modulada por las
garrapatas (Wikel, 2013).

Por su parte, la accién proinflamatoria de la histamina, serotonina y leucotrieno B, es
bloqueada mediante su secuestro por las lipocalinas antes mencionadas. En este sentido, un
caso llamativo es la regulacidon de la histamina por los ixddidos. Durante la fase inicial de
alimentacidn lenta se segregan grandes cantidades de lipocalinas unidoras de histamina que la
retiran de la lesién de alimentacién evitando el edema. Sin embargo, durante la fase rapida
final estos parasitos segregan una proteina (el “tick histamine-release factor”, tHRF) que
estimula la liberacidon de histamina por los mastocitos (Dai et al., 2010). El objetivo de este
fendmeno aparentemente contradictorio parece ser beneficiarse de la vasodilatacién inducida
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por la histamina, logrando un mayor flujo de sangre a la lesidon de alimentacién durante la fase
rapida, a la vez que evitarian el edema utilizando a los agentes antiinflamatorios secretados
simultaneamente (Chmelar et al., 2012).

Por ultimo, algunas garrapatas, como /. scapularis, dotan a su saliva con
carboxipeptidasas que inactivan a la bradicinina y a las anafilotoxinas que puedan haberse
producido mediante la hidrélisis de la arginina carboxiterminal de estos péptidos, la cual
constituye su centro activo (Ribeiro y Spielman, 1986).

VIA CLASICA ViA ALTERNATIVA
Complejos inmunes: Ufsaicag:fsg& Superficies activadoras
Ag-lgM, IgG 0. moubata '
C1 (OmC5l) 1. ricinus

(IRACs, IXACs)

\
opsonizacion

C4a cs5

C3

Anafilotoxinas C3a
C5a 4——//

Complejo de ataque lisis de las
a la membrana

[ J: - ;I I d
scapularis ;
| (C5-6.7-8-poliC9) células diana

inflamacion

Vasodilatacion,
aumento de la permeabilidad vascular,
quimiotaxis, extravasacion y desgranulacion de leucocitos |

Cuadro 6. Activacion del complemento y agentes inhibidores identificados en la saliva de
las garrapatas.

5.3. Inmunomoduladores.

Ademas de manipular las respuestas hemostatica, inflamatoria e inmunitaria innata,
las garrapatas han desarrollado también diversas moléculas para suprimir o modular la
respuesta inmunitaria especifica, con objeto de favorecer su alimentacién. Dichas moléculas
actuan de forma multiple, redundante e interconectada y pueden interferir la respuesta
especifica desde las fases iniciales de procesamiento y presentacién antigénica hasta las fases
efectoras finales (Wikel, 2013). Las garrapatas pueden interferir la respuesta inmunitaria
especifica utilizando una o varias de las estrategias siguientes.

1. Evitando que sus moléculas salivales sean consideradas como antigenos por el
hospedador, para lo cual delegan las funciones antihemostaticas de la saliva en
moléculas poco o nada inmunogénicas, bien por su reducido tamafio o bien por ser
moléculas idénticas a las del hospedador, como por ejemplo, las prostaglandinas
(Brossard y Wikel, 2008).
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Interfiriendo la maduracion de las células dendriticas y la presentacién antigénica a los
linfocitos T CD4+. La maduracién de las células dendriticas requiere el estimulo positivo
proporcionado por determinadas citocinas como el IFNy, mientras que dicha
maduracién es inhibida por la IL-10, que es una potente citocina inmunosupresora y
antiinflamatoria. Se ha comprobado que la saliva de I. ricinus contiene una molécula
(Iris) que es capaz de inducir la sintesis de IL-10 en el hospedador, evitando asi, la
maduracién de las células dendriticas y, consecuentemente, la presentacion antigénica
(Leboulle et al., 2002). Un efecto similar ejerce la japanina de Rhipicephalus
appendiculatus, una lipocalina salival que puede inhibir la diferenciacion de las células
dendriticas a partir de los monocitos y alterar en ellas la expresion de moléculas
coestimuladoras y citocinas proinflamatorias (Preston et al., 2013). Entre los argésidos,
se ha identificado en O. moubata un inhibidor de cisteina proteasas, la cistatina OmC2,
gue impide el procesamiento proteolitico de los antigenos por las células dendriticas e
inhibe en ellas la produccidn de citocinas proinflamatorias (Salat et al., 2010).

Inhibiendo la activacidon y proliferacién de los linfocitos T CD4+ y, por tanto, las
respuestas inmunitarias T-dependientes. Dos estrategias utilizadas por algunas
garrapatas para inhibir la activacidn de los linfocitos T son el bloqueo del receptor CD4
en el linfocito y el secuestro de la IL-2. La primera se descubrid en I. scapularis, que
segrega una molécula denominada Salp15, la cual se une al CD4 bloqueando su unién al
MHC-1I (Anguita et al., 2002). La segunda se observd en I. ricinus, que secreta un péptido
gue se une y secuestra a la IL-2 impidiendo la estimulacién autocrina y evitando de esta
otra forma la activacion del linfocito (Gillespie et al., 2001). En ambos casos lo que se
consigue es un bloqueo de las respuestas inmunes que dependan de la activacién de los
linfocitos T, como es, por ejemplo, la sintesis de anticuerpos frente a antigenos T-
dependientes. Este bloqueo, sin embargo, no es completo y prueba de ello es que en
toda respuesta anti-garrapata se detectan anticuerpos no sélo frente a antigenos T-
independientes, sino también frente a los T-dependientes. Contando con la presencia de
tales anticuerpos, las garrapatas han desarrollado mecanismos para evitar sus efectos
nocivos, como se describe mas adelante.

Polarizando las respuestas T-dependientes. Las garrapatas pueden suprimir la
produccidn de citocinas proinflamatorias y la secrecién de citocinas Th1l, al tiempo que
potencian la secrecidn de citocinas Th2, polarizando la respuesta inmunitaria hacia la via
Th2. La supresién de los linfocitos Th1 puede inhibir la expansion de los clones de células
T especificas de antigeno, la diferenciacidn de las células B dependientes de linfocitos T,
la activacién de los macrdfagos y la actividad de las células “natural killer” (NK). Por su
parte, el perfil de citocinas Th2 inducido por las garrapatas parece ser ventajoso para la
supervivencia de éstas, debido a los efectos antiinflamatorios de dichas citocinas
(Kazimirova y Stibraniova, 2013). Como ya se ha mencionado, las respuestas Th1 ponen
en marcha reacciones de hipersensibilidad basofila cutanea, las cuales protegen frente a
los hematdfagos de alimentacién lenta, mientras que las respuestas Th2 ponen en
marcha reacciones de hipersensibilidad inmediata, mediadas por IgE, que protegen
frente a hematdfagos de alimentacion rdpida. Teniendo esto en cuenta, se ha observado
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que, por ejemplo, O. erraticus induce respuestas Thl evitando las reacciones de
hipersensibilidad inmediata (Astigarraga et al., 1997), mientras que /. ricinus induce
respuestas Th2, evitando las reacciones de hipersensibilidad basdfila cutdanea. Se
desconoce el mecanismo en el primer caso. El segundo lo consigue con el ya
mencionado Iris, que induce la sintesis de IL-10 e inhibe la sintesis de IFNy (Leboulle et
al., 2002).

5. Modulando la actividad de las quimiocinas del hospedador, que son agentes
guimiotacticos para distintos efectores del sistema inmunitario como los neutréfilos,
monocitos, eosindfilos, basoéfilos, células NK y linfocitos T principalmente. Se ha
observado que la saliva de las garrapatas contiene moléculas inhibidoras (las evasinas 1,
2 y 3) de multiples quimiocinas (fundamentalmente CCL2, CCL3, CCL5, CCL11, CCL1S,
CXCL8 y CXCL1) (Frauenschuh et al., 2007; Déruaz et al., 2008).

6. Inhibiendo en los linfocitos B la produccién de anticuerpos especificos que pueden
provocar el rechazo de la garrapata por parte del hospedador (ver mas adelante). Se han
identificado proteinas inhibidoras de células B en I ricinus y Hyalomma asiaticum,
llamadas BIP y BIF respectivamente (Hannier et al., 2004; Yu et al., 2006).

7. Bloqueando a los anticuerpos, mediante su unién a las denominadas proteinas ligadoras
de inmunoglobulinas (IGBP). Las garrapatas no evitan por completo la sintesis de
anticuerpos frente a sus componentes salivales, aunque tales anticuerpos parecen estar
dirigidos mayoritariamente frente a epitopos irrelevantes, a juzgar por la escasa eficacia
protectora de las respuestas inducidas en los contactos naturales (Oleaga et al., 1990;
Garcia-Varas et al., 2010). No obstante, aunque los anticuerpos vayan dirigidos frente a
epitopos irrelevantes, podrian afectar negativamente al parasito de diferentes formas,
como por ejemplo activando al complemento por la via clasica, o bien opsonizando a las
moléculas salivales -lo cual permitiria su retirada de la cavidad de alimentacién por
células con los receptores FcR adecuados- o provocando reacciones de hipersensibilidad
y de citotoxicidad mediada por anticuerpos. Las garrapatas evitan todas esas reacciones
de defensa simplemente bloqueando la region Fc de los anticuerpos mediante su union
con las IGBP. Se sabe que en los ixddidos las IGBP son sintetizadas por los machos,
quienes las inoculan en la cavidad de alimentacion de la hembra ayudandola asi a
alimentarse vy, por tanto, favoreciendo indirectamente la propagacién de sus propios
genes en la siguiente generacion (Wang y Nuttall, 1999).
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6. DIAGNOSTICO SEROLOGICO DE LOS PARASITISMOS POR GARRAPATAS.

Es un hecho probado que la saliva de las garrapatas induce en sus hospedadores
respuestas humorales detectables, por lo que la presencia en el suero de anticuerpos frente a
antigenos salivales de garrapata representa un marcador biolégico de exposicién a estos
vectores.

Dichos anticuerpos pueden ser de utilidad para: (i) el diagndstico de reacciones
alérgicas inducidas por garrapatas; (ii) la evaluacién del riesgo de contraer enfermedades
trasmitidas por garrapatas y (iii)j como herramienta para la localizacion vy vigilancia
epidemioldgica de las poblaciones de vectores.

Pese al interés de lo que acabamos de sefialar, aun son pocos los trabajos publicados
en relacidn con estos posibles usos. De ellos, los efectuados con ixddidos han tenido como
objetivo o bien confirmar el diagndstico de casos de anafilaxia provocados por garrapatas
(revisados por Fernandez-Soto et al., 2001 y Fernandez-Soto, 2003) o bien establecer si la
presencia de anticuerpos en un grupo de individuos podia relacionarse con las tasas de
infeccion por diversos patdgenos transmitidos por garrapatas (revisados por Fernandez-Soto,
2003 y Ribeiro y Arca, 2009).

Por su parte, el objetivo de los trabajos efectuados con argdsidos ha sido la localizacién
de las poblaciones de estos pardsitos usando la serologia como alternativa a la busqueda
directa sobre el terreno, la cual es inviable a gran escala (Pérez-Sanchez et al., 2010a).

6.1. Diagndstico seroldgico del parasitismo por ixddidos.

La relacidn entre la exposiciéon a una garrapata y la presencia de anticuerpos (IgG
totales) frente a antigenos salivales en el suero del hospedador se establecié por primera vez
con trabajadores forestales que habian estado expuestos a I. scapularis durante su jornada
laboral (Schwartz et al., 1990).

Posteriormente, se intentd relacionar la presencia y nivel de IgGs anti-garrapata con
las tasas de infecciéon por patégenos transmitidos por garrapatas, en concreto por Borrelia
burgdorferi, agente productor de la enfermedad de Lyme. Con ese objetivo Schwartz et al.
(1991, 1993, 1996), y Lane et al. (1999) buscaron, respectivamente, anticuerpos IgG frente a /.
scapularis o I. pacificus en el suero de personas picadas por una u otra especie utilizando la
técnica de ELISA como método y extractos de las glandulas salivales (SGE) de esas especies
como antigeno.

Estos autores evidenciaron que este método era Util para diagnosticar los parasitismos
por garrapatas y que existia una clara asociacién entre la seropositividad frente a ambas
garrapatas y la infeccién por B. burgdorferi, confirmando que ambas especies son, en sus
respectivas zonas de distribucidn, las principales transmisoras de la enfermedad de Lyme a las
personas. Basandose en lo anterior, dichos autores concluyen que el nivel sérico de
anticuerpos anti-antigenos salivales de garrapata es un indicador fiable de la densidad de los
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vectores y, por tanto, una via indirecta para medir el riesgo de las personas (individual vy
colectivo) de haber contraido enfermedades transmitidas por éstos hematdfagos.

No obstante, la serologia con SGE presentaba el inconveniente de no ser
completamente especifica, ya que se observd reactividad cruzada entre ixddidos. En concreto,
estos investigadores verificaron la existencia de reactividad cruzada entre I. scapularis y
Dermacentor variabilis (Schwartz et al., 1993) y entre I. pacificus y Dermacentor occidentalis
(Lane et al., 1999), aunque no suministran datos ni sobre el nimero y tamafio molecular de los
antigenos implicados ni sobre la naturaleza (peptidica o sacaridica) de los epitopos
responsables de dichas reactividades.

A una conclusion similar llegaron Fernandez-Soto (2003) y Nebreda Mayoral et al.
(2004), tras analizar varios cientos de sueros de personas picadas por garrapatas frente al SGE
de cinco de las especies de ixddidos mas abundantes en la zona de procedencia de esos sueros
(la comunidad de Castilla y Ledn): Dermacentor marginatus, I. ricinus, Hyalomma marginatum,
Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus turanicus y Rhipicephalus sanguineus. Estos autores
concluyen que la serologia es una buena herramienta para conocer si una persona ha sido
picada o no por una garrapata, aunque la fuerte reactividad cruzada existente entre especies
no permite conocer la implicada en cada caso.

En consecuencia, todos los autores citados sugieren que, para mejorar la especificidad
y sensibilidad de la serologia, no se utilice como antigeno al SGE sino a una o varias de sus
proteinas inmunodominantes obtenidas por recombinacién.

En este sentido, Sanders et al. (1998) y Alarcon-Chaidez et al. (2006) han desarrollado
un ELISA para detectar anticuerpos frente a una forma recombinante de la calreticulina de
Amblyomma americanum e I. scapularis respectivamente. Ambos grupos observaron que las
personas picadas por las garrapatas desarrollaban respuestas humorales especificas frente a la
calreticulina recombinante, por lo que han propuesto a esta proteina como herramienta
epidemioldgica para medir la exposicion a garrapatas.

6.2. Diagndstico seroldgico del parasitismo por argasidos.

Respecto al diagndstico serolégico de los parasitismos por argdsidos, los estudios
existentes son, basicamente, los llevados a cabo por nuestro grupo de investigacion con el
propésito final de desarrollar herramientas fiables para la localizacion de poblaciones de
ornithodoros en el entorno doméstico y peridoméstico; en concreto de O. erraticus en Europa
y Norte de Africa y de O. moubata en Africa subsahariana y Madagascar.

Estos estudios comenzaron con O. erraticus en los anos 90, en el marco de la campafa
para la erradicacion de la PPA de nuestro pais.

Utilizando un extracto de glandulas salivales (SGE) del parasito como antigeno y el
ELISA como método comprobamos, primero, la sensibilidad y la especificidad del SGE en la
deteccién de anticuerpos anti-O. erraticus en condiciones experimentales. Para ello se
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utilizaron sueros porcinos obtenidos mediante infestaciones experimentales con el propio O.
erraticus y con otros 8 ectoparasitos, incluyendo 4 especies de ixddidos, O. moubata,
Sarcoptes scabiei, el piojo Haematopinus suis y el mosquito Anopheles atroparvus (Canals et
al.,, 1990; Pérez-Sanchez et al., 1992). Posteriormente, el SGE se evalué en condiciones de
campo enfrentandolo con varios miles de sueros porcinos procedentes de granjas de las
provincias de Salamanca, Badajoz y Huelva en las que la presencia/ausencia de O. erraticus se
verifico mediante la busqueda directa (Canals et al., 1990; Oleaga-Pérez et al., 1994). Este
estudio mostro, entre los sueros negativos de campo, cierto grado de reactividad cruzada por
epitopos carbohidratados, que ocasionaba un 10 % de falsos positivos, pero que podia
eliminarse mediante la desglicosilacion del SGE con metaperiodato sddico. Se concluyd que el
SGE presentaba un 90% de especificidad y sensibilidad con los sueros de campo y se
recomendd su desglicosilacién para confirmar los resultados dudosos. En estas condiciones, el
SGE se utilizé para el analisis de 19.000 sueros porcinos procedentes de 3.478 granjas
localizadas en 234 municipios de la provincia de Salamanca. Este analisis permitié la
identificacion de las granjas infestadas por el parasito en esa provincia y el establecimiento de
una relacién estadisticamente significativa entre la presencia de O. erraticus y la persistencia
de la PPA en dichas granjas (Pérez-Sanchez et al., 1994). Este conocimiento facilité la adopcion
de medidas especificas de control para evitar el contacto entre los cerdos y las garrapatas en
las granjas infestadas, contribuyendo a la erradicacién de la PPA de la zona analizada.

Partiendo de la experiencia adquirida con O. erraticus, nuestro equipo desarrollé un
extracto similar (SGE) a partir de las glandulas salivales de O. moubata (Baranda et al., 1997,
2000), el cual fue aplicado por primera vez en Madagascar en una zona endémica de PPA en el
periodo 2006-2007. El objetivo fue identificar si los cerdos domésticos y los potamdqueros
(Potamochoerus larvatus) habian sido parasitados por O. moubata con el fin de determinar el
papel desempefiado por todos ellos (vector y posibles reservorios) en la epizootiologia de la
PPA en esa zona. El 5,6 % de los sueros de cerdos domésticos presentaban anticuerpos anti-O.
moubata, indicando que habian estado en contacto con esta garrapata, mientras que ninguno
de los potaméqueros resultd positivo a O. moubata, sugiriendo que, en condiciones naturales,
estas dos especies no interactian (Ravaomanana et al., 2011).

En conjunto, todos estos trabajos mostraron que el SGE es un antigeno valido vy
sensible para la deteccion por serologia de los cerdos picados por los ornithodoros, pero que
no esta exento de inconvenientes, como son su obtencién laboriosa y dificil de estandarizar y
su composicién compleja y poco conocida, que puede plantear dudas acerca de su
especificidad. En consecuencia, en trabajos posteriores se purificaron los cuatro antigenos
inmunodominantes del SGE de O. erraticus y de O. moubata y se evalud individualmente su
eficacia diagndstica con el fin de identificar al mas sensible y especifico de cada especie para su
posterior obtencidn en forma recombinante (Baranda et al., 2000).

En relacion con los antigenos de O. erraticus, aunque ninguno de los cuatro mejoré la
sensibilidad del SGE, si aumentaron la especificidad del test, de modo que se propuso como
candidato al mas reactivo, el denominado Oe260. Actualmente, este antigeno aun no ha sido
clonado.
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En relacidn con los antigenos de O. moubata, el mejor candidato para el
serodiagndstico de los animales parasitados, por su especificidad, reactividad y abundancia en
la saliva y el SGE, fue el denominado 20A1. En posteriores analisis por secuenciacidon de Edman
y espectrometria de masas MALDI-TOF/TOF se obtuvieron secuencias peptidicas especificas
del antigeno 20A1 que permitieron su identificacién como un ortélogo de la lipocalina salival
TSGP1 de O. savignyi (Baranda et al., 2000; Oleaga et al., 2007), posibilitando asi abordar su
clonaje, caracterizacién molecular y producciéon recombinante.
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7. DESARROLLO DE VACUNAS ANTI-ORNITHODOROS.

El control de las poblaciones de garrapatas se ha basado esencialmente en el empleo
de acaricidas quimicos, pero el uso de estos productos presenta graves inconvenientes como la
contaminacidon ambiental y de los productos de origen animal, asi como el rapido desarrollo de
resistencias frente a ellos, que limita su vida media en el mercado (Graf et al., 2004; Ghosh et
al., 2007; Guerrero et al.,, 2012). Ademas, en relacién con los ornithodoros, la aplicacion de
acaricidas resulta ineficaz por el simple hecho de que no alcanzan a los parasitos en el interior
de sus refugios (Astigarraga et al., 1995).

Estos inconvenientes, junto con el elevado coste de la comercializacion de nuevos
acaricidas, estimularon el desarrollo de vacunas anti-garrapata como método alternativo y
complementario de control, lo que condujo en los afios 90 a la comercializacion de dos
vacunas anti-garrapata (TickGARD© en Australia y GAVAC® en Latinoamérica). Ambas vacunas
estaban dirigidas frente al ixddido R. microplus y se basan en el antigeno oculto Bm86, una
glicoproteina expresada en la membrana luminal de los enterocitos del intestino medio.
Aunque con eficacia variable, la aplicacién de estas vacunas a lo largo de las dos ultimas
décadas ha demostrado que la vacunacion de hospedadores es un método sostenible de
control de las poblaciones de garrapatas y que su implementacion en programas de control
integrado permite disminuir el uso de acaricidas retrasando la aparicidn de resistencias (de la
Fuente et al., 2007; Willadsen, 2008; Vargas et al., 2010).

Pese a lo anterior y a la intensa actividad investigadora llevada a cabo, sobre todo en
ixddidos, el desarrollo de nuevas vacunas anti-garrapata mas eficaces ha sido mas lento de lo
esperado y, de hecho, aun no se ha comercializado ninguna vacuna nueva. Al margen de
causas de indole mercantil analizadas por Guerrero et al. (2012), la principal causa de ese
retraso ha sido la dificultad para la identificacion de nuevos antigenos protectores altamente
eficaces, de modo que actualmente se dispone de un repertorio limitado de candidatos
vacunales, los cuales pueden consultarse en varias revisiones recientes (Willadsen, 2008;
Guerrero et al., 2012; Parizi et al., 2012; Merino et al., 2013).

En relacién con los argasidos, los trabajos en los que se aborda el desarrollo de una
vacuna han sido mucho mads escasos que los efectuados en ixédidos y, salvo los de Chinzei y
Minoura (1988) y Salat et al. (2010) con O. moubata y Need y Butler (1991) con Ornithodoros
turicata y Ornithodoros talaje, apenas existen otros que los llevados a cabo por nuestro equipo
de investigacion con O. erraticus y O. moubata. En los citados trabajos se ha evaluado el valor
vacunal de los antigenos salivales de esas especies y también el de diferentes tipos de
antigenos ocultos, esto es, de antigenos que, en condiciones naturales, los parasitos no
exponen al sistema inmunitario de los hospedadores pero que pueden ser alcanzados por los
efectores de la inmunidad si artificialmente se induce una respuesta frente a ellos.
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7.1. Ensayos con antigenos ocultos.

El primero de estos trabajos se llevd a cabo en conejos utilizando como antigeno
vacunal el vitelo de huevos de O. moubata, el cual indujo una respuesta que disminuyd la
fecundidad de las hembras en un 50 % (Chinzei y Minoura, 1988). Puesto que al igual que en
los ixddidos, en los argdsidos -y en particular en O. moubata-, las inmunoglobulinas del
hospedador pasan intactas desde el intestino a la hemolinfa (Minoura et al., 1985; Chinzei y
Minoura, 1988; Ben-Yakir, 1989), esto podria explicar el resultado antes indicado. Al ser la
vitelogenina la proteina mas abundante en la hemolinfa de 0. moubata (Kopacek et al., 2000;
Gudderra et al.,, 2002), cabe pensar que unos anticuerpos frente a ella podrian inhibir su
incorporacién a los oocitos en forma de vitelina, lo que explicaria la caida en la fertilidad de las
hembras observada en este trabajo.

El siguiente trabajo con antigenos ocultos fue el de Need y Butler (1991), quienes en
sus pruebas de vacunacion de ratones CD1 frente a O. turicata y O. talaje, utilizaron como
antigenos vacunales un extracto de tubo digestivo y un extracto del resto de los érganos
internos distintos del tubo digestivo. Ninguno de los dos extractos proporciond proteccion
frente a las larvas de O. turicata, pero si frente a las de O. talaje, que son de alimentacién
lenta, entre las cuales provocaron un incremento de la mortalidad del 12 al 29 %, similar al
inducido por la respuesta natural frente a esta especie.

En cuanto a nuestros trabajos, éstos comenzaron con la vacunacién de cerdos frente a
O. erraticus utilizando como antigenos unos extractos solubles de la hemolinfa, singanglio,
glandulas coxales y tubo digestivo (Astigarraga et al., 1995). Con estos antigenos no se
consiguid proteccion alguna, previsiblemente debido a que, por el modo de preparacion de los
extractos antigénicos, se elimind de ellos la fraccidon de proteinas de membrana y justamente
esas proteinas, y en particular las que exponen los enterocitos por su cara luminal, podrian ser
las de mayor interés vacunal (ver mas adelante el apartado 7.3.).

La comprobacidn de la hipdtesis anterior fue unos de los objetivos de la tesis doctoral
de Manzano Roman (2002), en la cual se demostré: (i) que, efectivamente, un extracto de las
proteinas de membrana de los enterocitos de O. erraticus inducia en cerdos, conejos y ratones
una respuesta protectora capaz de provocar descensos de hasta el 50 % en las tasas de
alimentacién y fecundidad de las hembras y, ademads, la muerte en las primeras 24-72 horas
post-alimentacidn de hasta el 80 % de las ninfas de O. erraticus alimentadas sobre los animales
vacunados; (ii) que la molécula responsable de la proteccién es una proteina de 45 kDa
(denominada Oe45) que se expresa en la membrana luminal de los enterocitos entre las 24 y
72 horas post-alimentacién vy (iii) que la proteccion estd mediada por el sistema del
complemento, el cual se fija sobre la superficie de los enterocitos a través de los anticuerpos
anti-Oe45 provocando la lisis celular y la subsiguiente destruccion del intestino de forma
similar a lo observado en las vacunas basadas en el antigeno Bm86 (Manzano-Roman et al.,
2006, 2007). Actualmente aun desconocemos la identidad de este antigeno Oe45.

En vista de la alta proteccién conseguida frente a O. erraticus con las proteinas de
membrana de sus enterocitos, se llevaron a cabo ensayos de vacunacién de cerdos frente a O.
moubata utilizando unos extractos del tubo digestivo de esta especie obtenidos de forma
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similar a los anteriores (Garcia Varas, 2004). La proteccion conseguida frente a O. moubata fue
menor y consistié en un 40 % de reduccidon de las tasas de alimentacion y de fertilidad de las
hembras, sin provocar la muerte prematura de los parasitos. El hecho de que esta respuesta
no matase a los ejemplares se atribuyd a que O. moubata elimina el fluido coxal durante el
proceso de alimentacién, a diferencia de O. erraticus que lo hace en las 24 horas siguientes, de
modo que la sangre puede llegar al intestino medio lo suficientemente concentrada como para
impedir que los anticuerpos y las proteinas del complemento difundan hacia la cara luminal de
los enterocitos y alcancen a sus dianas (Garcia Varas, 2004).

Por ultimo, en un trabajo mds reciente se evalud el potencial valor protector de la
subolesina frente a O. erraticus y O. moubata mediante silenciamiento génico por RNA
interferente (RNAi) y vacunacidén con las correspondientes proteinas obtenidas en forma
recombinante (Manzano-Roman et al., 2012b). La subolesina fue descubierta como antigeno
protector en la especie americana I. scapularis (Almazan et al., 2003) y es un ortélogo
estructural y funcional de la akirina de insectos y la akirina 2 de los mamiferos (Goto et al.,
2008; Galindo et al., 2009). La subolesina actia como factor de transcripcion por lo que su
funcién afecta a multiples procesos como la digestion, el desarrollo, la reproduccion y la
respuesta inmunitaria innata de la garrapata, influyendo en la infeccidn y multiplicacién de los
patdégenos en el vector (Prudencio et al., 2010; Zivkovic et al., 2010; de la Fuente et al., 2011).
La vacunacidén con subolesina, o con sus epitopos protectores conservados, protege frente a
las infestaciones por garrapatas, mosquitos y flebotomos y reduce las tasas de transmisién de
Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma marginale, Babesia bigemina vy B. burgdorferi
(Merino et al., 2011; Moreno-Cid et al., 2013), por lo que se considera un buen candidato para
el desarrollo de una vacuna universal frente a artrépodos hematodfagos, con el doble efecto
protector de controlar las infestaciones por estos organismos y de reducir su capacidad
vectorial de patdgenos (de la Fuente et al., 2011, 2013).

En ornithodoros, el silenciamiento génico de la subolesina por RNAi no afectd a las
tasas de alimentacidn ni supervivencia, pero inhibié la oviposicién en mas de un 88 %; la
vacunacion indujo una respuesta menos potente, inhibiendo la oviposicion hasta el 24,3 % en
O. erraticus y hasta el 8,5 % en O. moubata. Esto sugiere que el bloqueo de la funcidn de esta
proteina también puede ejercer un efecto protector frente a argasidos ampliando su espectro
de organismos diana.

7.2. Ensayos con antigenos salivales.

Con los antigenos salivales se han obtenido unos resultados bastante variables. El
primero de estos ensayos fue el de Need y Butler (1991), en el cual observaron un 16 % de
mortalidad en las larvas de O. talaje alimentadas sobre ratones CD1 vacunados con un extracto
completo de las gldndulas salivales; mortalidad de similar magnitud a la inducida por la
respuesta natural.

Mas recientemente, Salat et al. (2010) evaluaron la capacidad protectora de la
cistatina OmC2 de O. moubata en ratones C3H/HeN, observando un 15 % de mortalidad y un
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39 % de reduccion en las tasas de alimentacion y muda de las nifas-1 alimentadas sobre los
animales vacunados, que fue la Unica fase evolutiva analizada en este trabajo.

En cuanto a los ensayos con antigenos salivales llevados a cabo por nosotros, éstos
también fueron iniciados por Astigarraga et al. (1995) vacunando cerdos con SGE de O.
erraticus y de O. moubata.

Frente a O. erraticus se obtuvo una respuesta protectora muy variable, que en el mejor
de los casos llegd a inhibir hasta el 50 % la alimentacién y la fecundidad de las hembras.
Aunque dicha variabilidad restaba interés al SGE de O. erraticus como antigeno vacunal, los
resultados dejaron claro que en esta especie era posible inducir respuestas protectoras con
antigenos salivales. La proteccion lograda en estas pruebas se atribuyd al reconocimiento,
forzado por los adyuvantes de Freund, de varios componentes del SGE que no son antigénicos
en condiciones naturales (Astigarraga et al., 1995).

Estas observaciones de Astigarraga et al. (1995) fueron el punto de partida del trabajo
de Manzano Roman (2002) con el SGE de O. erraticus, trabajo que tuvo por objetivo el
conseguir una respuesta uniforme frente a esta especie e identificar a las moléculas del SGE
responsables de la inhibicidon de la toma de sangre. Con ese fin purificé los componentes no
antigénicos del SGE que eran reconocidos habitual (de 70 y 50 kDa) o esporadicamente (de 20
kDa) por los animales vacunados con este extracto y los administré individualmente a los
cerdos con los adyuvantes de Freund o con otros adyuvantes. En estos ensayos se comprobé:
(i) que todos los animales reconocian a los componentes de 70 y 50 kDa, pero que dicho
reconocimiento no proporcionaba proteccion vy (ii) que el reconocimiento del componente de
20 kDa inhibia en mas de un 50 % la alimentacidn de los parasitos, pero que la mayoria de los
cerdos eran incapaces de reconocerlo, con independencia de la dosis, adyuvante y modo de
administracion (soluble, particulado o en forma de complejos inmunes). Teniendo en cuenta
estos resultados, se concluyd que, en O. erraticus, la mera induccién del reconocimiento de
componentes salivales no inmunogénicos (como los de 70 y 50 kDa) no es sindnimo de
proteccion y que, en cambio, si podria serlo el reconocimiento de los componentes
aparentemente mas protegidos por el parasito (como el de 20 kDa) en vista de la dificultad
para forzar dicho reconocimiento.

Por su parte, frente a O. moubata, Astigarraga et al. (1995) obtuvieron una respuesta
que inhibid la alimentacion de los adultos de ambos sexos y la posterior oviposicion de las
hembras hasta en un 60-70 %; inhibicién que, ademds, fue muy uniforme en todos los
animales vacunados. El antigeno reconocido y neutralizado por los animales vacunados con
SGE, pero no por los animales sensibilizados por infestacion natural, en los cuales la respuesta
inmunitaria carece por completo de valor protector, presentaba un peso molecular de 44 kDa
y fue denominado Om44.

Al utilizar esta proteina individualmente como antigeno vacunal (purificada mediante
electroelucién a partir de geles de poliacrilamida), los animales inmunizados también
presentaron altos niveles de proteccion (Garcia Varas, 2004; Garcia-Varas et al., 2010).
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La proteina Om44 estd presente en la saliva de todas las fases evolutivas del argdsido,
sin embargo la respuesta protectora inducida por Om44 afectaba de distinta manera a las
diferentes fases evolutivas. Dicha respuesta bloquea casi por completo la alimentacién de las
fases de mayor tamafio (adultos y ninfas 4, las cuales tardan mas de 30 minutos en realizar la
toma de sangre), pero apenas afecta a las fases evolutivas mas pequenas (ninfas 1, 2 y 3), las
cuales se alimentan en menos de 30 minutos. Dado que todas las fases evolutivas poseen la
molécula Om44, su diferente sensibilidad a la vacuna con Om44 resultaba inesperada. La
explicacion a este fendmeno la encontramos al realizar la caracterizacién de la molécula
Om44, que resultd ser un ligando de la P-selectina.

Como ya hemos mencionado, la P-selectina es una molécula de adhesién implicada en
los mecanismos hemostaticos/inflamatorios del hospedador. La P-selectina se expresa en la
superficie endotelial y en las plaquetas activadas a partir de los 20-30 minutos tras la lesién
vascular (Cleator et al., 2006), en este caso la picadura de la garrapata, contribuyendo a la
respuesta hemostatica e inflamatoria. Esta respuesta puede impedir la alimentacién de las
garrapatas y, en consecuencia, la inhibicién de la interaccién entre la P-selectina y el PSGL-1
resulta esencial para O. moubata para poder completar la toma de sangre.

Se comprobd que Om44 se une a la P-selectina y que dicha unidn es inhibida por los
anticuerpos anti-Om44 inducidos por la vacunacién con la propia molécula y con el SGE. El
papel de Om44 y su accion a lo largo del tiempo tras la picadura, dependiente de la expresion
temporal de P-selectina, explicaba la ausencia de proteccion frente a estados parasitarios que
se alimentan antes de la expresion de la P-selectina (ninfas 1, 2 y 3). Igualmente se comprobd
gue si en los animales vacunados se induce la expresién de P-selectina antes de que
comiencen a alimentarse los parasitos, entonces se bloqueaba la alimentacion de todas las
fases evolutivas, incluidas las ninfas 1, 2 y 3 (Garcia-Varas et al., 2010). Los datos anteriores
representaban la primera evidencia de un nuevo mecanismo antihemostdtico en artrépodos
hematofagos y por tanto asignaban un gran interés a la Om44 como antigeno vacunal.

Con objeto de averiguar su identidad, la Om44 fue purificada por inmunoprecipitacion
(utilizando la propia P-selectina como sonda especifica) y sometida a analisis por
espectrometria de masas y secuenciacion de novo. Esos analisis mostraron que Om44 no es un
ortdlogo de PSLG-1 ni de otros ligandos conocidos de P-selectina como la pentraxina 3 (Ptx3)
(Garcia-Varas et al., 2010), y en cambio indicaban que podria ser una isoforma de enolasa,
aunque sobre la base de un Unico péptido identificado, de modo que no fue posible establecer
su identidad con certeza (Pérez-Sanchez et al., 2010b).

7.3. Definicion del antigeno ideal para el desarrollo de vacunas anti-garrapata.

Existe un amplio consenso en cuanto a la urgente necesidad de identificar nuevos
antigenos que amplien el actual repertorio de candidatos vacunales y también en relacidn con
los atributos que deberia reunir el antigeno dptimo para una vacuna anti-garrapata (de la
Fuente, 2012; Guerrero et al., 2012; Maritz-Olivier et al., 2012; Parizi et al., 2012).
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Son los siguientes: (i) ser accesible a los efectores inmunes ingeridos con la sangre,
basicamente los anticuerpos y el complemento (Flower et al.,, 2010); en este sentido las
proteinas salivales y las de la membrana luminal del intestino de la garrapata son los
candidatos de primera eleccion; (ii) ejercer una funcidn vital para la garrapata, de modo que su
bloqueo produzca la muerte del parasito o la inhibicién de su reproduccion; (iii) estar
codificado por un gen Unico, o con un bajo niumero de copias, y que no pertenezca a una
familia multigénica para evitar que la pérdida de funcidon inducida por la vacuna sea
compensada por otros miembros de la familia con funciones redundantes; (iv) que sea
expresado como antigeno salival silente segun el concepto de Kotsyfakis et al. (2008), es decir,
gue no sea reconocido por la respuesta inmunitaria inducida por la picadura, pero si por la
respuesta inducida por la vacuna; este tipo de antigeno conservaria una alta inmunogenicidad
al no haber sufrido la presién selectiva de la respuesta inmunitaria y permitiria desarrollar
vacunas de accion dual (Trimnell et al., 2002), en las cuales las propias picaduras actuarian
como dosis antigénicas de recuerdo, haciendo innecesarias las revacunaciones; (v) que esté
conservado en las diferentes especies de garrapatas, e incluso en otras especies de artrépodos
hematofagos, permitiendo asi obtener vacunas de amplio espectro y, por ultimo, (vi) que
reduzca las tasas de infeccidn y transmisidn de patdgenos.

Teniendo en cuenta los requisitos anteriores, actualmente la busqueda de nuevos
antigenos protectores de garrapata prioriza a los antigenos expresados en las glandulas
salivales y en las membranas luminales de los enterocitos, por ser los que con mayor
probabilidad pueden reunir un mayor nimero de los atributos antes mencionados, a fin de
desarrollar vacunas universales basadas en mezclas de antigenos que proporcionen proteccion
cruzada (de la Fuente et al., 2011; Guerrero et al., 2012; Maritz-Olivier et al., 2012; Parizi et al.,
2012; Moreno-Cid et al., 2013; Wikel, 2013).

7.4. Nuevas estrategias para la identificacion de antigenos protectores.

En su revisidn sobre vacunas anti-garrapata, Willadsen (2008) analiza los tres tipos de
aproximaciones experimentales utilizadas tradicionalmente para la blsqueda individual de
antigenos protectores: inmunoldgica, funcional y fraccionamiento bioquimico.

Actualmente, la creciente disponibilidad de secuencias gendmicas, transcriptdmicas y
proteémicas de garrapatas en bases de datos de acceso publico (p.e.: VectorBase, The Gene
Index Project, CattleTickBase) y el desarrollo de nuevas tecnologias de analisis masivo
(RNAseq, microarrays, etc.) estan permitiendo la rapida transicién desde las aproximaciones
tradicionales para la busqueda de antigenos protectores a las nuevas estrategias de
vacunologia reversa, que forman parte del emergente campo de la “vacundmica” (Flower et
al., 2010; Guerrero et al., 2012; Maritz-Olivier et al., 2012; de la Fuente y Merino, 2013).

En estas aproximaciones holisticas se estudian las interacciones entre hospedadores,
garrapatas y patdgenos obteniendo informaciéon gendmica, transcriptomica, protedmica,
inmunolégica y metabdlica (biologia de sistemas), que es posteriormente integrada y analizada
in silico para la selecciéon de candidatos tedricos en funcion de determinados criterios o
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hipdtesis (Six et al., 2012; Nakaya et al., 2012). La lista resultante de antigenos potencialmente
protectores puede acotarse mediante pruebas experimentales como el silenciamiento génico
por RNAI, a fin de seleccionar a los que presenten mayor potencial protector (de la Fuente et
al., 2010; Manzano-Roman et al. 2012a, 2012b). Los candidatos seleccionados son producidos
en forma recombinante y validados en pruebas de vacunacion de animales; por ultimo, se
caracteriza su funcién y mecanismo protector (de la Fuente y Merino, 2013).
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La heterogeneidad de los objetivos perseguidos en la presente tesis doctoral ha exigido
la utilizacion de procedimientos experimentales distintos en cada uno de ellos. Por este motivo
describimos primero la obtencidon del material parasitario y las técnicas y procedimientos de
uso mas general y rutinario. Posteriormente, en distintos apartados para cada objetivo, se
describen los métodos especificos empleados.

PARASITOS, HOSPEDADORES Y METODOS GENERALES.

I. PARASITOS.

Todos los ejemplares de O. moubata utilizados en el presente trabajo proceden de la
colonia de laboratorio del IRNASA (CSIC), establecida en 1990 a partir de ejemplares donados
por el Dr. Philip Wilkinson (Institute for Animal Health, Pirbright, Reino Unido). Esta colonia se
mantiene en una camara de simulacion ambiental a 28 °C, 85 % de humedad relativa y 14/10
horas de luz/oscuridad, y se alimenta regularmente sobre conejos.

Il. HOSPEDADORES.

Como hospedadores se han utilizado conejos de raza New Zealand White procedentes
de la Granja Cunicula San Bernardo S.L. (Tulebras, Navarra). Los animales, todos hembras y de
1,5 kg de peso al inicio de las pruebas, se mantuvieron en el animalario del IRNASA (N2 de
Registro, P.A.E.-SA.002, ES372740000043) y se alimentaron ad libitum con pienso especifico
para conejos de esa edad.

Estos conejos se utilizaron para el mantenimiento de la colonia de garrapatas (24
animales) o para los ensayos de vacunacién que se describen mds adelante (30 animales).
Todos los procedimientos en los que se utilizaron los conejos cumplian la normativa vigente en
materia de experimentacidén con animales (Reales Decretos 1201/2005 y 53/2013) y contaron
con la autorizacién del Comité Etico de Experimentacién Animal del IRNASA (CSIC).

lll. MATERIAL PARASITARIO.

GLANDULAS SALIVALES.

Las glandulas salivales se han usado para la extraccion de RNA total, para la
purificacién de RNA mensajero poliadenilado (mRNA poliA+) y para la preparacion de extractos
proteicos (SGE). Dichas glandulas se obtenian rutinariamente a partir de ejemplares adultos en
ayunas (machos y hembras por separado) mediante la diseccion en tampdn fosfato salino
(PBS) pH 7,2 a 4 °C (Garcia-Varas et al., 2010). Acto seguido se lavaban en PBS a 4°C y se
procesaban de distinta forma segln su uso posterior (ver a continuacion).

Obtencion de RNA total de glandulas salivales.

El RNA total se obtuvo a partir de lotes de 20 pares de glandulas (10 hembras + 10
machos) utilizando el kit NucleoSpin RNA Il (Macherey-Nagel) y siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante. El RNA resultante se preservo a -80 °C.
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Este RNA se utilizé directamente, sin purificar el mRNA, para la amplificacién por RT-
PCR (Reverse Transcription-Polimerase Chain Reaction) y 3’/5’-RACE (Rapid Amplification of
cDNA Ends) del cDNA codificante de varias de las proteinas incluidas en la presente memoria.

Purificacion de mRNA poliA+ de gldndulas salivales.

El mRNA poliA+ se empled para la construccion de una genoteca de expresion de
glandulas salivales. Como se detallard en el apartado correspondiente, dicha genoteca se
construyé utilizando el kit CloneMiner Il cDNA Library Construction (Invitrogen), el cual
recomienda utilizar entre 1y 5 pug de mRNA poliA+ purificado como material de partida.

En consecuencia, y de acuerdo con la cantidad de mRNA poliA+ obtenido en pruebas
previas (4-5 ng/ejemplar), se estimé que para conseguir al menos 2 pg de este material seria
necesario diseccionar 450 ejemplares de O. moubata (225 hembras + 225 machos). La
diseccién se llevé a cabo en lotes de 25 ejemplares/lote, preservando las glandulas recién
extraidas en RNA later (Ambion). Los lotes se almacenaron a -20 °C y, una vez extraidas todas
las glandulas, se mezclaron y procesaron conjuntamente para aislar el mRNA poliA+.

Con ese fin se extrajo primero el RNA total utilizando el kit RNeasy (Qiagen) y, a partir
de este RNA, se purificé el mRNA poliA+ utilizando el Oligotex Direct mRNA Mini Kit (Qiagen),
siguiendo en ambos casos los protocolos recomendados por el fabricante de los kits. La
concentracidon y calidad del mRNA se estimé mediante la absorbancia a 260 nm con un
espectrofotometro NanoDrop 2000 (Thermo Scientific) y se verifico mediante electroforesis en
gel de agarosa al 1 %. El mRNA se almacend a -80 °C hasta el momento de ser utilizado.

Preparacion de extracto proteico de glandulas salivales (SGE).

Este extracto se prepard a partir de lotes de 50 pares de glandulas (25 hembras + 25
machos) siguiendo el procedimiento habitual (Garcia-Varas et al., 2010), que describimos a
continuacion:

1. Extracciéon y lavado de las glandulas salivales, en PBS a 4 °C, depositandolas

finalmente en 1 mL de PBS.

2. Rotura de las células glandulares mediante 5 ciclos de congelacién-descongelacion

a-20°C.

3. Centrifugacién, 2 minutos a 1.000 rpm, para sedimentar los restos de tejido

glandular y recuperacién del sobrenadante.

4. Filtrado del sobrenadante a través de un filtro de 0,2 um (Costar-Corning Inc.) para

retirar el material particulado. Este filtrado es lo que denominamos SGE.

5. Determinaciéon de la concentracién proteica del SGE mediante medida de la

absorbancia a 280 nm (espectrofotémetro NanoDrop 2000; Thermo Scientific) y
preservacion del SGE a -20 °C.
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SALIVA.

Obtencion y andlisis de la reproducibilidad del método.

La saliva se obtuvo por separado a partir de machos y de hembras de O. moubata tras
estimular su secrecidn con pilocarpina o con dopamina. Todos los ejemplares utilizados eran
de la misma edad, se habian alimentado sobre los mismos conejos el mismo nimero de veces
(dos ciclos trofogdnicos) y, en el momento de usarlos para la obtencion de la saliva, llevaban 4
meses en ayunas.

Por razones de facilidad de manejo, la saliva se obtuvo en lotes de 5 ejemplares
siguiendo el protocolo de Ribeiro et al. (1991), con las modificaciones de Baranda et al. (1997),
gue describimos seguidamente.

Los ejemplares se lavaron tres veces en agua destilada templada y se secaron sobre un
papel toalla. Acto seguido se inmovilizaron sobre una placa de cristal pegandolas por el dorso
con cinta adhesiva de doble cara. A cada ejemplar se le inyectd 1puL de clorhidrato de
pilocarpina (Sigma) al 1% en PBS a través del poro genital utilizando una jeringuilla de
Hamilton de 5 L.

Inmediatamente después de la administracién de la pilocarpina, las garrapatas
comenzaban a mover sus queliceros y a emitir sobre sus apéndices bucales pequefias gotas de
saliva (< 0,5 pL). Las gotitas eran recogidas con una micropipeta y depositadas en 200 pL de
PBS mantenido en hielo. La recoleccidn se repetia continuamente durante aproximadamente
30-40 minutos, momento en el que habitualmente cesaba tanto la emisidn de gotitas como el
movimiento de los queliceros. La saliva de cada lote se filtré a través de 0,2 um y se almacend
a-20°C.

La concentracidn proteica de los sucesivos lotes de saliva se determind midiendo su
absorbancia a 280 nm en el espectrofotometro NanoDrop 2000 y la reproducibilidad de las
muestras se analizé por SDS-PAGE.

Para comprobar si el protocolo de induccién de la salivacion influia en la composicién
de la muestra, varios lotes adicionales de adultos de ambos sexos fueron estimulados
mediante una inyeccién de 10 pL de dopamina (Sigma) al 0,2 % en PBS, siguiendo el protocolo
de Oliveira et al. (2008).

Dado que la saliva obtenida con ambos protocolos mostraba igual composicion y que
el método basado en la pilocarpina proporcionaba un mayor rendimiento en proteina salival
(ver apartado correspondiente en resultados), en consecuencia la estimulacion con pilocarpina
fue utilizada como método de rutina para la obtencién de saliva.

Ecualizacion de las muestras de saliva.

Para facilitar la deteccidon e identificacion de las proteinas minoritarias, la saliva se
ecualizé siguiendo el método de Righetti et al. (2006). Este método consiste en una
cromatografia de afinidad que utiliza como fase sdélida una biblioteca de hexa-péptidos
capaces de unir de forma especifica y saturable cualquier proteina.
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Para aumentar la eficiencia de la ecualizacion todas las muestras de saliva de un
mismo sexo se mezclaron y se concentraron unas 10 veces mediante su liofilizacidon vy
resuspension en un volumen de agua equivalente a 1/10 de su volumen inicial. Después de la
concentracioén, el exceso de sales se elimind mediante didlisis frente a PBS durante dos horas a
temperatura ambiente, utilizando el kit 3.5K Slade-A-Lyzer Mini (Pierce).

Posteriormente, las muestras fueron ecualizadas utilizando el kit ProteoMiner small
capacity (Bio-Rad) y siguiendo el protocolo del fabricante. Las dos fracciones de cada muestra
obtenidas en este proceso, es decir, las proteinas no retenidas por la columna y las unidas y
posteriormente eluidas (saliva ecualizada), fueron recogidas y preservadas a -20°C. Su
concentracién se midid por espectrofotometria a 280 nm y su composicién se analizé por SDS-
PAGE.

IV. TECNICAS ELECTROFORETICAS E INMUNOENZIMATICAS

Como técnicas de rutina para el analisis de proteinas se han utilizado la electroforesis
en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y el western blot. A lo largo del texto se hace referencia a
estas técnicas en numerosas ocasiones, por lo cual describimos a continuacién su protocolo
general y en el apartado correspondiente las condiciones particulares en las que se llevaron a
cabo.

SDS-PAGE.

En la mayoria de las ocasiones esta técnica se ha usado como método analitico
empleando minigeles de 5x9cm. Mds esporddicamente se ha usado como método
preparativo en algunos procedimientos de purificacion de antigenos, empleando geles
grandes, de 15 x 19 cm.

En ambos casos se utilizé un sistema discontinuo, similar al descrito por Laemmli
(1970), en el que la concentracién del gel de carga fue del 3 % y la del gel separador del 12 %,
15 % o un gradiente del 5-20 %.

Inmediatamente antes de ser cargadas, las muestras se hirvieron durante cinco
minutos en tampdn desnaturalizante (TRIS-HCI 31,25 mM pH 6,8, SDS 2 %, glicerina 10 % y 2-
mercaptoetanol 5%). Salvo mencidon expresa, los minigeles se cargaron con 5-10 ug de
proteina por pocillo y los geles grandes con 50-100 pg/pocillo. Como referencia para la
valoracién de los pesos moleculares, en cada gel se cargd también una mezcla de proteinas
marcadoras tratadas de igual modo que el resto de las muestras (Precision Plus Protein™ Dual
Color Standards de Bio-Rad o Unstained Protein MW Marker de Fermentas).

Las electroforesis se realizaron a 30-45 mA/gel y una vez completadas, las proteinas
resueltas en los geles fueron o bien teifiidas con diversos colorantes o transferidas a
membranas de nitrocelulosa.
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TINCION DE LOS GELES.

En lineas generales, la tincidn se llevé a cabo con azul de Coomassie o con nitrato de
plata siguiendo los protocolos descritos por Morrissey (1981). Cuando los geles se utilizaron
para la purificacién de proteinas por electroelucion, se tifieron con CuCl, siguiendo el
protocolo de Harlow y Lane (1988).

Una vez teiiidos, los geles fueron escaneados y digitalizados utilizando el ChemiDoc
MP Imaging System (Bio-Rad).

WESTERN BLOT.

Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas de nitrocelulosa
siguiendo el método de Towbin et al. (1979). Las transferencias se realizaron a 400 mA y 4 °C
durante 90 minutos en tampdn TRIS 25 mM, glicina 192 mM, pH 8.

Las membranas se lavaron con PBS durante 10 minutos a temperatura ambiente y se
bloquearon con albimina de suero bovino (BSA) al 2 % en PBS durante 1 hora a 37 °C. Tras 3
lavados de 5 minutos a temperatura ambiente en PBS con Tween20 al 0,05 % (TPBS) se
incubaron con el primer anticuerpo diluido en TPBS durante 1 hora a 37 °C. Después de 3
nuevos lavados, las membranas se incubaron con el correspondiente anticuerpo secundario
marcado con peroxidasa durante 1hora a 37°C, y tras los correspondientes lavados se
revelaron incubandolas con sustratos cromogénicos (4-cloro-1-naftol, diamino-bencidina) o
quimioluminiscentes (luminol). Al igual que los geles, las membranas fueron escaneadas y
digitalizadas utilizando el ChemiDoc System MP imaging System (Bio-Rad).
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OBJETIVO 1.

CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE TSGP1 DE O. MOUBATA,
PRODUCCION RECOMBINANTE Y ANALISIS DE SU UTILIDAD COMO HERRAMIENTA
DIAGNOSTICA.

1.1. Obtencion de la secuencia codificante completa de cDNA de TSGP1.

Partiendo de un fragmento de secuencia peptidica de esta proteina (EHSCVYILPP)
obtenido por nuestro grupo en trabajos previos (Oleaga et al., 2007), abordamos la obtencion
de la secuencia completa de su cDNA codificante mediante la aplicacidon sucesiva de las
técnicas 3’- y 5’-RACE y RT-PCR (Cuadro 1).

SP1 anchor
— -
3-RACE
Oligo (dT)-anchor gp2
—_— +——
| 5'-RACE 1
anchor SP3
—_— -«
[ 5'-RACE 2 (nested) |
SP4 SP5
—_— —
| RT-PCR |
BamH1-5P6 BamH1-5P5
. —
| RT-PCR |
I T T I I I 1
100 200 300 400 500

Pares de bases

Cuadro 1. Estrategia para la amplificacidon y secuenciacién del cDNA de TSGP1. Las flechas
indican los cebadores utilizados en cada reaccién y los recuadros el fragmento de
secuencia amplificado. Los recuadros grises representan los fragmentos que fueron
clonados y secuenciados en el vector pSC-A. El recuadro verde representa el fragmento
subclonado y expresado en el vector pQE-30.

Las reacciones de 3’-RACE y 5’-RACE se llevaron a cabo con el kit 5/3’ RACE 2nd
Generation (Roche) siguiendo los protocolos del fabricante.

1.1.1. 3’-RACE.

Transcripcion reversa (RT).

Se llevd a cabo a partir del RNA salival total, utilizando el cebador “oligo d(T)-anchor”
suministrado por el kit (ver Tabla I).

Amplificacion.

1 uL de cDNA monocatenario se utilizé como molde para la amplificacién del extremo
3’ de la TSGP1, utilizando el cebador especifico SP1, disefiado a partir de la secuencia peptidica
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EHSCVYILPP, y el cebador “anchor” incluido en el kit (Tabla 1). Las condiciones para esta PCR
fueron las siguientes: 35 ciclos (94 °C 155,66 °C30s,72°C40s)+ 7 mina 72 °C.

Purificacion.

El producto de esta PCR se separd por electroforesis en gel de agarosa al 1 % en Tris-
Borato-EDTA (TBE) con 0,005 % de bromuro de etidio y la banda correspondiente al fragmento
amplificado se cortd del gel de agarosa y purificd con el kit StrataPrep DNA Gel Extraction
(Stratagene). El cDNA purificado se re-suspendié en agua ultra-pura estéril y su concentracion
se determind por espectrofotometria a 260 nm.

Clonaje y secuenciacion.
Una vez purificado, el cDNA se cloné en el vector de secuenciacién pSC-A, utilizando el
kit StrataClone PCR Cloning (Stratagene).

MCS: | PCR Product Insertion Site

Placy || flacZ
Vi S . \
,’/ .-‘-","
pUC ori !f ._-" "\
| pSC-A ||
\ 3.5kb / :;”'clmplul\m
v
< loxP=" \r_ﬂ ori

Cuadro 2. Mapa del vector pSC-A, utilizado para el clonaje directo y secuenciacion de
productos de PCR (Stratagene)

El plasmido recombinante (cDNA-pSC-A) se utilizd para transformar células competentes
(Escherichia coli SoloPack) suministradas en el kit. Tras la transformacion, las células se
sembraron en placas de agar con 100 pug/mL de ampicilina y 80 ulL/placa de X-gal al 2 %. Las
placas se incubaron toda la noche a 37 °C y al dia siguiente se seleccionaron varias colonias
recombinantes (de color blanco) y se inocularon en cultivos de 5 mL de medio Luria-Bertani
(LB) (10g/L de triptona, 5g/L de extracto de levadura, 10g/L de NaCl) con ampicilina
(100 pg/mL). Estos cultivos se incubaron a 37 °C, en agitacion, hasta el dia siguiente.

Las células de los distintos cultivos se recuperaron por centrifugacion; posteriormente se
lisaron y se extrajo su DNA plasmidico utilizando el kit Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel).

La presencia de inserto en los plasmidos purificados se verific6 mediante digestiéon con
la enzima de restriccion EcoRl (Takara), y los plasmidos recombinantes se secuenciaron en
ambos sentidos con los cebadores T3 y T7 (Tabla 1) en el servicio de secuenciacién de la
Universidad de Salamanca. Las secuencias obtenidas fueron analizadas, depuradas y alineadas
utilizando las aplicaciones Chromas 1.45 y Multalin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/).
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1.1.2. 5’-RACE.
Para el 5’-RACE, se disefiaron dos cebadores especificos (SP2 y SP3, Tabla ) a partir de
la secuencia del extremo 3’ obtenida previamente.

Sintesis de la primera cadena de cDNA.

La sintesis de la primera cadena de cDNA se realizé a partir del RNA total utilizando el
cebador SP2. El cDNA resultante se purific6 mediante el kit High Pure PCR Product Purification
(Roche). Posteriormente se poliadenilé su extremo 3’ y se amplific6 mediante una PCR
anidada, todo ello siguiendo los protocolos del kit.

Primera PCR.
Cebadores: SP2 y “oligo d(T)-anchor”
Condiciones: 10 ciclos (94 °C155s,30°C30s,72°C405s) +
25 ciclos (94 °C 155,62 °C30s,72°C40s)+ 7 min 72 °C

Segunda PCR (anidada).

Utilizamos como molde 1 pL del producto de la primera PCR, diluido 1:20 en agua.
Cebadores: SP3 y “anchor”

Condiciones: 35 ciclos (94 °C 155,64 °C30s,72°C405s) + 7 min 72 °C

El producto de esta segunda PCR se purificd, clond y secuencié de forma similar a lo
descrito para el fragmento 3’.

1.1.3. RT-PCR.

Una vez obtenidas las secuencias de nucledtidos de los fragmentos 3’ y 5, se diseiid un
nuevo par de cebadores (SP4 y SP5; Tabla I) para amplificar el cDNA completo mediante RT-
PCR a partir de RNA total de glandulas salivales.

La transcripcidn reversa se llevd a cabo utilizando el kit 1* Strand cDNA Sintesis
(Roche) y el oligo-d(T);s, suministrado en el kit, como cebador. Para la PCR se utilizaron las
siguientes condiciones: 35 ciclos (94 °C 15 s, 64 °C 30s, 72 °C 40's) + 7 min 72 °C. El producto
amplificado se purificd, clond en pSC-A y la construccidn resultante (pSC-A-OmTSGP1) se
secuencié de forma similar a lo descrito para los fragmentos 3’ y 5'.

Una vez obtenida le secuencia codificante completa, se amplificé una version truncada
de la misma carente de péptido sefal. Para ello se disefiaron dos cebadores adicionales
(BamH1-SP5 y BamH1-SP6; Tabla I) con un sitio de corte para la enzima BamHI a fin de facilitar
el subclonaje de este fragmento en el vector de expresion pQE-30 (Qiagen). Esta PCR se llevo a
cabo en las mismas condiciones que la anterior y el fragmento amplificado se purificé y clond
en pSC-A obteniéndose una construccién (pSC-A-tOmTSGP1) que fue utilizada para el clonaje
posterior en un vector de expresion (ver mas adelante).

Las tablas | y Il recogen las secuencias de los diversos cebadores y la mezcla de reaccion
utilizados en las PCR descritas en este apartado.
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Tabla I. Oligonucledtidos empleados en la amplificacién y clonaje del cDNA de TSGP1.

Nombre Secuencia

SP1 5’-GAGCACAGCTGCGTGTACATCCTGCCCCCC
SP2 5’-CTATGGTACCACAGCTCAAGATATGG

SP3 5-GGTCATTGTCATTGATGTTGCTGCCC

SP4 5’-ATGCACCGGCTGCTACTGCTACTC

SP5 5’-TCAACTTTTTTGCTCGATGACGTCAGC
BamH1-SP6 5’-GGATCCGAAGAAAACCAGCGTGGGAAGGG
BamH1-SP5 5’-GGATCCTCAACTTTTTTGCTCGATGACGTCAGC
Oligo d(T)-anchor 5’-ACCACGCGTATCGATGTCGACTTTITTITTITTITTITTITV (V=A,C0 G)
Anchor 5’-GACCACGCGTATCGATGTCGAC

Oligo d(T)4s 5-TTTTTTTITTTTITTTV (V=A,C 0 G)

T3 5'-AATTAACCCTCACTAAAGG

T7 5'-TAATACGACTCACTATAGG

pQSEC 5’- CCCGAAAAGTGCCACCTG

Tabla Il. Mezcla de reaccion de las PCR llevadas a cabo en la amplificacién y clonaje del
cDNA de la TSGP1.

Componente Volumen (pL)
Buffer Tagq 10x 5
dNTPs (10 mM) 1
Cebador Fw (50 uM) 1
Cebador Rv (50 uM) 1

Taq DNA polimerasa (5 U/pL) 0,25
Agua 40,75
cDNA 1
Volumen total 50

La correcta identidad de todas las secuencias nucleotidicas obtenidas se confirmé
mediante un analisis BLAST (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov), y las correspondientes secuencias
peptidicas se obtuvieron con la aplicacién “Translate” disponible en el servidor ExPASy
(http://web.expasy.org/translate/).

1.2. Anilisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de la TSGP1.

La secuencia peptidica se sometié a un andlisis in silico utilizando diversas
herramientas bioinformaticas para analizar su estructura primaria y las posibles modificaciones
postransduccionales: cdlculo del punto isoeléctrico (pl) y el peso molecular (PM)
(http://www.expasy.org/tools/pi tool.html); prediccion de sefales de secrecién con
SignalP 3.0 (Bendtsen et al., 2004a) (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP); localizaciéon de
sitios de N-glicosilacion y O-glicosilacién (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/;
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http://www.cbs.dtu.dk/services/NetOGlyc/); prediccion de dominios transmembrana con
TMHMM Server v. 2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0) y busqueda de sitios de
anclaje a la membrana tipo glicosil-fosfatidil inositol (GPI) con big-PI Predictor (Eisenhaber et
al., 2000) (http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpi server.html).

A continuacién se llevé a cabo un andlisis BLASTp para la busqueda de secuencias
homélogas en las bases de datos NCBInr y Uniprot (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/,

http://www.uniprot.org/). Las secuencias homélogas a TSGP1 con un valor de E inferior a 10"

se alinearon con el programa ClustalW 2.1 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) v,

basandonos en este alineamiento, se llevd a cabo un andlisis filogenético con el paquete Mega
v5.05 (Tamura et al., 2011).

Por ultimo, se efectud la prediccion de la estructura secundaria y el modelado
tridimensional de TSGP1 de 0. moubata con el servidor Phyre2
(http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/) (Kelley y Sternberg, 2009), los cuales se

compararon con los correspondientes a la TSGP1 de O. savignyi. Los modelos tridimensionales
se visualizaron con la aplicacién Pymol package (DelLano, 2002).

1.3. Expresion y purificacion de TSGP1 recombinante truncada (rtOmTSGP1).

Se decidid expresar la versidn truncada de la TSGP1 (sin péptido sefial), en lugar de la
proteina completa, por su mayor rendimiento en proteina recombinante y porque dicha
recombinante coincide con el antigeno nativo maduro inoculado al hospedador con la saliva.

La recombinante truncada se expresd en el vector pQE-30 (Qiagen). Este vector
produce péptidos recombinantes con una marca de 6 residuos de histidina (His-tag) en el
extremo amino terminal (Cuadro 3), que permite la posterior purificacién de la recombinante
mediante cromatografia de afinidad en resina de niquel.

* pQE30 -
pQE31  AC
pQE32 -G

Ampiciy;,

pQE-30, pQE-31,

pQE-32
3.4 kb

.

Col El
Cuadro 3. Mapa de los vectores de la serie pQE-30 (Qiagen).
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1.3.1. Clonaje del cDNA tOmTSGP1 en el vector de expresiéon pQE-30.

Preparacion del inserto.

El pldsmido pSC-A-tOMTSGP1 obtenido previamente fue digerido con la enzima BamHI
(Takara) para liberar el inserto. Dicha enzima se habia seleccionado, entre las incluidas en el
“polylinker” del vector pQE-30, tras comprobar con NEBcutter V2.0 (Vincze et al., 2003) que la
secuencia codificante de la proteina no poseia sitios de corte para ella.

La mezcla de reaccion (Tabla Ill) se incubd a 37 °C durante 2 horas y el inserto se
separd en gel de agarosa y se purific6 como en ocasiones anteriores. La concentracion de
producto purificado se estimé midiendo la absorbancia a 260 nm.

Tabla lll. Mezcla de reaccidn para la digestion con BamHI.

Componente Volumen (pL)
DNA (pSC-A-tOmTSGP1) 10
BamHI (10 unidades) 1
Buffer 10x 2
Agua 7
Volumen total 20

Preparacion del vector pQE-30
En paralelo, el vector pQE-30 fue digerido, desfosforilado y purificado del modo
siguiente:

1. Digestion con BamHlI: incubacién 3 horas a 37 °C.

Tabla IV. Mezcla de reaccion para la digestion con BamHI.

Componente Volumen (pL)
pQE-30 (9 ug) 100
BamHI (90 unidades) 9
Buffer 10x 13
Agua 8
Volumen total 130

2. Purificacién con Fenol/Cloroformo.
- Adiciéon a la mezcla de reaccidon anterior de un volumen equivalente de
fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1).
- Centrifugacion a 12.000 g, 1 minuto a temperatura ambiente, y transferencia de la
fase acuosa (con el DNA) a un tubo nuevo.
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3. Precipitacion con acetato de sodio.

Adicién de 1/10 del volumen de acetato sédico 3 M pH 5,2 + 2 volimenes de
etanol a 4 °C e incubacidn toda la noche a -80 °C para precipitar el DNA.
Centrifugacién a 12.000 g, 15 minutos a 4 °C.

Lavado del sedimento con etanol 80 % a 4 °C.

Centrifugacidn a 12.000 g, 15 minutos a 4 °C.

Secado al aire o al vacio para eliminar los restos de etanol.

Resuspensiéon en 60 plL de agua Milli-Q.

4. Desfosforilacion: incubacidon 15 minutos a 37 °C y 15 minutos a 74 °C para inactivar la

fosfatasa.
Tabla V. Mezcla de reaccidn para la desfosforilacion.
Componente Volumen (pL)
pQE-30 digerido 60
Thermosensitive Alkaline Phosphatase (TSAP) (Promega) 1
Multi-Core 10x buffer 7
Agua 2
Volumen total 70

5. Purificacién a partir de gel de agarosa.

6. Determinacion de la concentracion midiendo la absorbancia a 260 nm.

Ligacion

La ligacidn se llevd a cabo en una proporcion 5:1 (inserto:vector), partiendo de 100 ng

de vector pQE-30 digerido y desfosforilado y utilizando la enzima T4 DNA ligasa (Roche). La

reaccion se incubd a 4 °C durante 16 horas. En paralelo se incubd una reaccién de ligacion sin

inserto que se usé como control negativo.

Tabla VI. Mezcla de reaccidn para la ligacién.

Ligacion Control negativo
Componente Volumen (pL) Volumen (pL)
pQE-30 2,5 2,5
tTSGP1 6,8 -
Buffer10x 2 2
Ligasa 2 2
Agua 6,7 13,5
Volumen total 20 20
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1.3.2. Transformacion de células E. coli M15 competentes con pQE-30-tOmTSGP1.
El producto de la ligacion anterior se utilizdé para transformar células que soportaran la
expresion de la proteina recombinante, en este caso E. coli M15 (Qiagen).

Tanto la transformacion de células M15 competentes, como la expresidn y purificacién
de la proteina recombinante se efectuaron, en lineas generales, siguiendo el protocolo
descrito en el manual del fabricante (The QIA expressionist, Qiagen).

Para la transformacién el protocolo fue el siguiente:

1. Descongelacién en hielo de una alicuota de 100 pL de células E. coli M15 y adicién de
10 uL de la reaccion de ligacion.

2. Incubacién de la mezcla en hielo durante 20 minutos.

3. Choque térmico a 42 °C durante 90 segundos e incubacién en hielo durante 2 minutos.
Adicion de 500 pL de medio LB precalentado a 37 °C e incubacion durante 1 hora a
37 °C en agitacioén.

5. Sembrado de alicuotas de 50, 100 y 200 pL de la transformacion en placas de agar con
25 pg/mL de kanamicina y 100 pg/mL de ampicilina e incubacién a 37 °C toda la noche.

Al dia siguiente, se seleccionaron al azar tres colonias de cada una de las placas
sembradas con las células transformadas y se crecieron en 5 mL de medio LB con 25 pg/mL de
kanamicina y 100 ug/mL de ampicilina durante toda la noche a 37 °C. De cada uno de estos
cultivos se tomd una alicuota para su almacenamiento en glicerol al 15 % a -80 °C y el resto se
utilizé para purificar el DNA plasmidico y secuenciar el inserto a fin de verificar si la secuencia,
la orientacidn y el marco de lectura eran los correctos. Para esta secuenciaciéon se utilizé el
cebador pQSEC (Tabla I). Los clones correctos se almacenaron a -80 °C.

1.3.3. Expresion de la proteina recombinante.

Una alicuota del clon seleccionado (pQE-30-tOmTSGP1 en células M15), se inoculd en
medio LB suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 25 pg/mL de kanamicina, y se incubd a
37 °Cy 180 rpm, durante toda la noche. A la manana siguiente este preindculo se diluyd en un
volumen 20 veces superior del mismo medio de cultivo y se incubd en idénticas condiciones
hasta alcanzar una densidad éptica de 0,6 a 600 nm. En ese momento se indujo la expresion
con 1mM de Isopropil B-D-1-thiogalactopiranosido (IPTG) (Takara) durante 3 horas
manteniendo las mismas condiciones de cultivo.

Transcurrido ese tiempo las células se recogieron por centrifugacién a 10.000 g
durante 10 minutos y se resuspendieron en tampodn de lisis (NaH,PO4 50 mM, NaCl 300 mM,
imidazol 10 mM, pH 7,9). A continuacion, la mezcla anterior se sonicd durante 5 ciclos de
30 segundos y el lisado celular se centrifugd a 20.000 g durante 15 minutos, recogiéndose el
sobrenadante y el sedimento. Ambas fracciones se analizaron mediante SDS-PAGE y tincion
con azul de Coomassie para comprobar si la proteina recombinante se producia de forma
soluble o insoluble.
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1.3.4. Purificacion de la proteina recombinante (rtOmTSGP1).
La purificacién de la proteina recombinante se llevé a cabo mediante cromatografia de
afinidad Ni-NTA.

Como se indica en el capitulo de resultados, esta proteina se expresd en su totalidad
de forma insoluble, por lo que antes de purificarla fue necesario solubilizarla con un agente
caotrdpico y realizar la purificacion en condiciones desnaturalizantes. Para ello, el sedimento
de la lisis celular se solubilizé en el tampdn de lisis con urea 8 M (tampdn de solubilizacién).
Una vez solubilizado, se centrifugd 30 minutos a 20.000 g y se recogio el sobrenadante.

La cromatografia de afinidad con Ni** se realizd en columnas empaquetadas con 1 mL
de resina comercial (His-Select Nickel Affinity Gel, Sigma) que se equilibré mediante el paso
secuencial de 2 mL de agua ultrapura y 3 mL de tampdn de solubilizacion.

Una vez preparada la columna, se filtr6 1mL de la fraccion solubilizada.
Posteriormente, a fin de favorecer la re-naturalizacion y el plegamiento de la proteina unida a
la columna, se efectuaron varios lavados sucesivos con 5 ml/lavado de tampdn de
solubilizacién conteniendo cantidades decrecientes de urea (6 M, 4 M, 2 M y 0 M). Por ultimo,
la proteina fue eluida con 250 mM de imidazol en tampdén NaH,PO, 50 mM, NaCl 300 mM
(pH 7,9). Se realizaron 4 eluciones consecutivas con 1 mL de este tampdn vy las fracciones
eluidas se analizaron mediante SDS-PAGE para verificar la presencia y pureza de la proteina.

Las fracciones que contenian la proteina purificada se dializaron frente a PBS durante
24 horas a 4 °C, se determind su concentracion mediante espectrofotometria a 280 nm y se
almacenaron a -80 °C hasta su uso como antigeno diagndstico en pruebas de ELISA.

1.4. Utilidad de la rtOmTSGP1 como herramienta diagndstica.

Para evaluar la especificidad y sensibilidad de la TSGP1 en la deteccién de anticuerpos
anti-O. moubata y compararlas con las del extracto completo de glandulas salivales (SGE),
ambos antigenos se enfrentaron por ELISA con un panel de sueros porcinos bien definidos.

1.4.1. Sueros analizados
Para este analisis se emplearon 172 sueros con las siguientes caracteristicas:
i. Sueros anti-O. moubata: 18 sueros procedentes de cerdos infestados

experimentalmente con O. moubata. Estos sueros (tres por animal) fueron
obtenidos por Baranda et al. (2000) a partir de 6 cerdos infestados con 1.000
ninfas-1 6 con 50 adultos por cerdo, en 3 ocasiones, a intervalos quincenales. Las
muestras de sangre se recogieron a los siete dias de la primera infestacién
(respuesta primaria), y a los siete dias y dos meses y medio después de la tercera
infestacion (respuesta secundaria y residual, respectivamente).
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ii. Sueros frente O. erraticus: 27 sueros obtenidos también por Baranda et al. (2000)

de forma similar a los anteriores, a partir de 9 cerdos infectados
experimentalmente con 1.000 larvas, con 200 ninfas-1 6 con 50 adultos de esta
especie.

iii. Sueros frente a otros ectopardsitos: 6 sueros obtenidos por Pérez-Sanchez et al.

(1992); 5 de ellos procedentes de cerdos infestados experimentalmente con 4
especies de garrapatas duras (D. marginatus, Hyalomma lusitanicum, R. turanicusy
R. bursa) y con el piojo porcino H. suis; el sexto suero procedia de un cerdo
intensamente infestado de forma natural por el acaro de la sarna S. scabiei.

iv. Sueros negativos experimentales: 21 sueros negativos, tomados de los cerdos

anteriores, antes de practicar las infestaciones experimentales.

v. Sueros negativos de campo: 100 sueros de cerdos de campo recogidos por Oleaga-

Pérez et al. (1994) en explotaciones en extensivo de la provincia de Salamanca
para la deteccion de anticuerpos anti-O. erraticus. Estos cerdos, por su modo de
vida, libre en el campo, estuvieron expuestos a una gran variedad de ectoparasitos,
pudiendo ser portadores de anticuerpos frente a ellos. Estas muestras se utilizaron
como sueros negativos de campo al proceder de una zona en la que O. moubata
no estd presente.

1.4.2. Protocolo ELISA.

La comparacion del valor diagnéstico de la rtOmTSGP1 con el SGE de O. moubata para
la deteccidn especifica de anticuerpos IgG anti-O. moubata se realiz6 mediante la técnica de
ELISA utilizando un protocolo estandar.

Brevemente, las placas de poliestireno (Corning) fueron tapizadas con 1 ug de SGE 6
100 ng de rtOmTSGP1 por pocillo, en tampdn carbonato pH 9,6, lavadas con Tween20 al
0,05 % en PBS (TPBS) y pos-tapizadas con BSA al 1% en PBS. Tras lavarlas de nuevo, se
incubaron, sucesivamente, con los sueros diluidos 1/300 en TPBS y con un anticuerpo anti-IgG
porcina-peroxidasa (Sigma) diluido 1/6.000 en TPBS. La reaccion se reveld con orto-fenilen-
diamina (OPD, Sigma) y se detuvo con &cido sulfurico 3 N. La densidad éptica (DO) a 492 nm se
leyé en el espectrofotdmetro Multiskan GO (Thermo Scientific).

1.4.3. Analisis estadistico.

Para analizar los resultados de los sueros y poder comparar los resultados de las
distintas placas, cada valor de DO se transformod en indice seroldgico (IS) aplicando la siguiente
formula: 1S = (CN — S) x 100 / (CN —CP) donde CN y CP son, respectivamente, las DOs de los
sueros controles negativos y positivos y S la DO de los sueros analizados.

Los sueros se clasificaron en grupos, de acuerdo con su origen y especificidad. En cada
grupo se calculd la media de los indices seroldgicos obtenidos con el antigeno recombinante
(rtOmTSGP1) y con el SGE y se compararon como pares relacionados mediante el test de la t
de Student. Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.
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Para establecer el umbral de positividad de cada antigeno (rtOmTSGP1 y SGE) se
construyeron las correspondientes curvas ROC (Receiver-Operator Characteristic) utilizando
los valores de IS. El umbral de positividad/negatividad se definid como el valor de IS que
presentaba la mayor eficacia diagndstica, calculada como la suma de la sensibilidad y la
especificidad dividida entre dos. El drea bajo la curva se utilizd para comparar la eficacia
diagndstica de ambos antigenos.

Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software SPSS v17.
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OBJETIVO 2.
ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA SALIVA DE O. MOUBATA.

El analisis protedmico de la saliva se llevé a cabo mediante dos tipos de abordajes.

El primero fue de tipo “off-gel” y consistid en la digestion con tripsina de las proteinas
salivales en solucién, separacion de los péptidos tripticos por cromatografia liquida y andlisis
de éstos por espectrometria de masas en tandem (LC-MS/MS). Este abordaje se aplicé a las
muestras de saliva nativa y ecualizada (de machos y hembras) y se llevé a cabo en el Servicio
de Protedmica del Centro de Investigacidn Principe Felipe de Valencia.

IM

El segundo fue un abordaje cldsico “in-gel” y consistid en la separacién de las muestras
por SDS-PAGE monodimensional, cortado del gel en bandas, digestién con tripsina en gel y
analisis de los péptidos tripticos por LC-MS/MS. Este segundo tipo de anélisis se aplico sélo a
muestras de saliva nativa (sin ecualizar) y se efectudé en la Seccion de Protedmica de la

Universidad de Valencia.

2.1. Analisis proteémico “off-gel”.

2.1.1. Digestidn con tripsina.

Las muestras de saliva (10 pg/muestra) se precipitaron con acido tricloroacético (TCA)
al 10%, a 4 °C durante toda la noche. Los sedimentos se lavaron con acetona a -20°C y se
redisolvieron en 20 pL de NH4HCO; 50 mM con 50 % de trifluoroetanol (TFE). A continuacion,
se redujeron con ditiotreitol (DTT) 10 mM durante 30 minutos a 60 °C, se alquilaron con
iodoacetamida 55 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se
digirieron durante toda la noche a 37 °C con 2,5 ng/uL de tripsina (Promega) en un volumen
total de 200 pL de NH4HCO3 50 mM y TFE 5 %. Las reacciones se detuvieron afadiendo acido
trifluoroacético (TFA) al 10 % hasta alcanzar una concentracién del 0,1 %, se filtraron a través
de 0,22 um y se secaron al vacio.

2.1.2. LC-MS/MS.
Se llevd a cabo siguiendo un protocolo similar al descrito por de la Torre Escudero et
al. (2011), que describimos a continuacién.

Los péptidos resultantes de las digestiones anteriores se resuspendieron en 6 pL de
acetonitrilo al 5% y TFA al 0,1 %. 5 uL de estas muestras se cargaron en una precolumna
PepMap C18, 300 um x 5 mm (LC Packings) y se desalaron con un flujo isocratico de TFA al
0,1 % durante 3 minutos (30 puL/min). Posteriormente, se cargaron en una columna analitica
PepMap €18 3 um 100 A 75 um x 15 cm (LC Packings) equilibrada con acetonitrilo al 5% y
acido féormico al 0,1 % y se eluyeron con un gradiente 5-40 % de solvente B (acetonitrilo al
95 % con acido férmico al 0,1 %) a 300 puL/minuto durante 120 minutos. Los péptidos eluidos
se analizaron en un espectrometro de masas nanoESI-Q-TOF (QSTAR-XL, AB Sciex) realizandose
experimentos de IDA (Information Dependent Adquisition) a lo largo de todo el cromatograma.
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Para ello se seleccionaron automdticamente los 50 precursores mas intensos por ciclo de MSy
se fragmentaron.

2.1.3. Busqueda en bases de datos e identificacion de proteinas.

La busqueda en las bases de datos y la identificacion de las proteinas se llevé a cabo de
forma similar a lo descrito en trabajos previos (de la Torre Escudero et al., 2011), en los cuales
se usoé el motor Mascot v.2.2 (Matrix Science) para interrogar bases de datos de ESTs
(Expressed Sequence Tags) y el Protein Pilot v.2.0 (Applied Biosystems) para interrogar bases
de datos de proteinas en formato FASTA.

Para las busquedas por Mascot, la informacion combinada de MS y MS/MS se procesé
conjuntamente a través del software Mascot Daemon v2.2.2 (Matrix Science) y se utilizd para
interrogar la base de datos EST_acari del NCBI con los siguientes parametros: especificidad por
tripsina, se permitido un maximo de dos errores de digestidn, 80 ppm de tolerancia en la masa
de los péptidos (en modo MS) y 0,5 Da en los iones MS/MS; la carbamidometilaciéon de
cisteinas se establecié como modificacidn fija y la oxidacidon de metionina y la desaminaciéon de
asparagina y glutamina como modificaciones variables. El umbral de significacién se establecio
en 0,05 (equivalente a un “score” > 50) para mantener la tasa de falsos positivos por debajo
del 5%. Una proteina se considerd correctamente identificada cuando al menos dos de sus
péptidos presentaron un “score” superior al umbral de identidad suministrado por el servidor
Mascot (al menos dos péptidos marcados en rojo y negrita).

La abundancia relativa de cada proteina identificada en la muestra se estimé utilizando
su valor de emPAIl o “indice de abundancia proteica modificado exponencialmente” que es
directamente proporcional al contenido de esa proteina en la muestra (Ishihama et al., 2005).
Para ello se calculé el porcentaje de emPAI de cada proteina (% emPAl) dividiendo el valor de
emPAl de dicha proteina entre la suma de todos los valores de emPAl de las proteinas de esa
muestra y multiplicandolo por 100.

En paralelo se realizaron busquedas con el algoritmo Paragon de Protein Pilot en la
base de datos de proteinas NCBInr_metazoa, con los siguientes parametros: especificidad por
péptidos tripticos, alquilacién de cisteinas y taxonomia restringida a metazoos. Para evitar
utilizar la misma evidencia espectral con mas de una proteina, las proteinas identificadas
fueron agrupadas con el algoritmo Protein-Pilot Progroup basandose en su espectro MS/MS.
De este modo las proteinas que compartian espectros MS/MS fueron incluidas en el mismo
grupo con independencia de la secuencia peptidica asignada. La proteina de cada grupo capaz
de explicar mas datos espectrales con confianza se designd como proteina principal del grupo
y sélo estas se incluyeron en los listados. Una proteina se considerd correctamente
identificada cuando presentd un valor de “Protein pilot unused score” superior a 1,3, que es
equivalente a un umbral de confianza mayor del 95 %. Con estas condiciones, la tasa de falsos
positivos fue menor del 1 %.
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2.2. Analisis proteémico clasico.

2.2.1. SDS-PAGE.

Las muestras de saliva nativa (sin ecualizar) de machos y hembras se separaron en
geles en gradiente 5-20 % y se tifieron con el colorante fluorescente Sypro Ruby (Sigma)
siguiendo el protocolo del fabricante. Los geles se digitalizaron en el ChemiDoc MP Imaging
System (Bio-Rad) y las correspondientes imagenes se analizaron con la aplicacién Image Lab
software (Bio-Rad), incluyendo la medida de la abundancia relativa de las distintas bandas
detectadas. Todas las bandas (13 en la muestra de hembras y 16 en la de machos) fueron
cortadas del gel y enviadas para su andlisis a la Seccion de Protedmica de la Universidad de
Valencia.

2.2.2. Digestidn con tripsina y LC-MS/MS.

Los fragmentos de gel se destifieron con acetonitrilo al 50 %, se deshidrataron con
acetonitrilo 100 %, se secaron y se rehidrataron con NH,HCO3; 100 mM. A continuacidn, se
redujeron con DTT 10 mM durante 30 minutos a 60 °C, se alquilaron con iodoacetamida
55 mM durante 30 minutos a temperatura ambiente en oscuridad y se digirieron con 20 ng/uL
de tripsina (Promega) en NH,HCO; 25 mM toda la noche a 37 °C. Las reacciones se detuvieron
anadiendo TFA al 10 % hasta alcanzar una concentracion del 0,1 %. Los sobrenadantes se
filtraron a través de 0,22 um, se secaron mediante centrifugacion al vacio y se resuspendieron
en 6 plL de acetonitriloal 5% y TFA al 0,1 %.

A continuacién, 5 puL de estas muestras se cargaron en una precolumna NanolLC
Column, 3 um C18-CL, 75 um x 15 cm (Eksigen) y se desalaron con TFA 0,1 % (2 puL/min)
durante 10 minutos. Seguidamente, los péptidos se cargaron en una columna analitica NanoLC
Column, 3 um C18-CL, 75 um x 25 cm (Eksigen) y se eluyeron con un gradiente lineal 5-40 % de
solvente B (acetonitrilo al 95 % con acido férmico al 0,1%) a 300 plL/minuto durante
30 minutos. Los péptidos eluidos se analizaron en un espectrémetro de masas nanoESI-Q-TOF
(5600 TripleTOF, AB Sciex) realizandose experimentos IDA a lo largo de todo el cromatograma,
para lo cual se seleccionaron automaticamente los 50 precursores mas intensos por ciclo de
MS y se fragmentaron.

2.2.3. Busqueda en bases de datos e identificacion de proteinas.

La informacién combinada de los espectros MS y MS/MS se procesd conjuntamente a
través del software Mascot v.2.3.02 (Matrix Science) y se utilizd para interrogar las bases de
datos NCBInr_metazoa y EST_acari con los siguientes parametros: especificidad por tripsina, se
permitié un error de digestidn, 50 ppm de tolerancia en la masa de los péptidos (en modo MS)
y 0,6 Da en los iones MS/MS; la carbamidometilacion de cisteinas se establecié como
modificacién fija y la oxidacion de metionina y la desaminacidon de asparagina y glutamina
como modificaciones variables. El umbral de significacién se establecié en 0,05 y las proteinas
se consideraron correctamente identificadas cuando al menos dos de sus péptidos
presentaron un “score” superior al umbral de identidad suministrado por el servidor Mascot
(al menos dos péptidos marcados en rojo y negrita).
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2.3. Andlisis bioinformatico de las secuencias, anotacion funcional y clasificacion de las
proteinas identificadas.

Las proteinas identificadas se sometieron a un analisis in silico para anotar su posible
funcidn y localizacién celular y facilitar su clasificacion.

En primer lugar las secuencias peptidicas fueron comparadas por BLAST en las
siguientes bases de datos: NCBInr (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/), GO

(http://amigo.geneontology.org) y UniProt (http://www.uniprot.org) incluyendo la bldsqueda

de dominios conservados en las bases Pfam, SMART, Kog y conserved domains (CDD)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/cdd.shtml).

A continuacién se determind la presencia de péptido senal usando SignalP 3.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP) (Bendtsen et al., 2004b); la presencia de hélices
transmembrana con la aplicacion TMHMM v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-
2.0); la presencia de sitios de anclaje GPl con la aplicacién big-Pl Predictor

(http://mendel.imp.ac.at/sat/gpi/gpiserver.html) (Eisenhaber et al., 2000) y la existencia de

vias de secrecion proteica distintas de las cldsicas con la herramienta SecretomeP 2.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) (Bendtsen et al., 2004a).

La funcién de las proteinas se anotd de acuerdo con los resultados de las
comparaciones anteriores y teniendo en cuenta lo descrito en la bibliografia para los sialomas
de otras especies de garrapatas (articulos y revisiones citados en el capitulo de Revision
Bibliografica).

Siguiendo el modelo propuesto en la descripcion de dichos sialomas, las proteinas
fueron clasificadas en dos grandes categorias, secretadas e intracelulares/housekeeping, v,
dentro de estas categorias, en diferentes grupos de acuerdo con su funcién y/o pertenencia a
familias proteicas.

Las proteinas para las cuales no se pudo predecir su funcién se anotaron como
“funcion desconocida”.

Por ultimo, se identificaron algunas proteinas del hospedador que se clasificaron en un
grupo aparte.

2.4. Confirmacidn de resultados del analisis proteémico mediante western blot.

El analisis protedmico indicaba la presencia en la saliva de 0. moubata de isoformas
secretadas de determinadas proteinas intracelulares. Este resultado se confirmdé mediante
western blot para dos de esas proteinas, la actina y la enolasa. Para ello se enfrentaron
muestras de saliva nativa de machos y hembras con sueros hiperinmunes frente a estas dos
proteinas, obtenidos en conejos a lo largo del desarrollo de esta tesis (ver mas adelante los
apartados 3.5.y 5.2).
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Para este western blot, muestras de 15 ug de saliva de hembras y machos y de 1 ug de
proteina recombinante se resolvieron por SDS-PAGE en geles en gradiente del 5-20 %.

Tras la transferencia a nitrocelulosa, las membranas se bloquearon con BSAal 1 %y se
incubaron con los sueros hiperinmunes frente a la actina y la enolasa (1/100), y con una
mezcla de los sueros porcinos anti-O. moubata (1/100) obtenidos mediante infestacién natural
en trabajos previos (Baranda et al., 2000). Posteriormente se incubaron con el correspondiente
anticuerpo secundario, anti-IgG de conejo-peroxidasa o anti-lgG porcina-peroxidasa (ambos de
Sigma vy diluidos 1/2.000) y se revelaron con 4-Cl-1-naftol. Como controles negativos se
incluyeron en este experimento unas membranas similares a las anteriores incubadas con los
correspondientes sueros pre-inmunes de conejo o cerdo.
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OBJETIVO 3.
CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR Y FUNCIONAL DE LA ENOLASA SALIVAL
DE O. MOUBATA.

3.1. Obtencidn de la secuencia codificante completa de cDNA de enolasa.

La secuencia de cDNA de la enolasa se amplificd por RT-PCR a partir de RNA total de
glandulas salivales. La transcripcidon reversa se llevé a cabo usando la “Transcriptor Reverse
Transcriptase” y el cebador “oligo d(T)-anchor” del kit 5’/3’ RACE Kit 2" Generation (Roche)
segun el protocolo del fabricante.

Para la amplificacién por PCR se utilizaron un cebador degenerado (dOmEno5),
disefiado a partir de las secuencias de enolasa de I. scapularis (GeneBank: XM_002408335.1),
Aleuroglyphus ovatus (GeneBank: EU106613.1) y Glycyphagus domesticus (GeneBank:
AY288683.1), y el cebador “anchor” suministrado en el kit (Tabla I).

La mezcla de reaccion fue similar a la utilizada para la TSGP1 (Tabla Il) vy las
condiciones fueron las siguientes: 5 ciclos (94 °C 15, 43°C 30, 72 °C 40 s) + 30 ciclos (94 °C
155,53°C30s,72°C40s)+7 min 72 °C.

El producto de esta PCR se separd en gel de agarosa y la banda correspondiente, de
unos 1300 pares de bases (pb), fue extraida del gel, purificada y clonada en el vector pSC-A. El
inserto fue secuenciado en ambos sentidos con los cebadores T3 y T7 y con un par de
cebadores internos disefiados ad hoc para verificar y completar la secuencia de la zona central
(OmEnoSeq5 y OmEnoSeq3, Tabla VII).

Tabla VII. Oligonucleétidos empleados en la amplificacién y clonaje del cDNA de enolasa.

Nombre Secuencia

dOmEno5 5’- ATGCCRATCMMSMARRTWYWTGC
OmEnoSeq5 5’-CTGGCAACCACAAGATTCTCC
OmEnoSeq3 5’-GCCGTAGCGTTGAATTTGGTC
BamH10mEno5 5’- GGATCCATGCCTATCACGAAGATTAATGC
BamH10mEno3 5’- GGATCCTTAAGCGGGGTGTCTGAAATTC

3.2. Analisis bioinformatico de la secuencia de aminoacidos de la enolasa.

La secuencia peptidica obtenida tras la traduccion in silico se utilizé para la busqueda
de ortélogos en la base de datos NCBInr mediante un analisis BLAST. Las secuencias
recuperadas presentaban todas ellas valores de E iguales a cero e incluian ortélogos de
especies muy separadas en la escala evolutiva, desde ixédidos hasta Homo sapiens. De todas
ellas se seleccionaron las pertenecientes a artropodos hematdéfagos y se alinearon, junto con la
enolasa humana utilizando el programa ClustalW 2.1. Basdndonos en este alineamiento, se
llevé a cabo un analisis filogenético con el paquete Mega v5.05 (Tamura et al., 2011), en el que
la secuencia de la enolasa humana se usé como grupo externo.
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Como en el caso de la TSGP1, la secuencia de aminodcidos de la enolasa fue analizada
con varias herramientas bioinformaticas para determinar su punto isoeléctrico y peso
molecular, la presencia de motivos conservados, la existencia de sefales de secrecién cldsicas
o alternativas y la presencia de hélices transmembrana y/o de sitios de anclaje a la membrana
tipo GPI.

3.3. Expresion y purificacion de la proteina recombinante (rOmEno).
El protocolo utilizado fue similar al seguido en la expresién y purificacidon de la proteina
recombinante rtOmTSGP1.

Para ello se disefiaron nuevos cebadores (BamH10mEno5 y BamH10OmEno3) que
incluian en sus extremos el sitio de corte para la enzima de restriccién BamHlI, con el fin de
facilitar su clonaje en el vector de expresidn pQE-30. La PCR se llevd a cabo en las siguientes
condiciones: 35 ciclos (94 °C155s,60°C30s,72°C40s) + 7 min 72 °C.

El producto de la amplificacién se purifico a partir de un gel de agarosa y se cloné en el
vector pQE-30. Después de comprobar mediante secuenciacién con el cebador pQSEC la
correcta orientacién del inserto, se transformaron células E. coli M15 y se procedié a la
expresion y purificacidon de la proteina recombinante.

Como se indica en el capitulo de resultados, esta proteina se expresé en su totalidad
de forma insoluble, por lo que antes de purificarla fue necesario solubilizarla con urea 8 M y
realizar su purificacién en condiciones desnaturalizantes siguiendo idéntico protocolo al
descrito para la rtOmTSGP1.

3.4. Analisis funcional de la enolasa.

Para comprobar la posible actividad de la enolasa como ligando activador de
plasmindgeno y/o como ligando antagonista de P-selectina, se llevaron a cabo varios analisis
con la proteina recombinante (rOmEno) y con la enolasa nativa contenida en la saliva de O.
moubata.

Adicionalmente, se llevé a cabo el silenciamiento del gen de la enolasa mediante RNAI
para evaluar el efecto fenotipico de dicho silenciamiento en la alimentacién, reproduccién y
supervivencia de O. moubata.

3.4.1. Ensayos de union a plasminégeno.
La unién de la enolasa al plasminégeno se evalué mediante ELISA siguiendo un
protocolo similar al descrito por de la Torre-Escudero et al. (2010).
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Se efectud en placas de 96 pocillos que fueron tapizadas con las siguientes proteinas,
diluidas en 100 pL/pocillo de tampdn carbonato pH 9,6, durante toda la noche a 4 °C:

- 2 pgde saliva 0. moubata (enolasa nativa)
- 1pgderOmEno

- 1pgderOmEno tratada con DTT 2 %

- 1 pg a-caseina bovina (Sigma)

- 1 pgde BSA (Sigma)

- 1 pgde gelatina (Sigma)

- 1 pgy-globulina bovina (GGB, Sigma)

La a-caseina se incluyd como control positivo de unién a plasminégeno (Markus et al.,
1993; Heegaard et al., 1994, 1997), mientras que la BSA, la gelatina y la GGB se utilizaron como
controles negativos.

Tras el tapizado, las placas se lavaron tres veces con 200 uL/pocillo de TPBS y se
bloquearon con 200 pL/pocillo de BSA al 3 % en PBS. A continuacidn, se realizaron otros tres
lavados y se incubd con cantidades crecientes (desde 0 a 3 pg/pocillo) de plasmindgeno
humano (Acris Antibodies) diluido en 100 pL/pocillo de PBS. Después de tres nuevos lavados,
las muestras se incubaron de forma sucesiva con 100 pL/pocillo de anti-plasmindgeno humano
producido en oveja (Acris Antibodies), diluido 1/2.000 en TPBS, y de anti-IlgG de oveja-
peroxidasa (Sigma), diluido 1/4.000 en TPBS. Todas las incubaciones se realizaron durante
1hora a 37 °C y los lavados entre incubaciones se realizaron a temperatura ambiente. La
reaccion se revelé con OPD y se pard con dacido sulfurico 3 N. La absorbancia se midid a
492 nm. Todas las reacciones se analizaron por cuadruplicado.

Para determinar el papel desempefiado por los residuos de lisina de la enolasa en la
interaccion con el plasmindgeno, se llevaron a cabo ensayos idénticos a los anteriores en los
que se incluyd el acido e-aminocaproico (¢ACA) (Sigma) durante la incubacion con
plasmindgeno. El eACA es un analogo de lisina que inhibe competitivamente la unién del
plasmindgeno a su receptor y fue usado a una concentracién fija de 40 mM de acuerdo con el
protocolo descrito por de la Torre-Escudero et al. (2010) y Nogueira et al. (2012).

3.4.2. Ensayos de activacidn de plasmindégeno.

Para comprobar si la enolasa de O. moubata, ademas de unir plasmindgeno, es capaz
de activarlo y generar plasmina, se efectuaron ensayos en los que se mididé la actividad
amidolitica de la plasmina naciente sobre un sustrato cromogénico especifico, en concreto el
§2251 (D-valil-leucil-lisina-p-nitroanilina diclorhidrato) (Sigma).

Se realizaron dos tipos de ensayos: el primero en fase liquida, siguiendo el protocolo
descrito por de la Torre-Escudero et al. (2010), y el segundo con la enolasa inmovilizada sobre
una fase sdlida, siguiendo el protocolo de Floden et al. (2011).
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Ensayo en fase liquida.
Se realizo en placas de 96 pocillos. En cada pocillo se deposité una mezcla de reaccién
que contenia:

- 1pgderOmEno 6 2 ug de saliva 6 1 ug de BSA (control negativo)

- 2 ugde plasminégeno

- 0,15 mM de sustrato cromogénico 52251

- 15 ng del activador tisular del plasmindgeno humano (tPA, Acris Antibodies)
- PBS hasta un volumen total de 100 pL

El tPA se afadid en ultimo lugar para iniciar la reaccién de activacién del
plasmindgeno. Las placas se incubaron a 37 °C y la generacién de plasmina se monitorizé
cuantificando la hidrdlisis del sustrato mediante la medida de la absorbancia a 405 nm, cada
30 minutos, durante 4 horas desde el momento en que se inicié la reaccidn. Simultdneamente
se llevaron a cabo varios ensayos control en los que se omitid alternativamente cada uno se
los componentes de la mezcla de reacciéon. Todas las reacciones se analizaron por
cuadruplicado.

Ensayo en fase sdlida.
También se llevé a cabo en placas de 96 pocillos. Las placas se tapizaron con las
siguientes proteinas, diluidas en 100 pL de PBS, durante toda la noche a 4°C:

- 1pugderOmEno
- 2 ugdesaliva
- 1 pgde BSA (control negativo)

Tras el tapizado, las placas se lavaron una vez con TPBS y se postapizaron con BSA al
2 % en PBS durante 2 horas a temperatura ambiente, lavdndolas de nuevo, tres veces, con
TPBS. Posteriormente, se incubaron con 2 pg/pocillo de plasminégeno en 100 uL de PBS
durante 2 horas a 37 °C. Tras nuevos lavados con TPBS, se afiadieron 15 ng/pocillo de tPA
humano y, a continuacién, el sustrato cromogénico S2251 hasta una concentracién final de
0,15 mM, todo ello en 100 uL de PBS. Las placas se incubaron a 37 °Cy transcurridas 2 horas se
midid la absorbancia a 405 nm. Simultaneamente se llevaron a cabo ensayos control en los que
se omitié alternativamente el plasmindgeno, el tPA o el sustrato. Todas las reacciones se
analizaron por cuadruplicado.

3.4.3. Ensayos de unién a P-selectina.
Para determinar si la enolasa de O. moubata es capaz de unirse a P-selectina, se
realizaron dos tipos de ensayos: un ELISA y una inmunoprecipitacion (IP).
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ELISA.
El ensayo de ELISA fue similar al utilizado por Garcia-Varas et al. (2010).

Las placas de 96 pocillos se tapizaron con 10 pg de SGE (control positivo), 10 ug de
saliva, 1 ug de rOmEno 6 1 ug de BSA (control negativo), en 100 uL de tampdn carbonato,
durante toda la noche a 4 °C. Posteriormente se lavaron una vez con TPBS, se postapizaron con
BSA al 2% en PBS, durante 1 hora a 37 °C, y se volvieron a lavar tres veces con TPBS. A
continuacién se incubaron con 250 ng/pocillo de una quimera recombinante, la P-selectina/IgG
humana (R&D Systems), en 100 pL de PBS con CaCl, 2 mM, durante 2 horas a 37 °C. Tras
lavarlas de nuevo con TPBS se incubaron con 100 plL/pocillo de anti-IlgG humana-peroxidasa
(Sigma) diluida 1/2.000 en TPBS durante 1 hora a 37 °C. La reaccién se desarroll6 utilizando
OPD como sustrato, se detuvo con acido sulfurico 3 N y se leyd la absorbancia a 492 nm.

Para cada uno de los antigenos tapizantes se incluyeron dos reacciones control
negativo, en las que se omitid la quimera P-Selectina/IgG humana o el anticuerpo anti-IgG
humana-peroxidasa. Todas las reacciones se llevaron a cabo por cuadruplicado.

Inmunoprecipitacion (IP).

En este segundo ensayo se realizd primero una inmunoprecipitacién del ligando de P-
selectina (la molécula Om44) a partir de la saliva de O. moubata, seguido de un analisis
mediante western blot del sedimento de la IP, en el que se utilizd el suero hiperinmune anti-
rOmEno (apartado 3.5.) para determinar si la Om44 era reconocida como enolasa.

Para la IP se utilizé el siguiente protocolo, adaptado de Garcia-Varas et al. (2010): se
sensibilizaron 100 pg de resina “Protein G Sepharose 4B” (Sigma) con 10 pg de la quimera P-
selectina/IgG humana, durante 2 horas a temperatura ambiente y con agitacidon suave. A
continuacién, la resina sensibilizada se sedimentd por centrifugacién, se lavé 4 veces con PBS y
se incubd con 1 mg de saliva, en un volumen final de 500 uL de PBS con CaCl, 100 uM, durante
2 horas, a temperatura ambiente y agitacién suave. Tras una nueva centrifugacién, se retird el
sobrenadante y el sedimento se lavd 5 veces con PBS + CaCl, 100 uM vy se resuspendid en
100 pL de PBS. Para descartar la union directa de alguno de los componentes salivales a la
proteina G se realizd un ensayo similar, pero con la resina proteina G-sepharosa 4B sin
sensibilizar con la quimera. La captura del ligando se verific6 tomando muestras de los
sobrenadantes y sedimentos de todo el proceso y analizdndolos mediante SDS-PAGE y tincion
con plata.

El western blot se llevd a cabo siguiendo un protocolo estandar. Para ello, se hicieron
geles SDS-PAGE similares a los anteriores y se transfirieron a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas se postapizaron con BSA y se incubaron, sucesivamente, con suero hiperinmune
de conejo anti-rOmEno diluido 1/100, con el anticuerpo anti-IgG de conejo conjugado con
peroxidasa (Sigma) diluido 1/1.000 y con 4-Cl-1-naftol. Como control negativo se realizd un
western blot similar utilizando suero de conejo preinmune.
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3.4.4. Silenciamiento del gen de enolasa por RNA interferente y andlisis fenotipico.

El silenciamiento génico se indujo mediante la administracién a los ejemplares de
garrapata de un fragmento de RNA de doble cadena (dsRNA) especifico del gen de la enolasa.
El grado de silenciamiento se calculéd midiendo el nivel relativo de mRNA de enolasa mediante
PCR cuantitativa en tiempo real (qQRT-PCR) y el efecto fenotipico se evalud tras alimentar a los
ejemplares silenciados en conejos.

Sintesis de RNA de doble cadena (dsRNA).

Para la sintesis de dsRNA se disefiaron los cebadores T7Eno55 y T7Eno33, que
amplificaban un fragmento de 244 nucleétidos de cDNA del gen de la enolasa de O. moubata.
También se disefiaron los cebadores T7Lucif55 y T7Lucif33, que amplificaban un fragmento de
235 nucledtidos de cDNA del gen de la luciferasa bacteriana, cuyo dsRNA fue utilizado como
control negativo (Boldbaatar et al., 2010). Todos estos cebadores contenian la secuencia del
promotor T7, para facilitar la posterior sintesis de dsRNA (Tabla VIII).

Tabla VIII. Oligonucleétidos empleados en la sintesis de dsRNA de enolasa y en la PCR
cuantitativa en tiempo real. La secuencia subrayada corresponde al promotor T7.

Nombre Secuencia

T7Eno55 5’- TAATACGACTCACTATAGGGAGCAGATTGGCAGCGTTACTGA
T7Eno33 5’- TAATACGACTCACTATAGGGAGTCTTCCCTGCAAAGACTGCT
T7Lucif55 5’- TAATACGACTCACTATAGGGAGATGGAAGACGCCAAAAACAT
T7Lucif33 5’- TAATACGACTCACTATAGGGAGTTACAATTTGGACTTTCCGC
Eno55 5’- CAGATTGGCAGCGTTACTGA

Eno33 5’- TCTTCCCTGCAAAGACTGCT

OmActin55 5’- GCTACGTGGCTCTGGACTTC

OmActin33 5’- GTGTTGGCGTACAGGTCCTT

La amplificacién del fragmento de enolasa se llevd a cabo a partir del cDNA clonado en
pSC-A (pSC-A-OmEno) y la del fragmento de luciferasa a partir de un plasmido comercial
(pGEM-Luc Vector, Promega). Las condiciones para la PCR fueron: 5 ciclos de 94 °C 40s, 57 °C
40 sy 72 °C 1 min, seguidos de 30 ciclos de 94 °C40s,63 °C40sy 72 °C 1 min.

Los productos de la PCR se purificaron a partir de geles de agarosa al 1 % usando el
QlAquick gel extraction kit (Qiagen), se precipitaron con acetato de sodio y tras su
resuspension se utilizaron como molde para la sintesis de los correspondientes dsRNAs, la cual
se efectud con el kit Megascript RNAi (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante.

Los dsRNAs se cuantificaron por espectrometria a 260 nm y su integridad se comprobd
en geles de agarosa al 1 %. Se preservaron a -80 °C hasta el momento de ser utilizados.

Inyeccion del dsRNA a las garrapatas y andlisis del grado de silenciamiento.

Para la administracién de los dsRNAs, las garrapatas se inmovilizaron adhiriéndolas por
su cara dorsal a una placa de vidrio, de forma similar a lo descrito previamente en el apartado
de la obtencidn de saliva. A cada ejemplar se le inyectd 1 L del correspondiente dsRNA diluido
en tampdn TRIS-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7 (10'°-10"" moléculas por pL), en el cuadrante
inferior derecho de la cara ventral, utilizando una jeringuilla Hamilton calibre 33.
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Cada dsRNA se administré a 30 hembras, 30 machos y 30 ninfas-5 de 0. moubata. En
paralelo, como controles negativos, unos lotes similares fueron tratados sdlo con el tampdn de
inyeccion (Tabla 1X). Después de la inyeccidn, las garrapatas se mantuvieron en la cdmara de
cultivo a 28 °C, 85 % de humedad relativa y ciclos de 14 horas de luz/10 horas de oscuridad.

Tabla IX. Protocolo para la inyeccion de dsRNA a los ejemplares de O. moubata.

Grupo de tratamiento dsRNA Dosis Ejemplares
Enolasa ds-Enolasa 10'°-10™ moléculas/uL 30 hembras
Luciferasa dsLuciferasa  10'°-10"" moléculas/uL 30 machos
Tampodn - 0 30 ninfas-5

Basandonos en observaciones previas que indicaban que el maximo nivel de
silenciamiento génico en O. moubata tenia lugar ente 5 y 9 dias post-inyeccion (Manzano-
Roman et al., 2012b), a los cinco dias después de la inyeccion se extrajo el contenido interno
de 5 ejemplares de cada grupo y fase evolutiva y se purificd el RNA total.

En estas muestras se cuantificd el nivel de mRNA de enolasa y se normalizé frente al
nivel de actina, que fue utilizado como gen de referencia. Con ese fin, se disefiaron cebadores
especificos para la enolasa (Eno55 y Eno33) y para la actina de O. moubata (OmActin55 y
OmActin33) (Tabla VIII) y se llevd a cabo una PCR en tiempo real utilizando el kit One Step
SYBR PrimeScript RT-PCR (Takara) y el termociclador 7900HT Fast Real-Time System (Applied
Biosystems). La mezcla de reaccidn fue la recomendada por el fabricante del kit, y las
condiciones, las siguientes: 42 °C 5 min, 95 °C 10 s seguidos de 40 ciclos de 95 °C durante 5 s,
58 °C durante 15sy 72 °C durante 10s.

El grado se silenciamiento del gen de la enolasa se calculé mediante el método del
“cycle threshold” (Ct) (Cikos et al., 2007) comparando los niveles de expresién génica en los
ejemplares tratados con dsRNA de enolasa y en los tratados con dsRNA de luciferasa.

Andlisis del efecto fenotipico.

El efecto fenotipico del silenciamiento de la enolasa en la alimentacién, reproduccion y
supervivencia de 0. moubata se evalud en los 25 ejemplares restantes de cada grupo y fase
evolutiva.

Con ese fin, éstos fueron alimentados en conejos a los 6 dias de la inyeccién del dsRNA
y en ellos se determiné la cantidad de sangre ingerida, el nimero de huevos viables
depositados por las hembras y las tasas de muda (en las ninfas-5) y de mortalidad (en todos los
ejemplares), calculdandose la media y la desviacion estandar de cada pardmetro para cada
grupo y fase evolutiva. Las diferencias entre los ejemplares tratados con dsRNA de enolasa y
los tratados con dsRNA de luciferasa se compararon utilizando el test de la t de Student; los
valores de p < 0,05 se consideraron significativos.
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3.5. Evaluacion de la capacidad protectora de la rOmEno en ensayos de vacunacion de
animales.

La capacidad de la rOmEno para inducir respuestas inmunitarias protectoras se evalué
en una prueba de inmunizacidon de conejos similar a las que se practicaron con otras proteinas
recombinantes producidas en este estudio, que se describirdn con detalle mas adelante. Por
este motivo, indicamos brevemente en qué consistid esta prueba.

La rOmEno se administrd por via subcutanea a 3 conejos, en tres dosis quincenales de
200 pg/dosis, emulsionada con los adyuvantes de Freund. En paralelo, otros 3 conejos fueron
tratados Unicamente con los adyuvantes.

Los conejos se sangraron antes de la administracién de la primera dosis y una semana
después de la udltima. Los sueros anti-rOmEno obtenidos en estas sangrias son los mismos del
apartado 2.4., cuyo titulo fue superior a 1/12.800.

A los 7 dias después de la tercera dosis, todos los conejos, vacunados y controles,
recibieron una infestacién con 15 hembras, 25 machos, 100 ninfas-4, 100 ninfas-3 y 100 ninfas-
2 de 0. moubata. El efecto de la respuesta inmunitaria inducida por la rOmEno sobre estos
ejemplares se determindé midiendo los siguientes parametros: cantidad de sangre ingerida,
numero de huevos viables depositados por las hembras, tasas de muda de las fases inmaduras
y tasas de mortalidad de todos los ejemplares. Se calculé la media y la desviacién estandar de
cada pardmetro para cada grupo y fase evolutiva y las diferencias entre ejemplares
alimentados sobre conejos vacunados y conejos control se compararon utilizando el test de la t
de Student. Los valores de p < 0,05 se consideraron significativos.
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OBJETIVO 4.
PRODUCCION Y ANALISIS DE MICROARRAYS DE PROTEINAS A PARTIR DE UNA
GENOTECA DE EXPRESION DE GLANDULAS SALIVALES DE O. MOUBATA.

Para alcanzar este objetivo, primero construimos una genoteca cDNA de expresion de
glandulas salivales de O. moubata en un vector compatible con sistemas acelulares de

expresion proteica in vitro.

A partir de esta genoteca se construyeron microarrays de proteinas utilizando la
tecnologia NAPPA (Nucleic Acid Programmable Protein Arrays), la cual permite la sintesis
simultanea in vitro de las proteinas codificadas por los distintos clones de la genoteca y su
fijacién a portaobjetos de vidrio convenientemente sensibilizados, permitiendo posteriores
analisis en un formato Unico para multiples clones al mismo tiempo (High throughput format).

Por ultimo, ensayamos estos microarrays con dos sondas distintas a fin de identificar
los clones de interés para el presente trabajo. Estas sondas fueron un suero hiperinmune
frente a la proteina Om44 (anti-Om44) y la quimera P-selectina/lgG humana.

4.1. Construccion de la genoteca de expresion.

Para la construccidon de la genoteca utilizamos la tecnologia Gateway, basada en la
recombinacién entre segmentos homodlogos, utilizando el kit CloneMiner 1l ¢cDNA Library
Construction (Invitrogen) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Este kit utiliza mRNA poliA+ como material de partida. En un primer paso, el mRNA se
retro-transcribe a cDNA de doble cadena, al cual se afiaden unos fragmentos de secuencia en
sus extremos que permiten la recombinacién homdloga (secuencias attB) (Cuadro 4).

Experimental The following diagram summarizes the cDNA synthesis process of the
Summary CloneMiner™ Il cDNA Library Construction Kit.
mRNA — M Biotin-stB2-Oligo{dT) Primer hybridizes

(Tho-stB2-gotn  to the mRANA poty(A) tail.

R SuperScript™ Il Reverse Transcidptase
syntheglzes the first strand of cONA

First Strand Synthesls
el (MhysiB2Bh  yging the mRNA as a template.

E. col DNA Polymerase | syntheslzes

Second Strand Synthasls - the second strand of cDNA using the

atB2-Blotin first cDNA strand as a templats.

r
aif31 Adapter is ligated to the 8™ and

iyl — TN T S T
cDNA Stz Fractionation of the aifB1 Adapter to the 3" and of
i atBZ-Hlotin the cDNA. cDNA is sizs fractionated

to ellminata resldual adapters.

r

Gateway® BP recombination reaction

Cuadro 4. Procedimiento para la sintesis de cDNA con secuencias attB en sus extremos
(Manual de instrucciones del CloneMinerll cDNA Library Construction kit; Invitrogen).
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Este cDNA es insertado en un vector de entrada, en nuestro caso el pPDONR_222, que
contiene secuencias de recombinacion attP, mediante una reaccion de recombinacion
(reaccion BP) catalizada por la enzima BP Clonase Il (Invitrogen). La genoteca resultante, o
genoteca de entrada, que estd dotada con secuencias de recombinacién attl, puede
transferirse mediante una segunda reaccidn de recombinacion (reaccion LR), catalizada por la
enzima LR Clonase Il (Invitrogen), a cualquier vector de destino dotado con secuencias de
recombinacion attR, obteniendo asi la genoteca de expresion (Cuadro 5).

Reaccion BP:
ait Bi alt B2 ait Pl alt P2 atilL1 alil2 althi1 altR2
DNA oB a8
i [E + : 5 Clonasa™ + (== ]I ]
alB-flanked cDNA pDONR™222 R entry clone by-product
or entry library
Reaccioén LR:
atf L1 attL2 attB1 a2 atP1 attP2
.
LR Clonase
entry clone destination —_— expression clone by-product

ar entry library vector ar expression library

Cuadro 5. Procedimiento para el clonaje de cDNA en el vector de entrada y posterior
transferencia mediante recombinacidn a un vector de destino (Manual de instrucciones
del CloneMinerll cDNA Library Construction kit; Invitrogen).

En nuestro caso, el vector de destino fue el vector de expresion pANT7_cGST (DNASU
plasmid repository, http://dnasu.org/DNASU/) (Ramachandran et al., 2004), que permite la
expresion de proteinas de fusidn con glutatidn S-transferasa (GST).

R Ty NAP150
< F s attR1
i

P
- CmR
pANT7_cGST

AmpR 5964 bp

Comments for pDONR™222
4718 nucleotides

Cuadro 6. Mapas de los vectores de entrada (pbDONR_222) y de expresion (pANT7_cGST)
utilizados en la construccién de la genoteca de O. moubata.
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4.1.1. Construccion de la genoteca de entrada, titulacién y andlisis de calidad.

Para la sintesis de la genoteca de entrada se utilizaron 2 uyg de mRNA poliA+ y se
siguieron los protocolos del fabricante del kit
(http://tools.lifetechnologies.com/content/sfs/manuals/cloneminer _ii_man.pdf).

El titulo de la genoteca se determind preparando diluciones seriadas de la misma
(1/100, 1/1.000 y 1/10.000) en medio SOC, que fueron posteriormente sembradas en placas
de agar-LB con 50 pug/mL de kanamicina (100 pL/placa, 2 placas por dilucién) e incubadas toda
la noche a 37 °C. El titulo resultante fue de 5 x 10° unidades formadoras de colonia (CFUs)

A continuacién, se evalud la calidad de la genoteca analizando la presencia y el tamano
del inserto en 24 clones seleccionados al azar. Para ello, se purificd su DNA plasmidico y se
sometid a digestion con la enzima BsrGl (New England Biolabs). Como se indica en el capitulo
de resultados, 22 de los 24 clones contenian inserto (92 % de recombinantes) y el tamafio de
estos insertos oscilé entre 250 y 1.500 pb.

Los resultados anteriores indicaban que tanto el titulo como la calidad de esta
genoteca estaban dentro del rango éptimo indicado por el fabricante, de modo que
procedimos a la sintesis de la genoteca de expresién.

Para la identificacion de los insertos, los 22 clones recombinantes fueron secuenciados
utilizando los cebadores M13 forward (5°-GTTTTCCCAGTCACGAC) y M13 reverse (5'-
CAGGAAACAGCTATGAC).

4.1.2. Construccion de la genoteca de expresion, titulacion y analisis de calidad.
En primer lugar amplificamos y purificamos el DNA plasmidico de la genoteca de
entrada utilizando el kit PureLink HiPure Plasmid Filter Midiprep (Invitrogen).

Una vez purificado, este DNA se utilizd en la reaccion LR de recombinacidn, la cual se
llevé a cabo de acuerdo con el manual de instrucciones del CloneMinerll cDNA Library
Construction kit, pero modificando las proporciones entre el vector donante y el de destino
para incrementar la eficiencia de la reaccién. En concreto, se mezclaron 150 ng de DNA de la
genoteca de entrada y 150 ng de vector pANT7_cGST (proporcién 1:1) con 2 uL clonasa LR y se
incubd 18 horas a 25 °C.

El titulo y la calidad de la genoteca de expresidn se evaluaron de igual modo que los de
la genoteca de entrada obteniendo un titulo de 2 x 10’ CFUs y un 83 % de recombinantes (20
clones de los 24 analizados), todos ellos con insertos de tamafio superior a 250 pares de bases
(ver resultados, Figura 26).

Estos 20 clones recombinantes también fueron secuenciados para la identificacién de
sus insertos. Para esto se utilizaron los cebadores 55NAP (5-CCCATTGTATGGGATCTGATC) y
33NAP (5’-CCGCAAGCTTGTCATCAACCACTT), que flanquean las secuencias de recombinacion
attR del vector pANT7_cGST.
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Dado que esta genoteca cumplia con los pardmetros de calidad indicados por el
fabricante del kit, la utilizamos para construir los correspondientes microarrays de proteinas.

4.2. Construccion de microarrays de proteinas mediante la tecnologia Nucleic Acid-
Programmable Protein Array (NAPPA) y evaluacion de su calidad y reproducibilidad.

Para la construccion de los microarrays NAPPA se siguieron los protocolos de
Ramachandran et al. (2008). Esta parte del trabajo se llevd a cabo en el Centro de Investigacion
del Cancer de Salamanca bajo la supervisién del Dr. Manuel Fuentes.

Este procedimiento se inicié con la purificacion del DNA plasmidico de los clones
recombinantes, el cual se mezcld con un anticuerpo policlonal anti-GST y las mezclas se
imprimieron sobre portaobjetos de vidrio funcionalizados con aminosilano, quedando asi el
DNA vy el anticuerpo fijados a la superficie del portaobjetos (microarray de DNA). Los
portaobjetos se incubaron con un lisado de reticulocitos de conejo para la expresion in situ de
las proteinas codificadas por los clones, de modo que las proteinas recombinantes, fusionadas
con GST, fueron capturadas y fijadas al porta por el anticuerpo anti-GST, quedando listas para
su andlisis posterior (microarray de proteinas) (Cuadro 7).

Polipéptido
480 clones: purificacion Impresion en nacierte
de DNA plasmidico Portaobjetos de vidrio mRNA -
y mezcla de reaccion . - Bkl \/\/\,.:-..—
% insitu \
ia l::::l:il B | |- recombinante
.l_'\ as C - — \ /
’ Nk aGST ¥ - GST
» Ie— ks
.y ) L Microarray Microarray
— Yo de DNA

de proteinas

Cuadro 7. Procedimiento esquematico para la construccion de microarrays NAPPA.

4.2.1. Purificacidén y cuantificacidn de los clones seleccionados.

Se seleccionaron al azar 480 colonias de la genoteca de expresidn. Estas se crecieron
en 4 rondas de 1,5 mL/ronda de cultivo en medio LB con 100 pg/mL de ampicilina, a 37 °C
durante toda la noche, en placas de pocillo profundo (5 placas de 96 pocillos).

Las células se sedimentaron en las placas mediante centrifugacién durante 20 minutos
a 2.500 g y el DNA plasmidico se purificé utilizando el kit 96-well Plasmid Miniprep (Whatman)
siguiendo las instrucciones del fabricante.

El DNA de cada clon se cuantificé en las placas mediante tincién con el colorante
fluorescente Hoeschst y lectura de la absorbancia en el lector de placas Tecan SpectraFluor
Plus (Xfluor 4) con los siguientes parametros: longitud de onda de excitacion 360 nm y de
emision 465 nm.
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4.2.2. Preparacion de las muestras de DNA.

El DNA purificado se precipitd con isopropanol y se resuspendidé en una mezcla de
reaccion que favorece la fijacion del DNA al porta y la captura posterior de las proteinas
nacientes.

Precipitacion del DNA con isopropanol:
1. Adicién de 0,8 volumenes de isopropanol a cada muestra de DNA y centrifugacion
durante 30 minutos a 4.000 g.
Lavado con etanol al 80 % centrifugacidon como en el paso anterior.
Secado al aire para eliminar restos de etanol.

Preparacion de la mezcla de reaccion: 3,6 mg/mL de BSA + 50 pug/mL de anticuerpo
policlonal de conejo anti-GST (GE Healthcare lifescience) + 2 mM Bis-(Sulfosuccinimidyl)
suberate (BS3) (Pierce).

El DNA de cada clon se resuspendié en 25 pL de esta mezcla de reaccion y se transfirio
a placas de 384 pocillos.

4.2.3. Funcionalizacidn de los portaobjetos de vidrio.

Los portaobjetos se funcionalizaron con aminosilano, segun el protocolo descrito por
Ramachandran et al. (2008). En primer lugar, los portas se trataron con una solucién de
aminosilano al 2 % en acetona durante cinco minutos a temperatura ambiente. A continuacion
se lavaron con acetona y agua destilada y por ultimo se secaron utilizando aire comprimido.

4.2.4. Impresion de los microarrays.
Para la impresion de los microarrays se utilizd el robot MicroGrid Il (Isogen),
configurado para usar 48 puntas que generan puntos de 150 um de diametro.

Las placas de 384 pocillos que contenian las muestras de DNA vy los correspondientes
controles negativos (esto es, agua, BSA, BSA+BS3, BS3, anticuerpo anti-GST, anti-GST+BS3 y
mezcla de reaccidn sin DNA) se cargaron en el robot junto con los portas funcionalizados. De
cada mezcla de reaccion se depositaron 10 nL por punto, que contenian, aproximadamente,
6 ng de DNA plasmidico. Cada clon se imprimié por cuadruplicado, y en cada portaobjetos se
imprimieron tres réplicas del microarray.

Estos microarrays de DNA se imprimieron en lotes de 25 portaobjetos por lote y se
preservaron a temperatura ambiente, protegidos de la luz.

4.2.5. Andlisis de la calidad de la impresion.

Antes de proceder a la expresion de las proteinas, se llevaron a cabo controles de
calidad y reproducibilidad de la impresién del DNA mediante su tincién especifica utilizando
tres portaobjetos de cada lote.

Estos portaobjetos se postapizaron con Superblock PBS (Pierce), durante 1hora a
temperatura ambiente en agitacién, y a continuacién se incubaron con 150 plL/porta del
colorante fluorescente PicoGreen (Invitrogen) diluido 1/600 en Superblock PBS. Después de
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lavar con PBS y agua destilada se secaron con aire comprimido. Finalmente, los portaobjetos
se escanearon utilizando un escaner ProScanArray HT (Perkin-Elmer) y las imagenes obtenidas
se analizaron con el programa GenePix Software version 6.0 (GenePix).

Los datos de intensidad de la sefial de los puntos se normalizaron para corregir sesgos
y permitir la comparacién entre portaobjetos siguiendo las indicaciones de Borrebaeck y
Wingren (2009). Como referencia para la normalizaciéon se usaron los valores de intensidad de
la sefial de los controles negativos de cada microarray.

4.2.6. Expresion in situ de las proteinas recombinantes.

La expresion de las proteinas se llevd a cabo en un sistema libre de células utilizando el
kit TNT® Coupled Reticulocyte Lysate Systems (Promega) que permite la transcripcidn vy
traduccidn de forma simultanea e in situ del DNA depositado en los microarrays. El protocolo
fue el siguiente:

1. Lavado de los portaobjetos con PBS a temperatura ambiente, 15 minutos en
agitacion.

2. Postapizado con Superblock PBS, 1 hora a temperatura ambiente.

3. Llavado con agua destilada, secado de los portaobjetos con aire comprimido y
colocacién sobre cada portaobjetos de una cdmara HybriWell (Grace Biolabs).

4. Preparacion de la mezcla de reaccidn para la transcripcidn/traducciéon in vitro
(reaccion IVTT). Esta mezcla se preparé para cada 3 portaobjetos a la vez, con el fin
de evitar la congelaciéon/descongelacién de los distintos componentes:

- 16 UL TNT buffer

- 8 uLT7 polimerasa

- 4 pL Mezcla aminodacidos sin metionina

- 4 uL Mezcla aminoacidos sin leucina o sin cisteina

- 8 uL RNaseOUT (Invitrogen)

- 160 pl agua sin RNAsas (tratada con dietilpirocarbonato, DEPC)
- 200 pL lisado de reticulocitos de conejo

5. Adicién de 130 pL de la mezcla anterior a cada porta e incubaciéon durante
90 minutos a 30 °C, seguidos de 30 minutos a 15 °C.

6. Retirado de la cdmara HybriWell y lavados con tampén de bloqueo (PBS con 5 % de
leche desnatada en polvo y 0,2 % de Tween20): 3 lavados de 5 minutos por lavado,
en agitacion.

4.2.7. Control de la expresidn de proteinas.

Como parte de los controles de calidad del proceso, en tres portaobjetos de cada lote
se verificd la correcta expresion de las proteinas mediante la deteccidn de la marca de GST con
un anticuerpo anti-GST. El protocolo fue el siguiente:

1. Postapizado con tampdn de bloqueo (PBS con 5% de leche desnatada en polvo y
0,2 % de Tween20) durante 1 hora, en agitacion.
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2. Incubacién con un anticuerpo monoclonal anti-GST (Cell Signaling Technologies),
10 pg/mL en Superblock PBS, durante 1 hora.

3. Lavados con tampdn de bloqueo: tres veces, 5 minutos por lavado, en agitacién.
Incubacién con anti-IgG de ratdon marcado con peroxidasa (Amersham), 10 pg/mL
en Superblock PBS, durante 1 hora.

5. Lavados: tres veces con PBS, 5 minutos cada lavado, en agitacion y un lavado breve
con agua destilada.

6. Revelado: incubacién con 200 pL de “Tyramide Signal Amplification” (TSA) (Perkin-
Elmer) diluido 1/50, durante 10 minutos.

7. lLavados: tres veces con PBS y una vez con agua destilada.

8. Secado de los portaobjetos con aire comprimido.

9. Escaneado de los portaobjetos y andlisis de las imagenes.

Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente, cubriendo los
portaobjetos con un cubreobjetos LifterSlips (Erie) para evitar la evaporacion de los reactivos.

En paralelo, se procesaron dos microarrays como controles negativos: en uno de ellos
se omitié la incubacién con el monoclonal anti-GST (sustituyéndolo por Superblock PBS) y en el
otro se hizo la incubacion completa, pero sobre un portaobjetos en el que se habia omitido la
polimerasa T7 en la mezcla de reaccion para la IVTT.

Los datos de intensidad de sefal de cada microarray se normalizaron como en el
apartado anterior y los datos normalizados de los controles que llevan la mezcla de reaccién
sin DNA se usaron para el célculo del umbral de positividad, que se definié como la intensidad
media de dichos controles negativos mas tres veces la desviacién estandar.

4.3. Analisis de los microarrays con sondas especificas.

Una vez preparados los microarrays y verificada su reproducibilidad, fueron analizados
con el suero hiperinmune anti-Om44 y con la quimera recombinante P-selectina/IgG humana,
para tratar de identificar a Om44 y a otros posibles ligandos de P-selectina.

4.3.1. Analisis con el suero anti-Om44.

Como ya se ha indicado, este es un suero policlonal obtenido por nuestro equipo en
trabajos previos mediante la inmunizacién de conejos con el antigeno Om44 purificado por
electroelucién de geles de poliacrilamida (Garcia-Varas et al., 2010). Tras su optimizacion, el
protocolo para el analisis fue el siguiente:

1. Postapizado con tampdn de bloqueo (PBS con 5 % de leche desnatada en polvo y
0,2 % de Tween20) durante 1 hora en agitacion.

2. Incubacién con anti-Om44, diluido 1/500 en tampdn de bloqueo, durante toda la
noche, a 4 °C, en agitacion.

3. Lavados: tres veces con tampdn de bloqueo, 5 minutos por lavado, en agitacién.
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4. Incubaciéon con anti-IgG de conejo marcado con peroxidasa (Sigma), diluido
1/1.000 en Superblock PBS, durante 1 hora.

5. Lavados: tres con PBS, 5 minutos por lavado, en agitacién, y un lavado breve con

agua destilada.

Revelado: Incubacién con 200 uL de TSA diluido 1/50, durante 10 minutos.

Lavados: tres veces con PBS y una vez con agua destilada.

Secado con aire comprimido.

© o N o

Escaneado y analisis de las imagenes.

Excepto la incubacidn con el suero, que se realizé a 4 °C, las demds incubaciones se
realizaron a temperatura ambiente.

En paralelo, como control negativo para el procesado de los datos, uno de los
microarrays se incubo con suero de conejo pre-inmune en lugar del suero anti-Om44.

4.3.2. Analisis para la identificacion de ligandos de P-selectina.
En este ensayo los microarrays se rastrearon con la quimera P-selectina/IgG humana a
fin de identificar posibles ligandos de P-selectina.

Para ello se produjeron dos tipos de microarrays. En un caso, las reacciones IVTT se
llevaron a cabo en las condiciones estandar descritas previamente. En el otro, a las mezclas de
reaccion de IVTT se anadieron 6 uL de membranas microsomales pancreaticas caninas (CMMs,
Promega) para permitir la modificacién postransduccional de las proteinas (entre otras, la
eliminacion del péptido sefial y la glicosilacién de las mismas) (Svitkin et al., 2005; Zahedi et al.,
2009).

Tras la expresion proteica, los portaobjetos se postapizaron con tampdn de bloqueo y
se incubaron con 5pug/mL de quimera P-selectina/lgG humana en Superblock PBS
suplementado con 100 uM de CaCl,, en caso de los microarrays producidos sin CMMs, o con
2 mM deCacCl,, en el caso de los microarrays producidos con CMMs. A continuacion se lavaron
tres veces con tampdn de bloqueo y se incubaron con un anticuerpo anti-lgG humana marcado
con peroxidasa diluido 1/6.000 en Superblock PBS. El postapizado y las incubaciones se
realizaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de lavar y revelar, los microarrays
se escanearon y las imagenes se analizaron segun lo descrito anteriormente.

Como control negativo para el procesado de los datos se incluyeron microarrays de
ambos tipos en los que el paso de incubacion con la quimera P-selectina/lgG humana se
sustituyd por una incubacién con Superblock PBS.

4.3.3. Secuenciacion, identificacion de los clones positivos y analisis bioinformatico
de las proteinas identificadas.

Los clones detectados en estos ensayos se secuenciaron en ambas cadenas utilizando
los cebadores 55NAP y 33NAP y las secuencias se sometieron a un analisis BLASTn frente a la
base de datos del NCBI para su identificacion.
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Como se detallara en el capitulo de resultados, el suero anti-Om44 reconocié un total
de ocho proteinas, de las cuales pudieron identificarse cinco: fosfolipasa A, (PLA2), un
miembro de la familia 7DB (7DB), la riboproteina 60S L10 (RP-60S), la proteina de choque
térmico 90 (HSP90) y la actina.

Por su parte, la quimera P-selectina/IgG humana reconocié tres clones en el ensayo en
condiciones estandar, de los que se pudo identificar uno, que resultd ser PLA2, y 6 clones mas
en el ensayo con microsomas caninos, de las cuales se identificaron 3: Factor de Elongacién EF-
1 a/Tu, proteina ribosomal 40S S7 y una proteina hipotética de I. scapularis.

Como en el caso de la TSGP1 y la enolasa, las secuencias peptidicas de estas proteinas
se sometieron a un analisis in silico con el fin de comprobar la presencia de motivos
conservados, sefiales de secrecidn, hélices transmembrana o sitios de anclaje tipo GPI.

4.4. Confirmacion de resultados del andlisis de los microarrays.

Los resultados obtenidos en el andlisis de los microarrays se confirmaron
posteriormente en experimentos adicionales. Estos experimentos se llevaron a cabo en
distintos momentos a lo largo del desarrollo del objetivo 5, a medida que produciamos algunos
de los reactivos necesarios para ello. No obstante, con el fin de exponerlos ordenada y
sistematicamente, hemos considerado conveniente describirlos juntos en el presente
apartado.

4.4.1. Confirmacién del reconocimiento por el suero anti-Om44.

Las cuatro proteinas reconocidas por el suero anti-Om44 que finalmente pudieron ser
producidas en forma recombinante in vivo (en bacterias), esto es, PLA2, 7DB, RP-60S y actina,
(ver objetivo 5), se enfrentaron por western blot con el propio suero anti-Om44.

Para ello 1 ug de cada una de estas proteinas recombinantes se separé en gel de
acrilamida al 12 %, se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se incubaron con el suero
anti-Om44 diluido 1/100 y con el correspondiente anti-IgG de conejo-peroxidasa diluido
1/2.000. La reaccidn se reveld con diamino-bencidina (DAB) (Pierce).

4.4.2. Confirmacién del reconocimiento de la PLA2 por la quimera P-selectina/IgG.

Para ello, PLA2 recombinante producida tanto in vivo (en bacterias) como in vitro (en
tubo en sistema libre de células) se enfrentaron por ELISA y western blot con la quimera P-
selectina/IgG.

La produccién de la PLA2 en bacterias se describe mas adelante, en relacidon con la
obtencién de antigenos para las pruebas de inmunizacién de animales (apartado 5).

La produccién de la PLA2 in vitro se llevé a cabo con el kit 1-Step Human Coupled IVT-
Kit DNA (Thermo Scientific), que es un sistema de transcripcion/traduccion in vitro basado en
un lisado de células Hela. Este proceso lo describimos a continuacion.
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Produccion de PLA2 in vitro.

Clonaje del cDNA de PLA2 en el vector pT7CFE1-CHis.

En primer lugar, clonamos la secuencia de cDNA de la PLA2 en el vector recomendado
por el fabricante del kit, el pT7CFE1-CHis, que permite la expresion de la proteina con una cola
carboxi-terminal de 6 residuos de histidina (His-tag), lo que facilita su purificacién mediante
cromatografia de afinidad con niquel o con un anticuerpo anti-His-tag.

Para este clonaje disefiamos un par de cebadores que incluian sitios de corte para las
enzimas de restriccién Pacl y Notl, asi como nucleétidos adicionales en 5’ para maximizar la
eficiencia de la digestion con dichas enzimas (55PLA2Pacl: 5'-AATTAATTAAGATGACTAAA-
GAAAACCAGACC; 33PLA2Notl: 5'-ATAAGAATGCGGCCGCTTTTGTCGTCTTTATTGAGGAA).

La secuencia de cDNA codificante de la PLA2 fue amplificada por PCR, a partir del
correspondiente clon de la genoteca, en las siguientes condiciones: 5 ciclos de 94 °C 15 s, 56 °C
305s, 72 °C 40 s, seguidos por 30 ciclos de 94 °C 15, 62 °C 30s, 72 °C 40 s y una extesion final
de 7 mina 72 °C.

El producto de esta PCR se purificd a partir de gel de agarosa y se sometiod a digestidon
simultdaneamente con Pacl y Notl (Fermentas), durante 2 horas a 37 °C.

El vector pT7CFE1-CHis se digirié de forma similar y, en ambos casos (inserto y vector),
los productos de la digestién se purificaron a partir de geles de agarosa y se cuantificaron
mediante absorbancia a 260 nm.

La ligacién se llevd a cabo en condiciones estdndar, con la enzima T4 DNA ligasa,
durante 16 horas a 4 °C, utilizando una proporcién 5:1 (inserto:vector) y partiendo de 100 ng
de vector.

Transformacion de células competentes E. coli XL1B con pT7CFE1-CHis-PLA2.

El producto de la ligacién anterior se utilizd para transformar células E. coli XL1B, con el
fin de amplificar el clon y disponer de cantidad suficiente de DNA plasmidico para la expresién
de la proteina.

El protocolo de transformacién fue el siguiente:

1. Se descongeld en hielo una alicuota de 100 uL de células E. coli XL1B, se le afiadio
10 pL de la reaccidn de ligacion y se incubé en hielo durante 20 minutos.

2. Choque térmico a 42 °C durante 45 segundos y nueva incubacion en hielo durante
2 minutos.

3. Adicién de 250 uL de medio LB precalentado a 37 °C e incubacién a 37 °C, con
agitacion, durante 1 hora.

4. Siembra en placas de agar-LB con 100 pg/mL de ampicilina e incubacién a 37 °C toda la
noche.

Al dia siguiente se seleccionaron varias colonias y se incubaron en 5 mL de medio LB con
ampicilina. El DNA plasmidico de cada clon se purificd y se secuencié a fin de verificar si la
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secuencia, la orientacion y el marco de lectura eran correctos. Para la secuenciacidon se
utilizaron los cebadores T7 Terminator Primer (5'-GCTAGTTATTGCTCAGCGG) y pT7CFE.Sec (5’-
GGGACGTGGTTTTCCTTTG). El clon con la secuencia y orientacién correctas, denominado
pT7CFE1-CHis-PLA2, se usé para la expresion in vitro.

Expresion in vitro de PLA2

La expresion in vitro se llevd a cabo siguiendo las instrucciones del kit 1-Step Human
Coupled IVT-Kit DNA. Partimos de 1 ug de DNA plasmidico (pT7CFE1-CHis-PLA2) purificado por
precipitacién con acetato de sodio y resuspendido en agua libre de nucleasas, tal como
recomienda el fabricante del kit. La reaccién (25 pL) se incubd durante 5 horas a 30 °C.

Se incluyeron una reaccion control negativo (vector sin inserto) y una reaccién control
positivo (la proteina fluorescente verde, GFP) cuya secuencia codificante se suministra en el kit
(pCFE-GFP DNA).

La expresion de la PLA2 se confirmd analizando una alicuota (2 pL) de las reacciones
IVTT por western blot. Para ello se utilizé un anticuerpo anti-His-tag marcado con peroxidasa
(Sigma), diluido 1/10.000, y también un suero anti-PLA2 obtenido en conejo (ver mas
adelante), diluido 1/100, junto con el correspondiente anti-IgG de conejo-peroxidasa diluido
1/2.000.

Ensayos de union de PLA2 a P-selectina
La unidn de PLA2 a P-selectina se verific6 mediante ELISA y western blot.

ELISA

El ELISA se llevd a cabo en placas comerciales tapizadas con un anticuerpo monoclonal
anti-His-Tag (His-Tag Antibody Plate; Novagen), que permite la captura especifica de las
proteinas recombinantes marcadas con cola de histidina sin necesidad de hacer una
purificacién previa. La captura de la PLA2 recombinante se verificd utilizando el suero anti-
PLA2 obtenido en conejo y la uniéon a P-selectina utilizando la quimera P-selectina/IgG
humana.

El protocolo, adaptado a partir del propuesto por el fabricante de las placas, fue el
siguiente.

1. Captura de las proteinas recombinantes diluidas en 100 plL/pocillo de Tris-salino
(TBS) pH 7,5 con BSA al 3 %, durante 2 horas. Se incluyeron las siguientes muestras:
PLA2 expresada in vivo (10 ng de proteina purificada), PLA2 expresada in vitro (1 uL
de la reaccién IVTT) y como controles negativos 1 pL de la mezcla de reaccién IVTT y
el propio tampodn diluyente.

Tres lavados de 5 minutos/lavado con TBST (TBS con Tween20 al 0,1 %).

Incubacién durante 2 horas con 200 ng/pocillo de quimera P-selectina/IgG humana
diluida en 100 pL de tampdén MOPS pH 7,5 (MOPS 20 mM, NaCl 150 mM, CaCl, 2 mM
y MgCl, 2 mM) con BSA al 1% y Tween20 al 0,05 % siguiendo el protocolo de
Leppédnen y Cummings (2010), o bien con 100 pL de suero anti-PLA2 diluido 1/100 en
TBST.
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Lavados similares a los anteriores.

5. Incubaciéon durante 1 hora con el correspondiente anticuerpo secundario: 100 pL de
anti-IgG humana-peroxidasa diluida 1/2.000 en tampdn MOPS con BSA y Tween20 6
100 pL de anti-IgG de conejo-peroxidasa diluida 1/10.000 en TBST.

6. Lavados similares a los anteriores.

7. Revelado con OPD.

Todas las incubaciones se realizaron a temperatura ambiente (25 °C).

Como controles negativos se incluyeron pocillos en los que se sustituyé la quimera P-
selectina/IgG humana por el tampdn diluyente y pocillos en los que se sustituyd el suero
hiperinmune anti-PLA2 por suero de conejo pre-inmune.

Western blot

Ambas PLA2 recombinantes, la obtenida in vivo (1 ug de proteina purificada) y la
obtenida in vitro (1 pL de reaccidn), se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa.

Las membranas se postapizaron con BSA al 2% en PBS y se lavaron con TPBS. Acto
seguido, se incubaron con 2 pg/mL de quimera diluida en tampdn MOPS con BSA al 1% vy
Tween 20 al 0,05 % y posteriormente con anti-IgG humana-peroxidasa diluida 1/2.000 en
tampdn MOPS con BSA y Tween20. En paralelo se llevé a cabo un ensayo control en el que la
incubacién con la quimera se sustituyd por el tampdn diluyente.

Las incubaciones se hicieron a 37 °C durante 1 hora y los lavados entre incubaciones
con tampon MOPS con Tween20 al 0,05 %. Finalmente se lavaron 3 veces con el mismo
tampdn y se revelaron con 4-cl-1-naftol.

90



Material y Métodos

OBJETIVO 5.
PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES Y EVALUACION DE SU CAPACIDAD
PROTECTORA EN PRUEBAS DE VACUNACION DE ANIMALES.

Las proteinas seleccionadas para los ensayos de vacunacion de animales fueron todas
las reconocidas e identificadas en los microarrays por el suero anti-Om44 (PLA2, 7DB, RP-60S,
HSP90 y actina) y por la P-selectina en presencia de CaCl, 100 uM y ausencia de CMMs (la
PLA2).

A éstas cinco proteinas afiadimos otras dos: la apirasa y un ortélogo de la savignyigrina
de O. savignyi, al que denominamos mougrina. Estas dos proteinas resultaron identificadas en
la secuenciacion de los clones seleccionados al azar en los andlisis de calidad de la genoteca de
entrada (ver resultados) y decidimos incluirlas en los ensayos de vacunacion por ser proteinas
inhibidoras de la activacidn y agregacion plaquetaria en otros argasidos (Chmelar et al., 2012)
y, por tanto, potencialmente interesantes como dianas para vacunas.

5.1. Clonaje, expresion y purificacion de las proteinas recombinantes.

De todas las proteinas seleccionadas, excepto de la HSP90, conociamos sus secuencias
codificantes completas, obtenidas por secuenciacién a partir de los clones correspondientes en
el vector pANT7_cGST o pDONR_222. A la HSP90, sin embargo, le faltaba el fragmento 5’, por
lo que primero fue necesario obtenerlo mediante 5’-RACE.

5.1.1. Obtencidn de la secuencia codificante completa de la HSP90.

En primer lugar se obtuvo la secuencia del fragmento 5’ utilizando el First Choice RLM-
RACE kit (Life Technologies), el cual permite la seleccién y transcripcion reversa sélo de los
mRNA maduros completos. Para ello se siguié el protocolo indicado por el fabricante utilizando
dos cebadores especificos disenados ad hoc, el GSP2-HSP90 (5’-
AATAGATGTGCTTCTGGTTTTCCTTC) y el GSP3-HSP90 (5'-ATATTTTTGCTGAACTGCTCATAGAA).

Una vez secuenciado ese fragmento, la secuencia codificante completa de la HSP90 se
amplificé por RT-PCR a partir de RNA de gldndulas salivales y se clond y secuencié en el vector
pSC-A siguiendo protocolos similares a los utilizados con la TSGP1 (apartado 1.1.3). Los
cebadores utilizados fueron el par Hsp90Kpn55/Hsp90Kpn33 (Tabla X) y las condiciones para la
PCR las indicadas en la tabla XI. La construccién resultante, pSC-A-HSP90, fue utilizada como
molde para el clonaje posterior en un vector de expresion.

5.1.2. Amplificacion de las secuencias de cDNA codificante.

Las secuencias codificantes de estas 7 proteinas (completas o bien truncadas para
eliminar el péptido sefial) se amplificaron por PCR y se subclonaron en un vector de expresion
(pQE-30 0 pGEX-4T-1).

Con ese fin, para cada proteina se disefid una pareja de cebadores especificos que
incluian el sitio de corte para la enzima de restriccion Kpnl, BamH]I (actina) o EcoRI (mougrina),
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asi como nucledtidos adicionales en el extremo 5’ para facilitar la accion de las enzimas (Tabla

X).

Para facilitar la expresién y purificacion de las proteinas 7DB y la apirasa, los cebadores

correspondientes amplificaron una versién truncada de las secuencias codificantes.

Como molde para todas estas amplificaciones se utilizaron los cDNAs plasmidicos de

los correspondientes clones de la genoteca de entrada o de expresidn, salvo para la HSP90,

gue se amplificd a partir del clon pSCA-HSP90 (Tabla X).

Tabla X. Oligonucledtidos empleados para la amplificacion de las proteinas seleccionadas.
(t), proteinas de las que se amplific6 una versidon truncada, sin péptido sefal. Los
nucledtidos subrayados son el sito de corte de la enzima de restriccidn.

Proteina cDNA molde Cebador Secuencia Enzima Vector
PLA2_Kpnl55 5 TTCGGTACCATGACTAAAGAAAACCAGACC
PLA2 PLA2_Kpni33 5'-TTCGGTACC AGTCATTTTGTCGTCTTTATTG
tr7DB_Kpnl55 5 TTCGGTACCACTTTCATCATAGAAGATCTTCC
7DB (1) Clones en 7DB_Kpni33 5'-TTCGGTACCTCACGGCGACGCATTTGTCAC Kpni
PANT7 ¢GST | Rib_KpnI55 5 TTCGGTACCATGGGTCGCCGTCCGGCAAG
RP-60S L10 Rib_Kpni3 5'-TTCGGTACCTCAGAGGTCCGTGGCCGCTGT
BamH10mACt5 5"-CGCGGATCCATGTGTGACGACGATGTCGC PQE-30
Actina BamH10mAct3 5'-CGCGGATCCTTAGAAGCACTTCCTGTGGAC BamH|
Hsp90Kpn55 5 TTCGGTACCATGCCAGAAGAAGCTCAAATG
HSP90 PSCAHSPIO | ) hooKkpn33 5'-TTCGGTACCTTAGTCTACTTCCTCCATGC
trApi55Kpn 5 TTCGGTACC AAGCCTGCAACGACTCCG Kpni
Apirasa (t) Clones en Api33Kpn 5'-TTCGGTACCTTAGACCCAGATCTCTTGCTT
PDONR_222 | MougrinEcoRI55  5-CCGGAATTCATGCAGGCGAAAATCTTGGT
Mougrina MougrinEcoRI33  5'-CCGGAATTC TTACCATTTTTCTCCGCATAG EcoRl | pGEX

La mezcla de reaccién en todas estas PCRs fue similar a la utilizada con la lipocalina

TSGP1 (apartado 1.1.3.) y las condiciones especificas para cada pareja de cebadores fueron las

indicadas en la tabla XI.

Tabla XI. Condiciones para la amplificacion por PCR de las distintas proteinas.

Proteina Condiciones PCR
. R 5 ciclos (94 °C 155,56 °C30s,72°C405s) + . R
PLA2 2min94°C 34 iclos (94°C 15, 62 °C30's, 72 °Cd0s) M 72°C
. R 5 ciclos (94 °C155s,60°C30s,72°C40s) + . R
/DB 2min94°C 34 Giclos (94°C 15, 66 °C30's, 72 °C40s) | M 72°C
. o 5 ciclos (94 °C 155,66 °C30s,72°C40s) + . o
RP-60S L10 2min94°C 3¢ iclos (94°C 155, 72°C 305, 72 °C90s) | M 72°C
Actina 2min94°C 35ciclos(94°C15s,60°C30s,72°C405s) 7 min 72 °C
. R 5 ciclos (94 °C 155,56 °C30s,72°C405s) + . R
HSP30 2min34°C 35 Giclos (94°C 155, 60 °C30's, 72°C40s) M 72°C
. . R 5 ciclos (94 °C 155,56 °C305s,72°C405s) + . R
Apirasa 2min94°C 35 iclos (94°C 155, 62 °C30s, 72°C40s) M 72°C
Mougrina 5 min 94 °C 5 ciclos (94 °C 155,56 °C30s,72°C405s) + 7 min 72 °C

30 ciclos (94 °C 155,62 °C30s,72°C405s)
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En cada amplificacidon se incluyé un control negativo en el que el cDNA fue sustituido
por agua ultra-pura (Milli-Q). Los productos de PCR se separaron en geles de agarosa y se
purificaron tal como se ha descrito previamente.

5.1.3. Clonaje en vectores de expresion.
Todas las proteinas se clonaron en el vector pQE-30, salvo la mougrina, que se cloné
en el vector pGEX-4T-1 (Amersham) (Tabla X).

Se eligi6é este vector por la conveniencia de obtener la mougrina recombinante como
proteina de fusidon con GST para potenciar su inmunogenicidad, la cual supusimos que seria
demasiado baja debido a su pequefio tamafio (63 aminodcidos y 42 el péptido maduro). De
este modo la GST podria actuar como “carrier” de la mougrina.
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Cuadro 8. Mapa del vector de expresién pGEX-4T-1 (Amersham).
En todos estos clonajes se siguid el mismo protocolo general, que se describe
brevemente a continuacion.

A fin de generar extremos cohesivos, los productos de las PCRs se digirieron con las
enzimas indicadas en la tabla X. Todas las reacciones de digestién se incubaron a 37 °C durante
2 horas y los productos se separaron en geles de agarosa y se purificaron como en ocasiones
anteriores.

Los vectores plasmidicos se digirieron con la enzima correspondiente, se
desfosforilaron y se purificaron de forma similar a como hemos descrito antes (apartado
1.3.1.). En concreto, se prepararon muestras de pQE-30 digerido con Kpnl, de pQE-30 digerido
con BamHl y de pGEX-4T-1 digerido con EcoRl.

Las reacciones de ligaciéon se llevaron a cabo utilizando los protocolos estdndar
indicados por el fabricante para el clonaje en pGEX-4T-1 (Amersham) o en pQE-30 (Qiagen). Se
utilizd una proporcién 5:1 (inserto:vector), con 100 ng de vector, y la enzima T4 DNA ligasa
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(Roche). La reaccion se llevd a cabo durante 16 horas a 4 °C. En todos los casos se incluyé una
ligacion sin inserto que se usé como control negativo.

5.1.4. Transformacion de células competentes.

Las construcciones pQE-30-inserto se utilizaron para transformar células E. coli M15, y
los clones transformantes se verificaron de forma similar a lo explicado para las proteinas
recombinantes TSGP1 y enolasa.

La construccién pGEX-4T-1-mougrina se utilizd para transformar células E. coli BL21
Codon Plus. El protocolo seguido en esta transformacion fue el siguiente:

1. Descongelacién en hielo de una alicuota de 50 pL de células E.coli BL21 y adicién de
10 uL de la reaccidn de ligacion.
Incubacién de la mezcla en hielo durante 20 minutos.
Choque térmico durante 90 segundos a 42 °C e incubacién 2 minutos en hielo.

4. Adicion de 250 uL de medio LB precalentado a 37 °C e incubacion durante 1 hora, en
agitacion, a 37 °C.

5. Siembra de 25uL de la transformacion en placas de LB-agar con 50 ug/mL de
cloranfenicol y 100 pg/mL de ampicilina e incubacion toda la noche a 37 °C.

Al dia siguiente, se seleccionaron varias colonias al azar y se incubaron en 5 mL de
medio 2xYT (16 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levadura y 5 g/L de NaCl) con 50 pg/mL
de cloranfenicol y 100 pg/mL de ampicilina. De cada cultivo se tomd una alicuota para su
almacenamiento en glicerol al 15 %, a -80 °C, y el resto del cultivo se utilizd para purificar el
DNA plasmidico y secuenciar el inserto a fin de verificar la secuencia, la orientacién y el marco
de lectura. Los clones correctos se almacenaron a -80 °C.

5.1.5. Expresidn y purificacion de las proteinas clonadas en pQE-30: PLA2, 7DB, RP-
60S, actina, apirasa y HSP90.

La expresion y purificacidon de estas proteinas se realizé de forma similar a lo descrito
para la proteina TSGP1 (apartado 1.3.3.).

Tras la induccién de la expresion con IPTG, las proteinas se expresaron en forma
insoluble, por lo que fue necesario solubilizarlas previamente con urea 8 M vy realizar su
purificacién mediante cromatografia de afinidad Ni-NTA en condiciones desnaturalizantes,
siguiendo idéntico protocolo al detallado para la TSGP1 (apartado 1.3.4.).

Las proteinas purificadas se dializaron frente a PBS durante 24 horas a 4 °C para retirar
el imidazol y su concentracién se determind mediante espectrofotometria a 280 nm. Las
muestras se almacenaron a -80 °C.

5.1.6. Expresion y purificacion de la proteina clonada en pGEX-4T-1: mougrina-GST.

Una alicuota del clon pGEX-mougrina (en células BL21) se inoculé en medio 2xYT
suplementado con 100 pg/mL de ampicilina y 50 ug/mL de cloranfenicol y se incubé a 37 °Cy
180 rpm durante toda la noche. A la mafiana siguiente el preinéculo se diluyé en un volumen
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100 veces superior del mismo medio de cultivo y se incubd en idénticas condiciones hasta
alcanzar una DO de 0,8-1 a 595 nm. En ese momento se indujo la expresién con IPTG 0,1 mM
durante 3 horas manteniendo las mismas condiciones de cultivo. Transcurrido ese tiempo las
células se recogieron por centrifugacidon a 10.000 g durante 10 minutos y se resuspendieron en
PBS. A continuacion las células se lisaron por sonicacién mediante 5 ciclos de 30 segundos. El
lisado se incubd con Tritén X-100 (Sigma) a una concentracion final del 1% durante
30 minutos, a temperatura ambiente y con agitacidn suave. La muestra se centrifugd a
20.000 rpm durante 30 minutos, recogiéndose el sobrenadante y el sedimento por separado.
Ambas fracciones se analizaron por SDS-PAGE para comprobar si la proteina de fusion se habia
producido de forma soluble o insoluble.

La mougrina-GST se expresé 100 % de forma insoluble, por lo que decidimos purificarla
directamente a partir del sedimento de la lisis celular mediante electroelucidon de geles de
poliacrilamida.

Para ello, el sedimento de la lisis celular se resolvié en geles preparativos (15 x 19 cm)
de poliacrilamida al 12 % que se tifieron con CuCl, 0,3 M. La banda correspondiente a la
mougrina se corté del gel y se destifié con EDTA 0,25 M en Tris 0,25 M (Harlow y Lane, 1988).

La electroelucién de la proteina de las bandas de gel se realizd con el modelo 422
Electro-Eluter (BioRad), durante 3 horas en tampdn de elucién (Tris 25 mM, Glicina 192 mM,
SDS 0,1 %). Pasado este tiempo, se cambid el tampdn de elucién por el de electrodialisis (Tris
25 mM, Glicina 192 mM) y se mantuvo durante 2 horas mas, con el fin de retirar el SDS de la
muestra. Durante todo el proceso se aplicéd un voltaje de 10 mA por cada uno de los tubos con
muestra. Una vez terminada la elucidn, se recogieron las muestras de proteina, se determindé
su concentracién mediante espectrofotometria a 280 nm y se almacend a -80 °C.

5.2. Ensayos de vacunacion.
Estos ensayos se llevaron a cabo con las 6 proteinas recombinantes obtenidas en el
apartado anterior: PLA2, 7DB, RP-60S, actina, apirasa y mougrina-GST.

Se utilizaron 24 conejos, divididos en 8 grupos de 3 conejos cada uno. Dos grupos se
utilizaron como controles y cada uno de los 6 grupos restantes se inmunizé con una proteina
recombinante distinta (Tabla XII).

Tabla XII. Protocolo de vacunacién de conejos con las proteinas recombinantes.

No. conejos , . Adyuvante
Grupo pOF grupo Proteina Dosis 12...72.._32
1 3 PLA2 200 pg FCA-FIA-PBS
2 3 7DB 200 pg FCA-FIA-PBS
3 3 RP-60S 200 pg FCA-FIA-PBS
4 3 Actina 200 pg FCA-FIA-PBS
5 3 Apirasa 200 pg FCA-FIA-PBS
6 3 Mougrina-GST 200 pg FCA-FIA-PBS
Control 1 3 rGST de S. japonicum 100 pg FCA-FIA-PBS
Control 2 3 - - FCA-FIA-PBS
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Cada animal recibié tres dosis subcutdneas de 200 pg/dosis, administradas
quincenalmente: la primera con el adyuvante completo de Freund (FCA), la segunda con el
incompleto (FIA) y la tercera en PBS. Por su parte, los conejos del grupo control 1 recibieron 3
dosis de 100 pg/dosis de GST recombinante de Schistosoma japonicum (Sigma), mientras que a
los conejos del grupo control 2 se les administré Unicamente el adyuvante.

Todos los conejos se sangraron antes de administrar la primera dosis (sueros
preinmunes) y a los 7 dias de la tercera, inmediatamente antes de practicar las infestaciones
con O. moubata.

La reactividad de los sueros y el titulo de anticuerpos frente a la proteina homaéloga se
determinaron mediante un ensayo de ELISA. La especificidad se comprobd por western blot,
enfrentando cada suero con la proteina homéloga y con la saliva de O. moubata.

A los 7 dias de la tercera dosis de antigeno, todos los conejos recibieron una
infestacion con 15 hembras, 25 machos y 50 ninfas-3 de O. moubata. Los ejemplares se
mantuvieron sobre los conejos durante una hora, por ser este tiempo suficiente para que
todas las fases evolutivas completen su alimentacidn (Garcia Varas, 2004).

Una vez transcurrido ese tiempo, los ejemplares se recogieron y se depositaron en la
camara ambiental durante 24 horas para que completaran la emisién del fluido coxal. Acto
seguido se pesaron y se distribuyeron en distintos viales: la ninfas-3 de cada conejo juntas,
mientras que cada hembra se emparejé con uno o dos machos y se depositd en un vial
individual. En estas condiciones se mantuvieron durante 2 meses para, transcurrido ese
tiempo, evaluar la supervivencia, la fertilidad de las hembras y la muda de las ninfas-3.

5.3. Parametros analizados para determinar la accidn de la respuesta inmunitaria inducida
por las proteinas recombinantes.

El efecto de la respuesta inmunitaria inducida por las recombinantes sobre estos
ejemplares se determiné midiendo los siguientes pardmetros:

[y

Cantidad de sangre ingerida.

N

Fecundidad de las hembras, esto es:

i. Numero de huevos puestos por cada hembra.

ii. Porcentaje de huevos viables: 100 x nimero de ninfas-1 / nimero de huevos.

iii. Indice de reproduccién de las hembras: nimero de ninfas-1 por hembra
alimentada en el conejo vacunado / media de ninfas-1 por hembra alimentada
en conejos control.

3. Porcentaje de muda de las ninfas-3.

Porcentaje de mortalidad de los ejemplares a los 2 meses.

5. indices de supervivencia de cada fase evolutiva: ejemplares supervivientes alimentados
en los conejos vacunados / media de los ejemplares supervivientes alimentados en los
conejos control.
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Por ultimo, se calculd la eficacia protectora de cada recombinante a partir de los indices
de supervivencia y de reproduccién de las hembras, por ser estos parametros los que indican
el numero de ejemplares de la nueva generacidon que surge tras la alimentacidén y, por tanto,
los que determinan en mayor medida la evolucion del tamafio de las poblaciones del parasito.

v" indice de supervivencia de las hembras = hembras vivas alimentadas en conejos
vacunados / media de las hembras supervivientes alimentadas en los conejos
control.

v" indice de reproduccién = nimero de ninfas-1 por hembra en conejos vacunados /
media de ninfas-1 por hembra alimentada en conejos control.

v Eficacia = 100 x (1-indice supervivencia x indice de reproduccién)

5.4. Andlisis estadistico.

Todos los parametros analizados en los ejemplares alimentados sobre los
hospedadores, tanto vacunados como controles, se sometieron a un analisis de la varianza
(ANOVA) de una via usando como factor de variacion el tratamiento antigénico. En los casos en
los que se obtuvieron unos valores significativos, se utilizé el test de la t de Dunnett para
realizar comparaciones entre dos grupos (vacunados frente a controles). Las diferencias se
consideraron significativas para una probabilidad de error del 5% (p < 0,05). El analisis
estadistico se efectud con el programa SPSSv19.
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Resultados

OBJETIVO 1.

CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE TSGP1 DE O. MOUBATA,
PRODUCCION DE LA PROTEINA RECOMBINANTE Y ANALISIS DE SU UTILIDAD COMO
HERRAMIENTA DIAGNOSTICA.

1.1. Secuencia de cDNA codificante y aminoacidica de TSGP1 de O. moubata.

La secuencia de cDNA codificante de TSGP1 se obtuvo amplificando, en primer lugar,
los extremos del correspondiente mRNA mediante 3’- y 5’-RACE. Una vez conocidos éstos, se
amplifico el fragmento codificante con cebadores especificos disefiados ad hoc, desde el codén
de inicio al de terminacion, mediante RT-PCR (Figura 1).

pb PM TSGP1 Negativo

1000 -

600-
500-

300-

Figura 1. Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. Producto de la amplificacién
por RT-PCR del cDNA de TSGP1. PM, marcador de tamafio molecular. Negativo, reaccion
mezcla de PCR sin DNA. pb, pares de bases.

La molécula de cDNA resultante contenia 597 pb y el andlisis de su secuencia por
BLAST confirmd su correcta identidad. Esta secuencia se depositd en la base de datos GenBank
con el cédigo de acceso HM481418 (Figura 2A).

La secuencia aminoacidica correspondiente, obtenida in silico, es una proteina de 198
aminodcidos (aa), con un peso molecular y un punto isoeléctrico tedricos de 21,7 kDa y 5,31,
respectivamente. Esta proteina carece de dominios transmembrana y de sitios de anclaje a la
membrana tipo glicosil-fosfatidilinositol; la proteina naciente muestra un péptido sefial, que
comprende los primeros 17 aa del extremo N-terminal, y dos sitios potenciales de N-
glicosilacidn en los residuos de asparagina de las posiciones 97 y 106, respectivamente (Figura
2B).

La proteina madura, sin péptido sefial, consta de 181 aa y de un peso molecular y
punto isoeléctrico tedricos de 19,8 kDa y 5,02, respectivamente. Su secuencia N-terminal
coincide con la del antigeno nativo 20A1, secuenciado por Baranda et al. (2000), excepto en la
posicién 9 (cisteina en lugar de metionina), y ademas incluye los dos péptidos internos
(EHSCVYILPP y YPYYMGYK) obtenidos por Oleaga et al. (2007) mediante secuenciacion de novo.
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1 ATGCACCGGCTGCTACTGCTACTCATTGCGTTGTTTTCGTTCAGCAGTGCTGAAGAAAAC 60
61 CAGCGTGGGAAGGGATGCTTGGGCTCTACAGCTGCTAGCGTGGCTGTATTTGGAAAAGAT 120
121 GGAAGTGCAGGATCTGCAACTATAGGGTATTCTTACCTTGTGAAGACAACCTATACGGAT 180
181 GAACATTCTTGTGTTTACATTCTTCCACCCCATGGACAAAAGGACAATGAAGGCCGTTAC 240
241 CCTTACTACATGGGATACAAGGATGAGGGTAATCAGTGGAAGAAGATAAATGGGACGATA 300
301 ACCATCCAGGGCAGCAACATCAGTGACAATGACCCAGATTATGGACAGACTGTAACCACA 360
361 GTGCTATACACTCACCTTGACGGTGGATGTGACGTTACAACCTTCCAAGGGGCAACCGGC 420
421 AACAACAATGTAGGAGGACCATATCTTGAGCTGTGGTACCATAGTGGAGCAAGCCAGTTC 480
481 GCCCTTGAATGCTGCAAGGGAGAATTTGAGAAGCAACTTAAGAATTTCAAGAGCACAGAC 540
541 GTTCGAGAGATTAACCAGGGATGTAACTATGCTGACGTCATCGAGCAAAAAAGTTGA

B
1 MHRLLLLLIALFSFSSAEENQRGKGCLGSTAASVAVFGKDGSAGSATIGY 50
51 SYLVKTTYTDEHSCVYI1LPPHGQKDNEGRYPYYMGYKDEGNQWKKINGTI 100
101 TIQGSNISDNDPDYGQTVTTVLYTHLDGGCDVTTFQGATGNNNVGGPYLE 150
151 LWYHSGASQFALECCKGEFEKQLKNFKSTDVREINQGCNYADVIEQKS

Figura 2. (A) Secuencia codificante completa del cDNA de TSGP1 de O. moubata desde el
codon de inicio hasta el de terminacion. (B) Secuencia de aminoacidos de la proteina
OmTSGP1. Los primeros 17 aminoacidos, marcados en rojo, son el péptido sefial. Los
aminodacidos subrayados indican las secuencias parciales obtenidas previamente por Baranda
et al. (2000), EENQRGKGCLGSTAASVAVF, y Oleaga et al. (2007), EHSCVYILPP y YPYYMGYK. Los
sitios potenciales de N-glicosilacidn, las asparaginas 97 y 106, se indican en azul.

1.2. Andlisis filogenético y estructural de la OmTSGP1.

Para hacer el analisis filogenético se practicé primero una busqueda por BLASTp en las
bases de datos NCBInr y Uniprot utilizando la secuencia peptidica de la OmTSGP1 madura. Esta
busqueda proporciond 5 secuencias homdlogas con un valor de E inferior 10™: la TSGP1 de O.
savignyi (AAN76828.1) y 4 lipocalinas de Ornithodoros parkeri, concretamente, “moubatin 1-
like 2” (ABR23399.1), “moubatin like 3” (ABR23414.1), “salivary secreted lipocalin”
(ABR23443.1) y “moubatin like 1” (ABR23347.1). Todas ellas son lipocalinas salivales de
argasidos portadoras del motivo de unién a aminas biogénicas (BAB).

Junto a las secuencias anteriores también se incluyeron en el alineamiento y analisis
filogenético otras 4 lipocalinas salivales de argasidos que, aunque no fueron recuperadas en el
BLASTp con OmTSGP1, también conservan en su secuencia el motivo BAB: monomina
(ABI52634.1), monotonina (ABI52654.1) y AM-182 (ABI52694.1) de A. monolakensis, asi como
Arg r 1 (CAG26895.1) de Argas reflexus.

Estas 10 secuencias se alinearon con el programa ClustalW 2.1 y el alineamiento
resultante, ajustado manualmente, se muestra en la figura 3.
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Omoubata.TSGP1

Osavignyi .TSGP1
Oparkeri.Moubatin_1-like_2
Oparkeri .Moubatin-like_3
Oparkeri.Saliv_Secr_Lipocalin
Oparkeri .Moubatin-like_1
Amonolakensis.Monomine
Areflexus.Arg-r_1
Amonolakensis.Monotonin
Amonolakensis.AM-182

Omoubata.TSGP1
Osavignyi.TSGP1

Oparkeri .Moubatin_1-like_ 2
Oparkeri .Moubatin-like_3
Oparkeri.Saliv_Secr_Lipocalin
Oparkeri .Moubatin-like_1
Amonolakensis.Monomine
Areflexus._Arg-r_1
Amonolakensis.Monotonin
Amonolakensis.AM-182

Omoubata.TSGP1
Osavignyi.TSGP1

Oparkeri .Moubatin_1-like_2
Oparkeri .Moubatin-like_3
Oparkeri.Saliv_Secr_Lipocalin
Oparkeri .Moubatin-like_1
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Omoubata.TSGP1

Osavignyi .TSGP1
Oparkeri.Moubatin_1-like_2
Oparkeri .Moubatin-like_3
Oparkeri.Saliv_Secr_Lipocalin
Oparkeri .Moubatin-like_1
Amonolakensis.Monomine
Areflexus.Arg-r_1
Amonolakensis.Monotonin
Amonolakensis.AM-182

1 2
NQRGKGCL--GSTAASVAVFGKDGSAGSAT IGYSYLVKTTYTDEHSCVY I
--GPDGCV--GSTEAKVAVFGEGGNAGSPTIGYSYLVKTTYPDEHACVY1
————— ACNT-GPIDATKS I IGPGS-------GKYYLLKSTYKDEKLCLYV
————— ACNT-GSIDATKS I IGPGK-------GKYYLLKSTYEDEKSCLYV
————— ACNT-GPFDAKRS I IGPGK-------GEYYLARSTYEQNISCLYV
————— ACVD-GPYSAEKSVFGPGS-------GKYYLVKSTYPNENDCVYV
---QQQCD---TVSAWQSLRGPGT-=----- GGYYLFKTTEGGKTDCTYV
—----DDCS--GKTDAWTS IKGPKT-===--~ GGYWLKQTTKTGENECTYV
---SAPCNFNGPFQAWRSVNGPGS----~--~ GGYYMVKTTDPQTPDCPYV
---SAQCDFGGPFQAYKSVNGPGN-—-—-—-—— GGYYLRKTTKPGTPECAYV

LPPHGQKDNEGRYPYYMGYKDEGNQWKKINGT ITIQGSNISDNDP-DYGQ
LPPYGTADASGRYPYRMGYKDSNDQWVKLDGKIKTEGSKI IDNDP-EYGD
EARPQGTSFPAPYP--FGYKEGD-QWVSKTGTVNGQGAN I IDNDD-EFGE
EARPQGTSFPAQYP--FGYKEGD-KWVSKTGTVNGQGAN I IDKDD-EFGE
VPPPEGTEFPA1YP--FGYKEGN-KWVQKNGTVNGEGPN I IDSDA-GFGV
VPPPKGSQFPAKYP--FGFKQSDGTWYSGTGEVNVDGPN I LDKDE-KYGQ
KG-SNFNDAAQTATYTYGNLGSGNQLTQQTASASISGNAIVVGTD----~
KG-TDFKENTKTATYTYGYKDASGKLTKTTGTATAKGSD IVVGSD—-----
LVPRTRLTEGDAVEFTYGSLEDG-ELTRRTATVSGQGSNIVVTGG--DNP
LVPQNTLSEGQSTSFTYGKLQNG-QMIQLTATVTVNGDKIEVTGAGQDLS
*

*  x

3
TVTTVLYTHLDGGCDVTTFQGATGNNNVGGPYLELWYHSGASQ-FA--LE
TVTTVLYTHLGGGCDVTLFEGQKGQSKVQGPFLELWYHSGASE-ES--MR
TNTTLVYSDYK-VCDVGLFRGD----KVGGPHVELWKHSDADE-NSADYK
TNTTLVYSDYK-VCDVGLFHGA----KVGGPHVELWKHSDADE-NSAEFK
TNTTLVYSDYK-ECDVGLFHGE----KVGGPYVELWKHSDAKK-GSEGLK

TNTTLVYSDYK-DCDVGLFHG----- SVGGPHVELWRHSSADE-NGDGFK

-HSEVLYSDGS-TCDVVR-LNG--------~- QIELWIHSSATSNTGNLNS

~TSTVIYTDGK-TCDVVK-HGG--------~ HTELWVHSSKTS--GGYNN

GTTTLIFSDYQ-TCDVVRGPTG-———————- GYELWVHADNVH--DSSHG

GTTTVLFSDYR-SCDVMRGPDG-======-- NYELWVHSSAIN--LQSYG
- ttoo. E E *:-

13 2

CCKGEFEKQLKNFKS--TDVREIN-QGCNYADVIEQKS 181

CCEEEFRKNLK--EG--TAVRKVN-KNCDYGDVA---- 171
CCTHRYEEELQAQGK-KSQVREIG-KGCDYPK-———-- 157
CCKDVYEEELKGRKK-QSQDRE IS-KDCDYPK-==--- 157
CCQKYFRKELEKQGKSKTDFKRVD-KNCKYPA-———-- 158
CCKEKFEEELKKQKK-ESDVKDVGGQKCDYPNTK---- 160
CCTDKFNQEKGSRPE----- HVVYRSTCPNLPQ----- 147
CCDKKFTETRGSTPA----- NEVYK-KCPGMP------ 143
CCDTKFYQVTGGNGI ----~- RDVYQETCPPLPTQ---- 154
CCDTKFAQVAGGRPI----- HHTWQTYCPPLPRQ---- 156
Kk - - *
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32
32
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Figura 3. Alineamiento de OmTSGP1 (HM481814.1) y las lipocalinas de argasidos que conservan el
motivo BAB: TSGP1 de O. savignyi (AAN76828.1); “moubatin 1-like 2” (ABR23399.1), “moubatin like 3”
(ABR23414.1), “salivary secreted lipocalin” (ABR23443.1) y “moubatin like 1” (ABR23347.1) de O.

parkeri; monomina

(ABI52634.1),

monotonina

(ABI52654.1) y AM-182 (ABI52694.1) de A.

monolakensis y Arg r 1 (CAG26895.1) de A. reflexus. Los aminoacidos conservados se sefialan con un
asterisco, las sustituciones conservativas con dos puntos y las semi-conservativas con uno. Las 6
cisteinas conservadas se han marcado en rojo y los 3 puentes disulfuro tedricos (predichos a partir de
las estructuras de TSGP1 de O. savignyi y monomina) se han sefialado con pares de nimeros sobre los
residuos de cisteina implicados. El motivo BAB se ha destacado en amarillo y muestra un patrén
altamente conservado: CDVX;.;;ELWX;,.45C. Se incluye también el porcentaje de identidad de
secuencia primaria entre OmTSGP1 y las otras 9 lipocalinas.
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En el alineamiento se observa que estas 10 lipocalinas muestran una identidad de
secuencia primaria relativamente baja (entre el 17 % y 32 %), excepto las dos TSGP1 ortdlogas
(65 %). No obstante, todas ellas conservan un patréon muy similar en el motivo BAB (CDVX;.
17ELWX1,.45C), asi como los seis residuos de cisteina implicados en la formacion de los puentes
disulfuro que son caracteristicos de las lipocalinas unidoras de aminas biogénicas (Mans et al.,
2008).

Partiendo del anterior alineamiento se llevé a cabo un analisis filogenético de las
secuencias, que mostrd que estas proteinas se agrupan en dos clados bien definidos, los cuales
se corresponden, respectivamente, con los géneros Argas y Ornithodoros (Figura 4).

100 Oparkeri.Moubatin 1-like 2 (149287000)
% {Oparkeri.Moubatin-like 3 (149287030)
7 Oparkeri.Saliv Secr Lipocalin (149287088)
100 Oparkeri.Moubatin-like 1 (149286896)
| Omoubata. TSGP1
10— Osavignyi. TSGP1 (25991387)

81 Amonolakensis.Monomine (114152936)
Areflexus.Arg-r 1 (58371884)

Amonolakensis.Monotonin (114152976)
99 Amonolakensis.AM-182 (114153056)

0.1

Figura 4. Filograma obtenido a partir del alineamiento multiple de las 10 lipocalinas
incluidas en la figura 3. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
Poisson (10.000 bootstraps) y los nimeros en los nodos indican el porcentaje de fiabilidad
de las ramificaciones.

Los modelos de estructura secundaria y terciaria de TSGP1 de O. moubata y de O.
savignyi se obtuvieron en el servidor Phyre2 y se compararon entre si.

El alineamiento de ambas TSGP1 mostré que los residuos conservados se encuentran
precisamente en las zonas mas ordenadas de ambas moléculas, que son las implicadas en la
formacién de la estructura secundaria (Figura 5).

En cuanto a los modelos tridimensionales (3D) proporcionados por Phyre2 para ambas
TSGP1, el mas preciso (100 %) fue el proyectado a partir de la estructura 3D del complejo AM-
182/serotonina y en segundo y tercer lugar, respectivamente, los proyectados a partir de los
complejos arg-r-1/histamina (100 %) y monomina/histamina (99,9 %).

Los modelos basados en el complejo AM-182/serotonina mostraron que ambas TSGP1
poseen una estructura 3D muy similar entre si y, a la vez, similar a la estructura 3D tipica de las
lipocalinas, consistente en una estructura en barril formado por 8 laminas B anti-paralelas y
una hélice a, C-terminal, plegada contra el lateral del barril al cual confiere mayor estabilidad
(Figura 6).
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Figura 5. Alineamiento de las TSGP1 de O. moubata y O. savignyi mostrando la prediccién de
estructura secundaria. Los aminoacidos conservados se sefalan con un asterisco, las
sustituciones conservativas con dos puntos y las semi-conservativas con uno. Las hélices a se
indican en amarillo y las laminas B en azul. Las cisteinas involucradas en cada uno de los tres
puentes disulfuro se han unido mediante una linea.

Vision vertical

Vision lateral

O. moubata

Figura 6. Modelos tridimensionales (de cinta y de prediccién de superficie) de la TSGP1 de
0. moubata y de O. savignyi mostrando la estructura en barril B, tipica de las lipocalinas.
Los aminoacidos que forman el motivo de unién a aminas biogénicas se localizan en el
interior del barril y se han coloreado de rojo. Los 4 modelos de la izquierda muestran el
barril en visidn lateral y los modelos de la derecha lo muestran en visidn vertical hacia el
interior de la cavidad de unién a aminas biogénicas.
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1.3. Expresion y purificacion de la proteina OmTSGP1 recombinante truncada, sin péptido
senal, en el vector pQE-30.
El vector pQE-30 expresa la proteina recombinante unida a un péptido de 9 aa (His-
tag), que incluye 6 histidinas en su extremo amino terminal, de modo que puede purificarse
mediante cromatografia de afinidad en resinas cargadas con niquel.

Para los ensayos de utilidad diagnodstica (llevados a cabo por ELISA) se expresé la
version madura de la proteina, sin péptido sefial (rtOmTSGP1), en lugar de la proteina
completa, porque dicha versidon representa mejor al antigeno nativo maduro inoculado al
hospedador con la saliva y porque, ademas, en pruebas previas de expresiéon y purificacion, el
rendimiento de la version truncada fue significativamente mayor que el de la proteina
completa.

En las condiciones utilizadas en nuestros experimentos, la rtOmTSGP1 se expresd
100 % insoluble, por lo que antes de purificarla fue necesario solubilizarla incluyendo urea 8 M
en el tampodn de lisis, la cual fue retirada progresivamente durante el proceso de purificacion.

Una vez purificada, la tOmMTSGP1 migré en los geles de poliacrilamida como una Unica
banda de 21 kDa, en correspondencia con el peso molecular tedrico estimado (21,2 kDa) para
la proteina de fusion (rtOmTSGP1 + His-tag).

El rendimiento final de la expresién y purificacién de esta proteina fue de 3,1 mg de
proteina por litro de cultivo, frente los 0,23 mg/L de la proteina completa obtenido en las
pruebas previas.

Noinducido Inducido 8M urea
PM S P S P S P rtOmTSGP1
150 - * - ——1]

100 -

75 - —

50 - —

37-

25 - w————

20 -

Figura 7. Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de Coomassie. Se muestra el
sobrenadante (S) y sedimento (P) del lisado celular antes y después de la induccidn con
IPTG, asi como el sobrenadante y sedimento después de solubilizar la muestra con urea
8 M. rtOmTSGP1, proteina recombinante purificada. PM, marcador de pesos moleculares
con valores expresados en kDa.
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1.4. Utilidad de la rtOmTSGP1 como herramienta diagndstica.

La especificidad y sensibilidad de la rtOmTSGP1 en la deteccidén de anticuerpos anti-O.
moubata se compard con las del SGE enfrentando ambos antigenos por ELISA con un panel de
172 sueros porcinos bien definidos, clasificados en 10 grupos de acuerdo con su origen vy
especificidad. En concreto, se analizaron 18 sueros positivos anti-O. moubata distribuidos en
seis grupos de tres sueros por grupo: respuesta primaria, secundaria y residual frente a ninfas-
1 de 0. moubata y respuesta primaria, secundaria y residual frente a adultos de O. moubata. El
resto fueron 154 sueros negativos anti-O. moubata distribuidos en cuatro grupos: 27 sueros
frente a O. erraticus, 8 sueros frente a otros ectoparasitos, 21 sueros negativos experimentales
y 100 sueros de campo negativos.

Las DO obtenidas con los distintos sueros sobre ambos antigenos se transformaron en
indices seroldgicos (IS) y se analizaron mediante las correspondientes curvas ROC (Figura 8 y
Tabla 1)

Sensibilidad

rtOmTSGP1
—— SGE

T T T
00 02 04 06 08 1)

1 - Especificidad

Figura 8. Curvas ROC resultantes del analisis de la eficacia diagndstica de los antigenos
rtOmTSGP1 y SGE para la deteccion de anticuerpos anti-O. moubata mediante ELISA.

Tabla 1. Anadlisis ROC de la eficacia diagndstica de los antigenos rtOmTSGP1 y SGE para la
deteccién de anticuerpos anti-O. moubata: area bajo la curva + error estandar (ABC + EE),
intervalo de confianza (IC), umbral de positividad/negatividad, sensibilidad, especificidad y
eficacia diagndstica de cada antigeno.

Antigeno ABC * EE IC (95%) Umbral Sensibilidad Especificidad Eficacia
(% 1S) (%) (%) diagndstica
rtOmTSGP1 0,998 + 0,002 0,000-1,000 7,53 100 99,4 99,70
SGE 0,971+ 0,012 0,948-0,999 14,57 100 91,5 95,75

Las curvas resultantes del analisis ROC mostraron un area bajo la curva mayor para la
rtOmTSGP1 (0,998) que para el SGE (0,971) y nos permitieron establecer el umbral de
positividad/negatividad en 7,53 % para rtOmTSGP1y 14,57 % para SGE.
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Utilizando esos umbrales, todos los sueros del grupo de negativos experimentales (n =
54) resultaron negativos con ambos antigenos. Sin embargo, de los 100 sueros del grupo de
negativos de campo, sélo uno resultd positivo frente a rtOMTSGP1 (99 % especificidad en este
grupo), mientras que 13 sueros de ellos resultaron positivos frente a SGE (87 % especificidad).
En conjunto, el ELISA con rtOmTSGP1 mostré un 100 % de sensibilidad y un 99,4 % de
especificidad (99,7 % de eficacia diagndstica), mientras que el ELISA con SGE mostré un 100 %
de sensibilidad y un 91,5 % de especificidad (95,75 % de eficacia diagndstica).

La tabla 2 muestra la media £ desviacién estdndar de los indices serolégicos obtenidos
con rtOMmTSGP1 y con el SGE en los distintos grupos de sueros analizados.

En lineas generales, el SGE proporcioné valores de IS mas altos que la rtOmTSGP1 con
todos los grupos de sueros excepto con dos, los positivos de respuesta secundaria y de
respuesta residual frente a adultos de 0. moubata.

Las diferencias en el valor de IS con SGE y rtOmTSGP1 fueron muy significativas en todos
los grupos de sueros negativos (p < 0,01) mientras que en los grupos de sueros positivos las
diferencias fueron menos significativas (p < 0,05) o insignificantes.

Por ultimo, cabe destacar que todos los grupos de sueros negativos mostraron una
reactividad similar con rtOmTSGP1 (IS medio en torno al 2 %) mientras que su reactividad
frente a SGE fue muy variable entre grupos, alcanzandose en alguno de estos grupos, como los
sueros anti-ectoparasitos y sueros de campo negativos, un IS medio de hasta el 10 %.

Tabla 2. indice serolégico (media * desviacién estandar; IS + DE) obtenido en los distintos grupos
de sueros con los antigenos rtOmTSGP1 y SGE. Para cada grupo de sueros se incluyen: el valor de
p resultante de la comparacién de los IS entre ambos antigenos y el nUmero de sueros positivos y
negativos (+/-) obtenidos con cada antigeno (rtOmTSGP1 y SGE) tras aplicar el umbral de
positividad seleccionado e indicado en |a tabla 1.

rOmTSGP1 SGE
Sueros (n) Valor P
IS + DE +/- IS + DE +/-
Primaria anti-ninfas-1 O. moubata (3) 10,26 +1,01  3/0 17,12+1,21 3/0  0,022*
Secundaria anti-ninfas-1 0. moubata (3) 53,17 +1,94  3/0 88,75 + 7,95 3/0 0,018*
Residual anti-ninfas-1 O. moubata (3) 10,30+ 1,31 3/0 18,77 + 0,43 3/0 0,012*
Primaria anti-adultos O. moubata (3) 23,79 +1,51 3/0 28,47 +2,98 3/0 0,168
Secundaria anti-adultos O. moubata (3) 95,79 + 3,79 3/0 94,75 +5,11 3/0 0,777
Residual anti-adultos O. moubata (3) 38,30+5,51 3/0 33,14 + 3,18 3/0 0,412
Positivos anti-O. moubata (18) 38,60+30,7 18/0 46,84 +33,40 18/0 0,026*
Anti-O. erraticus (27) 2,84+1,11 0/27 6,79 + 1,53 0/27  0,000**
Anti-ectoparasitos (6) 2,18 +0,72 0/6 10,25 + 0,97 0/6 0,000**
Negativos experimentales (21) 1,99 +1,25 0/21 3,60+ 1,85 0/21  0,003**
Negativos de campo (100) 1,70 £1,51 1/99 10,14 + 6,17 13/87 0,000**
Negativos anti-O. moubata (154) 1,96+1,44 1/153 8,67 + 5,58 13/141 0,000**
*<0,05
** p < 0,01
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OBJETIVO 2.
ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA SALIVA DE O. MOUBATA.

2.1.0btencidn de saliva: reproducibilidad y composicion de las muestras.
La saliva se obtuvo por separado a partir de distintos lotes de machos y de hembras tras
inducir su secrecion con pilocarpina o con dopamina.

Con pilocarpina se obtuvieron cantidades de proteina salival muy similares en todos los
lotes de garrapatas del mismo sexo. Para las hembras un promedio de 1,14 pg/ulL (44 ug por
ejemplar) y para los machos un promedio de 0,77 pg/uL (31 ug por ejemplar).

La reproducibilidad entre lotes se comprobd analizando por SDS-PAGE la composicion de
varios lotes de saliva de machos y hembras seleccionados al azar. En dichos lotes se observo
que los perfiles de bandas eran practicamente idénticos entre los procedentes de un mismo
sexo, pero notablemente diferentes entre lotes de sexos distintos. En el caso de las hembras,
se observaron unas 20 bandas de muy distinta intensidad, con pesos moleculares entre 15y
150 kDa; las bandas mas intensas se encontraban todas entre los 20 y 25 kDa. En la saliva de
los machos se pudieron observar hasta 36 bandas, también de intensidad muy variable, y
tamarios entre 15 y 300 kDa. De ellas, las mas intensas se encontraron a nivel de los 100, 37 y
20-25 kDa (Figura 9A).

Para comprobar si el agente inductor de la secreciéon influia en la composicion de la
saliva, varios lotes adicionales de adultos de ambos sexos fueron estimulados con dopamina,
observandose que los perfiles de bandas de estas muestras eran bdsicamente iguales a los de
la saliva obtenida con pilocarpina (Figura 9B).

Saliva Saliva

PM (kDa) Saliva hembras Saliva machos PM (kDa) hembras machos
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Figura 9. Geles de poliacrilamida en gradiente 5-20 % tefiidos con plata. (A) Muestras de
varios lotes de saliva de hembras y machos obtenidos mediante estimulacion con
pilocarpina. (B) Lotes adicionales de saliva de hembras y machos obtenidos mediante
estimulacidon con dopamina. PM, marcador de pesos moleculares.

La cantidad de proteina salival obtenida con dopamina fue, sin embargo,
notablemente inferior a la obtenida con pilocarpina: 0,33 pg/uL en los lotes de hembras
(9,9 ug de proteina por ejemplar) y 0,25 pg/uL en los lotes de machos (7,5 pug por ejemplar).
Puesto que la estimulacién con pilocarpina proporcionaba un mayor rendimiento, se utilizé
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rutinariamente este procedimiento para obtener la cantidad de proteina salival que
consideramos necesaria (al menos unos 3 mg de cada sexo).

2.2.Ecualizacidn de la saliva.

Con objeto de posibilitar la deteccidon e identificacion de las proteinas minoritarias, la
saliva fue concentrada y ecualizada. En total se ecualizaron unos 2,5 mg de proteina salival de
cada sexo, recuperandose 78 ug de proteina de hembras y 96 pg de proteina de machos en las
correspondientes fracciones de saliva ecualizada. Como era previsible, la ecualizacion
incremento el nimero y la intensidad de las bandas en la saliva de machos y en la de hembras,

generandose perfiles mas complejos que, sin embargo, mantenian las diferencias entre sexos
(Figura 10).

Saliva hembras Saliva machos
PM (kDa) nativa ecu nounida nativa ecu nounida
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Figura 10. Geles de poliacrilamida en gradiente 5-20 % tefiidos con plata. Saliva de
hembras y machos antes de la ecualizacién (nativa) y fracciones obtenidas tras la
ecualizacidn: saliva ecualizada (ecu) y fraccidén de proteina no retenida por la columna de
hexa-péptidos utilizada en la ecualizacion (no unida). PM, marcador de pesos moleculares.

2.3. Analisis protedmico “off-gel”
2.3.1. Nimero de proteinas identificadas mediante LC-MS/MS en la saliva nativa y
ecualizada de ambos sexos.

Tras la digestidon con tripsina y la espectrometria de masas LC-MS/MS, las busquedas
mediante Mascot en la base de datos EST acari recuperaron, en conjunto para las cuatro
muestras analizadas (saliva nativa y ecualizada de hembras y de machos), un total de 278
secuencias, 187 de las cuales pudieron ser identificados. Para las 91 restantes (33 %), el anélisis

BLAST no encontré homologia con ninguna secuencia conocida, por lo que se anotaron como
no identificados.
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Las busquedas mediante Protein Pilot en la base de datos NCBInr proporcionaron 154
identificaciones adicionales. En conjunto, ambos tipos de busquedas permitieron identificar un
total de 341 proteinas. Una vez eliminadas las redundantes, el total de proteinas Unicas
identificadas en machos y hembras fue de 193.

En la tabla 3 se detallan el nimero de proteinas identificadas y el nimero de
identificaciones no redundantes para cada una de las muestras de saliva. Las proteinas
identificadas simultdaneamente en la saliva nativa y ecualizada del mismo sexo (3 en hembras y
11 en machos) se contaron sélo una vez y se anotaron en las muestras de saliva nativa. De este
modo, las proteinas anotadas en la correspondiente muestra ecualizada fueron siempre
identificaciones adicionales.

Como resultado, identificamos 118 proteinas en la saliva de las hembras (el 69,5 % de
ellas después de la ecualizacidn) y 85 proteinas en la saliva de machos (el 40 % después de la
ecualizacion). De acuerdo con estos resultados, la ecualizacién incrementé el numero de
proteinas identificadas en un 228 % en las hembras y en un 67 % en los machos.

De las 193 proteinas diferentes identificadas, solo 10 se encontraron simultdneamente
en la saliva de machos y hembras, confirmando las diferencias en la composicién observadas
en el andlisis por SDS-PAGE (Figura 9).

|II

Tabla 3. Niumero de proteinas identificadas en el andlisis “off-gel” de la saliva de O. moubata.

Saliva hembras Saliva machos Ambos
Sexos
Base de_ datos Nativa Ecualizada Nativa Ecualizada Total
(algoritmo)
Secuencias recuperadas 65 81 77 55 278
EST_acari Secuencias no o o o o o
(Mascot) identificadas (%) 37(57%) 26(33%) 18(23%) 10 (18 %) 91 (33 %)
Proteinas identificadas 28 55 59 45 187
NCBIn!'_m_etazoa Proteinas identificadas 17 52 45 40 154
(Protein Pilot)
Total proteinas identificadas 45 107 104 85 341
R Proteinas no redundantes 36 82 51 34 203
EST_acari + i
NCBInr_metazoa Proteinas no redundantes en 118 85 )
cada sexo
Total no redundantes - - 193

2.3.2. Descripcidon y clasificacion de las proteinas identificadas en la saliva de
hembras y machos de O. moubata.

Tras llevar a cabo el analisis bioinformatico y la anotacién funcional de las proteinas
identificadas, dichas proteinas se clasificaron en dos grandes categorias, las secretadas vy las
intracelulares o “housekeeping”, y dentro de éstas categorias en distintos grupos segun su
funcidon molecular -real o tedrica- o su pertenencia a una determinada familia proteica. Las
tablas 4 y 5 muestran, respectivamente, el resultado de dicha clasificacién en hembras y
machos; la figura 11 resume el contenido de ambas tablas.
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Tabla 4. Proteinas identificadas en muestras de saliva nativa y ecualizada de hembras de Ornithodoros moubata mediante el andlisis protedmico “off-gel”. Las
proteinas se clasificaron como secretadas o intracelulares/housekeeping y, dentro de estas categorias, en distintos grupos de acuerdo con su funcion o pertenencia
a familias proteicas. Dentro de cada grupo, las proteinas se han ordenado en funcién del “score” asignado por el algoritmo de busqueda. Los valores de “score” sin
decimales corresponden a las identificaciones mediante MASCOT vy los valores con decimales a las identificaciones mediante Protein Pilot. PN, nimero de péptidos
singulares identificados. emPAl, indice de abundancia proteica modificado exponencialmente suministrado por MASCOT. % emPAl, abundancia relativa en la
muestra calculado dividiendo el valor de emPAIl de cada proteina por la suma de todos los valores de emPAi de las proteinas de esa muestra y multiplicando por
100. PM, peso molecular en kDa segun la prediccidn en Uniprot (www.uniprot.org). Signal P, presencia de sefiales de secrecion clasica. Secretome P, prediccion de
vias de secrecién no clasicas. TMH, nimero de hélices transmembrana. GPI", sitios potenciales para anclajes tipo GPI con indicacién del residuo aminoacidico
implicado. Las proteinas marcadas en azul son las identificadas sélo en la muestra de saliva ecualizada. Las proteinas sefialadas con un asterisco son las
identificadas en ambos sexos. La ultima columna (PAGE 1D) indica las proteinas que también fueron identificadas en el andlisis protedmico clasico, a partir de las
bandas extraidas de geles 1D (Figura 13).

PROTEINA g;’ Zﬂggg o ESPECIE SCORE PN  emPAl en:/; o PM SignalP Secrepmme Tg"::/ [(’2:.?«:'))
SECRETADAS (25)
Serina proteasas (3)
factor D-like protein (serine proteinase) AA012856.1 Dermacentor andersoni 89 3 - - 40,9 si
serine proteinase, putative XP_002409528.1 Ixodes scapularis 48 2 - - 26,4 1TMH
urokinase-type plasminogen activator XP_001848040.1 Culex quinquefasciatus 1,4 1 - - 28,1 Si Si
Lipocalinas (3)
TSGP1 * ADK94457.1 Ornithodoros moubata 537 79 3,66 89,92 21,7 Si Si Si
TSGP4 AAN76831.1 Ornithodoros savignyi 52 3 0,18 4,42 19,3 Si Si
moubatin * AAA29432.1 Ornithodoros moubata 13.66 13 0,23 5,65 18,8 Si Si Si
Inhibidores de proteasas (2)
thyropin precursor (cistatin) AAS01022.1 Ornithodoros moubata 172 12 - - 7,9 Si 1TMH Si
collagen alpha-3(VI) chain precursor NP_990865.1 Gallus gallus 1.35 1 - - 13,9 Si
Superfamilia rica en glicina (2)
glycine rich secreted salivary gland protein AAT75325.1 Ixodes scapularis 60 2 - - 31,7 Si Si

cement protein DAA34732.1 Amblyomma variegatum 51 3 - - 39,9 Si Si



Mucinas (2)

proteophosphoglycan, putative XP_002399267.1 Ixodes scapularis 56 3 21,9 Si
mucin-7, putative XP_002406133.1 Ixodes scapularis 48 3 23,6 Si
Nucleotidasas (2)
5'-nucleotidase/apyrase ABS30897.1 Ornithodoros savignyi 4,33 2 65,1 Si Si
5'-nucleotidase Ill (subfamily IE hydrolase) XP_311397.4 Anopheles gambiae 2 1 34,4
Relacionadas con la inmunidad (2)
alpha-2-macroglobulin precursor * AAN10129.1 Ornithodoros moubata 50,37 21 165,1 Si Si 1TMH Si
lectin 1 putative immunolectin (C-type lectin) AAV91436.1 Lonomia obliqua 2 1 60,3
Fosfatasas (1)
lysosomal acid phosphatase * XP_002410320.1 Ixodes scapularis 126 6 42,3 Si Si Si
Proteinas secretadas conservadas de
desconocida (8)
hypothetical protein XP_002399190.1 Ixodes scapularis 67 7 13,9 Si
secreted PAPA repeat protein DAA34610.1 Amblyomma variegatum 65 3 25,8 Si Si 1TMH
hypothetical secreted protein 108 DAA34554.1 Amblyomma variegatum 64 2 15,2 Si Si GPI121
secreted salivary gland peptide XP_002406260.1 Ixodes scapularis 61 2 25,0
secreted protein, putative XP_002408924.1 Ixodes scapularis 58 2 7,5 2 TMH
secreted protein, putative XP_002399632.1 Ixodes scapularis 55 3 20,6 Si Si
secreted protein, putative XP_002402709.1 Ixodes scapularis 52 2 38,3 Si
F-box/LRR-repeat protein, putative XP_002403227.1 Ixodes scapularis 48 2 45,3 Si
INTRACELULARES/HOUSEKEEPING (92)
Transduccion de sefales (14)
guanylate-binding protein XP_002408177.1 Ixodes scapularis 61 2 60,67 2TMH
cyclin-dependent kinase-2 interacting protein XP_002399373.1 Ixodes scapularis 59 6 24,07
toll, putative XP_002406802.1 Ixodes scapularis 58 7 41,69 1TMH
GDP-mannose 4,6-dehydratase NP_001134845.1  Salmo salar 56 2 47,65



hypothetical protein RhoGEF domain
phosphoenolpyruvate carboxylase kinase *
calumenin, putative

leucine rich repeat C-terminal domain
guanylate cyclase

mitogen-activated protein kinase 8

A-kinase anchor protein

GTPase-activating protein, putative.
7-transmembrane G-protein-coupled receptor *

amyloid beta A4 precursor protein-binding family A

Regulacion nuclear (13)

DNA double-strand break repair rad50 ATPase
zinc finger CCHC domain-containing protein 4-like
apoptosis-promoting RNA-binding protein TIA-1
core histone H2A/H2B/H3/H4

DNA repair protein RAD51/RHP55, putative
hypothetical protein

cell division cycle 2-like

RNA-binding protein musashi *

histone

recombination activating protein 1 (RAG1)
alphaA-crystallin-binding protein 1

TRAP-like ( trr-1) kinase

suppressor of sable

Sintesis, modificacion y transporte de proteinas (10)

glycosyltransferase
ATP-dependent RNA helicase DDX56

ribophorin

XP_001649435.1
XP_002413374.1
XP_002407941.1
XP_002133864.1
XP_001663219.1
NP_571796.1
AAD39150.1
XP_002426989.1
XP_002632572.1
XP_002914782.1

XP_002407401.1
XP_003411427.1
XP_002408889.1
XP_002399568.1
XP_002405184.1
XP_002108586.1
AAY66874.1

XP_002412054.1
XP_002413715.1
ABG47733.1

AAA98810.1

NP_001022032.1
XP_002099698.1

XP_002405751.1
NP_001231472.1
XP_002409944.1

Aedes aegypti

Ixodes scapularis

Ixodes scapularis
Drosophila pseudoobscura
Aedes aegypti

Danio rerio

Rattus norvegicus
Pediculus humanus
Caenorhabditis briggsae

Ailuropoda melanoleuca

Ixodes scapularis
Loxodonta africana
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Trichoplax adhaerens
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Glyptothorax trilineatus
Mus musculus
Caenorhabditis elegans

Drosophila yakuba

Ixodes scapularis
Sus scrofa

Ixodes scapularis

50

56

49
2,31

1,7
1,55
1,39
1,31

63
61
55
52
52
52
50
48
48
2,15
2
1,73
1,43

53
53
51
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205,78
61,04
40,12
202,84
70,17
44,14
254,35
178,86
92,86
37,51

59,64
59,46
35,47
15,33
38,31
119,74
11,33
28,82
24,36
43,97
288,34
465,55
147,23

40,08
61,32
68,44

Si
Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si

Si
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chaperonin containing TCP1, subunit 3 (gamma)

serine/threonine kinase NLK

cyclophilin B precursor

ADP ribosylation factor 79F *

SH2 domain binding protein (TPR superfamily).

probable rRNA-processing protein EBP2-like

Rab5 GDP/GTP exchange factor
Transportadores (10)

vitellogenin *

hemelipoglycoprotein precursor

hemelipoglycoprotein precursor

innexin inx3-like

nuclear pore complex protein nup98

ATP-binding cassette sub-family A member 3-like

Sec14p-like lipid-binding domain containing protein

Bestrophin-4

2-oxoglutarate/malate carrier protein-like

protein canopy homolog 1 precursor
Proteinas del citoesqueleto (5)

actin *

paramyosin, putative

microtubule-actin cross-linking factor 1-like

septin-1-like

dynein heavy chain, isoform C
Destoxificacion (5)

alcohol dehydrogenase, short chain

cytochrome P450

monooxygenase

XP_003415199.1
XP_001662367.1
XP_002410624.1
ABI52727.1
ACY44038.1
BAH71299.1
NP_055319.1

BAH02666.2
XP_002411431.1
XP_002411435.1
XP_003427733.1
XP_002415833.1
XP_001947916.2
XP_002404368.1
ABG02138.2

XP_002610854.1
NP_001088889.1

BAE46505.1
XP_002407400.1
XP_003454660.1
XP_003493686.1
NP_001163759.1

XP_002406421.1
XP_002434947.1
XP_002412032.1

Loxodonta africana
Aedes aegypti
Ixodes scapularis
Argas monolakensis
Abacion magnum
Acyrthosiphon pisum

Homo sapiens

Ornithodoros moubata
Ixodes scapularis

Ixodes scapularis
Nasonia vitripennis
Ixodes scapularis
Acyrthosiphon pisum
Ixodes scapularis
Drosophila melanogaster
Branchiostoma floridae

Xenopus laevis

Ornithodoros moubata
Ixodes scapularis
Oreochromis niloticus
Bombus impatiens

Drosophila melanogaster

Ixodes scapularis
Ixodes scapularis

Ixodes scapularis

50
50
48
48
1,7
1,6

1,5

735
65
58
52
49
48
48

1,57

1,32

1,32

87
63
60
59
2.4

71
61
61

N W NN

PR, N W N

=W N W o

60,59
36,28
21,47
20,58
19,37
33,39
79,37

205,06
56,24
177,66
44,76
146,05
197,53
80,58
64,06
34,32
20,71

41,84
56,83
855,23
41,09
580,46

25,76
60,22
65,82

Si

Si

Si

Si

Si
Si
Si
Si
4TMH
Si
14 TMH
5TMH
1TMH
Si
Si
2 TMH
Si



sulfotransferase, putative
short-chain dehydrogenase
Magquinaria del proteasoma (5)
goliath E3 ubiquitin ligase-like
ubiquitin protein ligase
ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase
F-box and WD domain protein
E3 ubiquitin-protein ligase hyd
Transcripcion (4)
conserved hypothetical protein
PR domain zinc finger protein 2-like
Elav-like family member 6-like
chromodomain helicase-DNA-binding protein 3
Metabolismo energético (4)
electron transfer flavoprotein subunit alpha
cytochrome C oxidase subunit Va
phosphorylase kinase gamma subunit
acyl-CoA synthetase
Metabolismo de nucleétidos y carbohidratos (3)
glucosamine-fructose-6-P- aminotransferase
adenine phosphoribosyltransferase isoform b
Adenosine/AMP deaminase
Matriz extracellular y adhesion (2)
ankyrin repeat domain-containing protein

precollagen-NG

XP_002412156.1
EAT45862.1

XP_966546.1
XP_002414996.1
XP_002636074.1
XP_002406691.1
NP_524296.2

XP_002407059.1
XP_002925632.1
XP_002919757.1
XP_001846200.1

XP_624102.1
XP_002409979.1
XP_002400416.1
XP_002408024.1

XP_765503.1
NP_001025189.1
AAD52851.1

XP_003486678.1
AAM34599.1

Ixodes scapularis

Aedes aegypti

Tribolium castaneum
Ixodes scapularis
Caenorhabditis briggsae
Ixodes scapularis

Drosophila melanogaster

Ixodes scapularis
Ailuropoda melanoleuca
Ailuropoda melanoleuca

Culex quinquefasciatus

Apis mellifera
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis

Ixodes scapularis

Theileria parva
Homo sapiens

Glossina morsitans

Bombus impatiens

Mytilus galloprovincialis

49

56
51

1,6
1,43

61
1,91
1,7
1,52

57
55
54
50

49
1,87
1,4

48
2,03
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31,23
37,61

52,08

19,72

46,20

58,09
318,88

28,36
186,30
49,89
223,88

35,38
17,46
44,78
47,34

90,38
14,55
58,22

23,736
79,251
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Si
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Conservadas de funcion desconocida (17)

hypothetical protein XP_002409579.1 Ixodes scapularis 66 3 21,07 Si

conserved hypothetical protein XP_002429027.1 Pediculus humanus 60 2 134,22 Si

conserved hypothetical protein XP_002399363.1 Ixodes scapularis 57 3 21,58 Si

conserved hypothetical protein XP_002411579.1 Ixodes scapularis 57 3 66,55

hypothetical protein XP_002411365.1 Ixodes scapularis 57 2 13,18 2 TMH
hypothetical protein XP_002402844.1 Ixodes scapularis 57 2 24,48 4 TMH
hypothetical protein XP_002412482.1 Ixodes scapularis 54 3 23,48

hypothetical protein XP_002401289.1 Ixodes scapularis 52 2 10,88

hypothetical protein XP_002433579.1 Ixodes scapularis 52 2 12,68

hypothetical protein XP_002408728.1 Ixodes scapularis 51 4 6,24 Si

RING finger motif (Zinc finger) containing protein XP_002405290.1 Ixodes scapularis 51 2 16,16

hypothetical protein XP_002433647.1 Ixodes scapularis 50 3 12,82

conserved hypothetical protein XP_002406269.1 Ixodes scapularis 48 2 10,40

uncharacterized protein XP_002100206.1 Drosophila yakuba 2,25 1 89,55 Si Si
retrotransposon-like 1 NP_001127830.4  Sus scrofa 2,04 1 153,28 1TMH
acetylcholinesterase, putative XP_002409706.1 Ixodes scapularis 1,7 1 51,14

uncharacterized XP_002095878.1 Drosophila yakuba 1,31 1 29,53 Si

DEL HOSPEDADOR (1)
serum albumin NP_001075813.1  Oryctolagus cuniculus 9,47 4 68,9 Si Si




Tabla 5. Proteinas identificadas en muestras de saliva nativa y ecualizada de machos de Ornithodoros moubata mediante el analisis protedmico “off-gel”. Las
proteinas se clasificaron como secretadas o intracelulares/housekeeping y, dentro de estas categorias, en distintos grupos de acuerdo con su funcion o pertenencia
a familias proteicas. Dentro de cada grupo, las proteinas se han ordenado en funcién del “score” asignado por el algoritmo de busqueda. Los valores de “score” sin
decimales corresponden a las identificaciones mediante MASCOT vy los valores con decimales a las identificaciones mediante Protein Pilot. PN, niUmero de péptidos
singulares identificados. emPAl, indice de abundancia proteica modificado exponencialmente suministrado por MASCOT. % emPAl, abundancia relativa en la
muestra calculado dividiendo el valor de emPAIl de cada proteina por la suma de todos los valores de emPAi de las proteinas de esa muestra y multiplicando por
100. PM, peso molecular en kDa segun la prediccidn en Uniprot (www.uniprot.org). Signal P, presencia de sefiales de secrecion clasica. Secretome P, prediccion de
vias de secrecién no clasicas. TMH, nimero de hélices transmembrana. GPI", sitios potenciales para anclajes tipo GPI con indicacién del residuo aminoacidico
implicado. Las proteinas marcadas en azul son las identificadas sélo en la muestra de saliva ecualizada. Las proteinas sefialadas con un asterisco son las
identificadas en ambos sexos. La ultima columna (PAGE 1D) indica las proteinas que también fueron identificadas en el andlisis protedmico clasico, a partir de las
bandas extraidas de geles 1D (Figura 13).

. NUMERO DE % Signal Secretome TMH/ PAGE 1D
PROTEINA ACCESO ESPECIE SCORE PN emPAl emPAI PM P p GPI (Fig. 13)

SECRETADAS (20)

Serina proteasas (2)
trypsin-like serine protease XP_002413603.1 Ixodes scapularis 51 3 - - 26,58 Si
cationic trypsinogen precursor AAA30900.1 Canis spp. 1,92 1 - - 26,17 Si Si
Otras peptidasas (2)
similar to ADAM metallopeptidase XP_002168387.1 Hydra magnipapillata 2 1 - - 58,10 Si 2 TMH
angiotensin-converting enzyme XP_001659916.1 Aedes aegypti 2 1 - - 70,14
Lipocalinas (2)
TSGP1 * ADK94457.1 Ornithodoros moubata 349 43 2,17 29,60 21,71 Si Si Si
moubatin * AAA29432.1 Ornithodoros moubata 9,65 10 0,1 1,36 18,82 Si Si Si
Relacionadas con la inmunidad (2)
alpha-2-macroglobulin precursor * AAN10129.1 Ornithodoros moubata 61 2 - - 165,07 Si Si 1TMH Si
hemolin, putative XP_002407721.1 Ixodes scapularis 50 4 - - 29,79 Si
Superfamilia rica en glicina (1)

structural constituent of cuticle, putative ~ XP_002410255.1 Ixodes scapularis 69 2 - - 51,18 Si Si



Mucinas (1)

mucin/peritrophin-like protein precursor ~ AAS01023.1 Ornithodoros moubata 2 1 - - 19,5 Si Si Si
Inhibidores de proteasas (1)

similar to serine proteinase inhibitor XP_002199473.1 Taeniopygia guttata 1,35 1 - - 43,44
Hidrolasas (1)

epoxide hydrolase 1 XP_001489035.1 Equus caballus 54 2 - - 52,51 Si
Fosfatasas (1)

lysosomal acid phosphatase * XP_002410320.1 Ixodes scapularis 65 3 0,1 1,36 42,33 Si Si Si
Proteinas secretadas conservadas de funcién desconocida (7)

unknown secreted protein DS-1 AAS94229.1 Ornithodoros moubata 137 3 - - 38,8 Si

unknown secreted protein PK-26 AAS94230.1 Ornithodoros moubata 137 3 - - 39,0 Si

conserved hypothetical protein XP_002404867.1 Ixodes scapularis 91 2 0,11 1,50 18,83 Si

fasciclin domain-containing protein XP_002399918.1 Ixodes scapularis 59 2 - - 37,56 Si Si

hypothetical protein XP_002402150.1 Ixodes scapularis 58 3 - - 52,04 Si 5 TMH

secreted salivary gland peptide, putative ~ XP_002400957.1 Ixodes scapularis 54 2 - - 16,16 Si Si 6 TMH

salivary gland peptide, putative XP_002412511.1 Ixodes scapularis 50 2 0,08 1,09 28,94 Si Si 4 TMH Si
INTRACELULARES/HOUSEKEEPING (63)
Sintesis, modificacion y transporte de proteinas (10)

arginine kinase NM_001104086.1 Drosophila melanogaster 213 5 0,29 3,95 351’9{ Si

HSP70 family member BK007244.1 Amblyomma variegatum 69 3 - - 56,19 Si

protein folding, similar to HSP90 XM_002413104.1  Ixodes scapularis 62 4 - - 90,28

methionyl-tRNA synthetase, putative XM_002407084.1  Ixodes scapularis 60 3 - - 74,24

ADP ribosylation factor 79F * DQ886810.1 Argas monolakensis 60 2 - - 20,58

thioredoxin H2 protein, putative XM_002401871.1  Ixodes scapularis 54 2 - - 24,14 Si Si

endophilin A, putative XM_002423258.1  Pediculus humanus 53 2 - - 40,17 Si

3D7 sec-1 family protein XM_001352180.1  Plasmodium falciparum 51 2 - - 135,98 Si



40S ribosomal protein SA

microtubule affinity-regulating kinase 1

glycogen phosphorylase, putative
triosephosphate isomerase
ptm1, putative

imidazolone-5-propionate hydrolase

glycine/serine hydroxymethyltransferase

fatty acyl-CoA elongase, putative
triosephosphate isomerase

arylformamidase (esterase-lipase)

Metabolismo energético (6)

GAPDH

fructose 1,6-bisphosphate aldolase
enolase

glyoxylate/hydroxypyruvate reductase

pyruvate kinase

NADH-ubiquinone oxidoreductase 24
kDa

Transduccién de sefiales (5)

seven transmembrane receptor

phosphoenolpyruvate carboxylase
kinase *

RAS family protein, putative

agouti-related protein

7-transmembrane G-protein-coupled
receptor *

Proteinas del citoesqueleto (3)

beta-actin

actin *

EF633966.1
BC072186.1

Metabolismo de lipidos, nucleotidos y carbohidratos (8)

XP_002408095.1
XP_002411305.1
XP_002436068.1
XP_002413459.1
XP_002400747.1
XP_002434209.1
XP_002166707.1
EEC09597.1

ACH88101.1
XP_002411768.1
ADD91327.1
XP_002407150.1
XP_002407464.1

XP_002424632.1

XP_002436127.1
XP_002413374.1

XP_002433782.1
AAG09464.1

XP_002632572.1

ABP01547.2
BAE46505.1

Ornithodoros parkeri

Xenopus laevis

Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Bombyx mori

Ixodes scapularis

Dermacentor variabilis
Ixodes scapularis
Ornithodoros moubata
Ixodes scapularis

Ixodes scapularis

Pediculus humanus

Ixodes scapularis
Ixodes scapularis

Ixodes scapularis

Sus scrofa

Caenorhabditis briggsae

Dermacentor variabilis

Ornithodoros moubata

48

77
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55
54
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49

2,02
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255
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88,62

94,28
26,93
52,399
18,12
51,69
31,81
26,78

31,95

35,95
39,44
46,96
35,92
58,48

27,25

48,46
61,04

20,64
13,20

37,50
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41,84
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formin 1
Regulation nuclear (3)

RNA-binding protein musashi *

ATPase involved in DNA replication and
repair

DNA polymerase accessory subunit
Magquinaria del proteasoma(3)

ubiquitin C

polyubiquitin (WubiG)

COP9 signalosome complex subunit
Transportadores (3)

vitellogenin *

ferritin

Sugar phosphate exchanger 2
Transcripcion (2)

Insulin protein enhancer protein

isoform CRA_b (DNA integrase)
Destoxificacion (1)

nicotinate phosphoribosyltransferase

Matriz extracellular y adhesion (1)

opioid-binding protein/cell adhesion
molecule

Magquinaria de exportacién nuclear (1)
nucleoporin Nup37, putative
Conservadas de funcion desconocida (17)
zinc finger protein
WD repeat domain 33 (WDR33)
conserved hypothetical protein

coiled-coil domain containing 55

NP_989754.1

XP_002412054.1
XP_002166707.1

AAC47536.1

NP_066289.2
ABU40645.1
XP_002423731.1

BAH02666.2
AAC19132.1

XP_003493559.1

XP_002575133.1
EAWS82317.1

XP_623279.1

XP_003398771.1

XP_002404500.1

NP_001037823.1
XP_001504985.1
XP_002408103.1
XP_868363.2

Gallus gallus

Ixodes scapularis

Hydra magnipapillata

Drosophila melanogaster

Homo sapiens

Triticum aestivum

Pediculus humanus corporis

Ornithodoros moubata
Ornithodoros moubata

Bombus impatiens

Schistosoma mansoni

Homo sapiens

Apis mellifera

Bombus terrestris

Ixodes scapularis

Ciona intestinalis
Equus caballus
Ixodes scapularis

Canis lupus familiaris

1,43

56

1,4

68

58

50

267

1,4

65

1,4

50

1,7

60

66

61

60
58

135,24

28,815
109,034

41,05

77,04
42,55
36,13

205,06

19,96

56,75

43,83
61,82

62,17

36,31

35,72

146,32
145,15
56,93
66,04
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Si

Si

Si

Si
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Si

GPI**

Si
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hypothetical protein XP_002416462.1 Ixodes scapularis 55 3 - - 8,80
conserved hypothetical protein XP_002407001.1 Ixodes scapularis 55 3 - - 24,12 Si
hypothetical protein XP_002415025.1 Ixodes scapularis 54 3 - - 16,23 1TMH
hypothetical protein XP_002434131.1 Ixodes scapularis 53 3 - - 13,04 Si
conserved hypothetical protein XP_002409499.1 Ixodes scapularis 53 3 - - 33,09
hypothetical protein XP_002405948.1 Ixodes scapularis 52 3 - - 7,39
conserved hypothetical protein XP_002406615.1 Ixodes scapularis 51 2 - - 91,12
conserved hypothetical protein XP_002404459.1 Ixodes scapularis 51 2 - - 34,84
membrane protein, putative XP_002408075.1 Ixodes scapularis 50 6 - - 26,35 Si 2 TMH
hypothetical protein XP_002403222.1 Ixodes scapularis 50 3 0,11 1,50 11,60 2 TMH
conserved hypothetical protein XP_001862194.1 Culex quinquefasciatus 1,75 1 - - 128,08 Si
hypothetical protein AaelL_AAEL013784 XP_001657022.1 Aedes aegypti 1,72 1 - - 66,21 1TMH
RWD domain-containing protein 1 ACQ58081.1 Anoplopoma fimbria 1,71 1 - - 27,84
DEL HOSPEDADOR (2)
alpha-hemoglobin B8K132 Oryctolagus cuniculus 9,12 5 - - 15,61 Si
beta-hemoglobin K03256.1 Oryctolagus cuniculus 6,72 3 - - 16,13 Si

Figura 11 (en la péagina siguiente). Proteinas identificadas en la saliva de hembras y machos, clasificadas como secretadas o intracelulares/housekeeping v,
dentro de éstas, en grupos segun su funcién y/o familia proteica. En los graficos correspondientes se indica el porcentaje de proteinas de cada grupo con

respecto al nimero total de proteinas incluidas en cada categoria (entre paréntesis).
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Resultados

Como se puede observar en las tablas 4 y 5, y en la figura 11, para ambos sexos, menos
del 25 % de las proteinas identificadas en la saliva se clasificaron como secretadas, mientras
que las restantes (mas del 75 %) lo hicieron como intracelulares/housekeeping. El analisis con
la herramienta SecretomeP indicé que al menos una tercera parte de estas proteinas
intracelulares podrian ser secretadas por vias distintas de las clasicas. Para los dos tercios de
proteinas restantes las herramientas bioinformaticas utilizadas no predijeron vias de secrecion,
a pesar de que todas ellas se encontraron en un fluido secretado como es la saliva.

En relacién con la funciéon de las proteinas, entre las secretadas, el grupo mas
numeroso fueron las proteinas de funcién desconocida (32 % en hembras y 35 % en machos).
Las proteinas restantes se distribuyeron en seis grupos funcionales; estos grupos fueron los
mismos en los dos sexos y contenian un numero similar de proteinas. Los grupos mas
numerosos fueron las enzimas (24-30 %) y las lipocalinas (10-12 %), seguidos por las proteinas
relacionadas con la inmunidad, las proteinas ricas en glicina, las mucinas vy, finalmente, los
inhibidores de proteasas.

Entre las proteinas incluidas en la categoria de intracelulares/housekeeping, el grupo
mas numeroso en ambos sexos fue también el de las proteinas de funcién desconocida (19 %
en hembras y 27 % en machos). El resto se distribuyeron en 11-12 grupos, los mismos en
ambos sexos excepto uno, el denominado de exportacién nuclear, que sélo se encontré en
machos. Los grupos mas numerosos en hembras fueron los de proteinas implicadas en la
transduccién de la sefial (15 %), regulacidon nuclear (14 %), sintesis de proteinas (11 %) vy
transportadores (11 %), mientras que los mas numerosos en machos fueron los de proteinas
gue participan en la sintesis proteica (16 %), el metabolismo (13 %), el metabolismo energético
(9 %) y la transduccion de la sefial (8 %). Las proteinas del citoesqueleto fueron el siguiente
grupo mas numeroso en ambos sexos (5,4 % en hembras y 5 % en machos), siendo la actina la
Unica proteina de este grupo compartida por hembras y machos. El resto de grupos, seis en
hembras y siete en machos, sumaron el 25 y 22 % respectivamente, conteniendo sélo una
proteina compartida por ambos sexos, el “RNA-binding protein musashi”. Ademas de las
proteinas anteriores, también se identificaron tres proteinas de la sangre del hospedador:
albumina en hembras y las cadenas a y B de la hemoglobina en machos. Estas proteinas se han
incluido en las tablas 4 y 5 en un grupo aparte, bajo el epigrafe “del hospedador”, pero no se
han contabilizado en la figura 11.

2.3.3. Abundancia relativa de las proteinas identificadas en la saliva de hembras y
machos de O. moubata.

Para esta cuantificacion se utilizaron los valores de emPAl proporcionados por el
algoritmo Mascot.

El valor de emPAl de una proteina es directamente proporcional a su abundancia en la
muestra, por lo que asumimos que las proteinas identificadas en las muestras de saliva nativa
a las que el algoritmo no adjudicé un valor de emPAIl eran muy minoritarias y, légicamente, no
pudieron incluirse en el calculo. Tampoco se incluyeron en este calculo a las proteinas
identificadas solamente en las muestras de saliva ecualizada (con o sin valor de emPAl),
asumiendo asimismo que eran muy poco abundantes en la muestra nativa.
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Para cada proteina incluida en el cdmputo se calculé el porcentaje de emPAIl (% emPAl)
dividiendo el valor de emPAI de esa proteina entre la suma de todos los valores de emPAl de
las proteinas de esa muestra (hembras o machos) y multiplicdndolo por 100.

De acuerdo con estos % emPAI (Figura 12) las proteinas mas abundantes en la saliva de
las hembras fueron las lipocalinas, que representaron el 100 % del emPAI contabilizado (Figura
12). Por el contrario, en la saliva de los machos, las proteinas mas abundantes fueron las
enzimas relacionadas con el metabolismo energético (55,5 %), seguidas de las lipocalinas
(30,5 %).
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Figura 12. Proteinas identificadas en la saliva de hembras y machos de O. moubata
clasificadas en grupos segun las tablas 4 y 5. Sobre fondo gris se sefialan las secretadas y
sobre fondo blanco las clasificadas como intracelulares/housekeeping. En el cuadro de la
izquierda se muestra el porcentaje de proteinas identificadas en cada grupo (nimero de
proteinas identificadas en cada grupo dividido por el nimero total de proteinas identificadas
en cada sexo y multiplicado por 100). En el cuadro de la derecha se muestra el porcentaje de
emPAl de cada grupo como la suma de los porcentajes de emPAI de todas las proteinas de ese

grupo.

2.4. Analisis proteémico “in-gel”. Separacion de las proteinas mediante SDS-PAGE 1D,
identificacion por LC-MS/MS y cuantificacion relativa de las proteinas identificadas.

Este andlisis se hizo como complemento al analisis “off-gel” a fin de: (i) facilitar la
identificacion de proteinas minoritarias mediante su separacidn previa en bandas distintas en
geles de poliacrilamida, (ii) adquirir informacién adicional acerca de la movilidad
electroforética y tamafio molecular de las proteinas identificadas y (iii), cuantificar la
abundancia de dichas proteinas mediante la medida de su sefial fluorescente tras tefiirlas con
Sypro Ruby.

Muestras de saliva nativa (sin ecualizar) de hembras y machos se separaron en geles
SDS-PAGE 1D y se tifleron con el colorante fluorescente Sypro Ruby. Estos geles se digitalizaron
y analizaron con la aplicaciéon Image Lab software (Bio-Rad), lo que nos permitié medir la
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abundancia relativa de las distintas bandas detectadas: 13 en la muestra de hembras y 16 en la
de machos. Posteriormente, estas 29 bandas se analizaron por LC-MS/MS para identificar a las
proteinas presentes en ellas.

Los resultados de este analisis se recogen en la figura 13 y en las tablas 4 y 5.
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Figura 13. SDS-PAGE tefiido con Sypro Ruby de muestras de saliva nativa de machos y
hembras. La abundancia relativa (en %) de cada banda o grupo de bandas en las muestras se
indica a la izquierda de cada carril. Los geles se cortaron en bandas segun el patrdn indicado
en rojo y las proteinas identificadas en cada banda se anotaron a la derecha de la misma:
a2MG, alfa-2-macroglobulin; ArK, arginine kinase; ENO, enolase; FAB, fructose 1,6-
biphosphate aldolase; GAPDH, glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase; HSP70, heat sock
protein 70; LAP, lysosomal acid phosphatase; MOU, moubatin; PyK, pyruvate kinase; SSGP,
secreted salivary gland peptide; TSGP1, tick salivary gland protein 1.

En las hembras se identificaron 8 proteinas del parasito y 3 del hospedador (albumina
y hemoglobina a y B). Las 8 proteinas del parasito habian sido ya identificadas en el analisis
“off-gel” (Tabla 4): TSGP1, moubatina, actina y dineina en muestras de saliva nativa; a2-
macroglobulina, apirasa, thiropina y fosfatasa lisosomal en la saliva ecualizada.

En los machos se identificaron 15 proteinas del parasito y tres del hospedador
(albumina y hemoglobina a y B). Todas las del parasito ya habian sido identificadas en el
analisis “off-gel” de la saliva nativa (Tabla 5).
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Por tanto, este andlisis no aportd nuevas identificaciones pero confirmé las diferencias
de composicion entre sexos, ya que solo 5 proteinas fueron identificadas simultaneamente en
hembras y machos (TSGP1, moubatina, actina, a2-macroglobulina, fosfatasa lisosomal vy
actina).

El andlisis de la abundancia relativa de las bandas dio resultados similares a los
obtenidos mediante la cuantificacién relativa basada en el % emPAIl. Como se observa en la
figura 13, las bandas que contienen lipocalinas representaron hasta el 93,1 % de la masa de
proteinas en la saliva de las hembras, mientras que en los machos, las bandas mas abundantes
fueron aquellas que contenian enzimas involucradas en el metabolismo energético (51,6 %),
seguido de las bandas correspondientes a las lipocalinas (31,5 %).

2.5. Deteccion de actina y enolasa en la saliva de O. moubata mediante western blot.

Este experimento se realizé con el fin de confirmar los resultados del andlisis
protedmico, que senalaban la presencia de actina en la saliva de ambos sexos y de enolasa
Unicamente en la saliva de los machos.
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Figura 14. Western blot. Membranas de nitrocelulosa con actina recombinante (rActina) y
con saliva nativa de hembras (H) y machos (M) incubadas con: (A) suero hiperinmune
frente a rActina obtenido en conejo y (B) una mezcla de sueros de cerdos sensibilizados
frente a saliva de O. moubata por infestacion natural.

Como se observa en la figura 14A, el suero hiperinmune frente a actina recombinante
obtenido en conejo reconocio a la actina recombinante y a la actina nativa, tanto en la saliva
de hembras como en la de machos. El tamafio ligeramente superior de la actina recombinante
puede atribuirse a la cola de histidina proporcionada por el vector de expresion (pQE-30).

Por el contrario, la mezcla de sueros porcinos anti-O. moubata, obtenidos mediante
infestacidn natural de cerdos en trabajos previos, no reconocio ni a la actina recombinante ni a
la actina nativa de la saliva, mientras que si reconocié a las proteinas antigénicas presentes en
la saliva (Figura 14B). Esta figura también muestra notables diferencias en el patrén de bandas

127



Resultados

antigénicas entre sexos, reforzando los resultados del analisis protedmico. En conjunto, estos
resultados confirman la presencia de actina en la saliva de ambos sexos y, ademas, muestran
que esta proteina no es inmunogénica en los contactos naturales cerdo-parasito.
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Figura 15. Western blot. Membranas de nitrocelulosa con enolasa recombinante
(rOmEno) y con saliva nativa de hembras (H) y machos (M) incubadas con: (A) suero
hiperinmune frente a rOmEno obtenido en conejo y (B) una mezcla de sueros de cerdos
sensibilizados frente a saliva de O. moubata por infestacidn natural.

En relacion con la enolasa, la figura 15A muestra que el suero hiperinmune anti-
enolasa recombinante, obtenido en conejo, reconoce la enolasa recombinante y la banda
correspondiente a la enolasa nativa en la saliva de machos, pero no en la de hembras. Como
ocurria con la actina, el tamafio ligeramente superior de la proteina recombinante puede
atribuirse a la cola de histidina. Por su parte, la mezcla de sueros porcinos anti-O. moubata
(Figura 15B) no reconocié ni la enolasa recombinante ni la nativa, aunque si reconocio a las
proteinas antigénicas de la saliva, las mismas que en la figura 14. Estos resultados confirman la
presencia de enolasa sélo en la saliva de los machos y revelan que dicha enolasa no es
inmunogénica en los contactos naturales.
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OBJETIVO 3.
CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR Y FUNCIONAL DE LA ENOLASA SALIVAL
DE O. MOUBATA.

3.1. Secuencia codificante (cDNA) y aminoacidica de la enolasa de O. moubata.

La amplificacion mediante RT-PCR del cDNA codificante completo de la enolasa de O.
moubata produjo una molécula de 1302 nucleétidos que fue depositada en la base de datos
GenBank con nimero de acceso GU594041.1.

Este cDNA codifica una proteina de 433 aa, con un peso molecular y punto isoeléctrico
tedricos de 46,9 kDa y 6,65, respectivamente. La secuencia de la proteina tiene un 9,5 % de
residuos de lisina y no contiene péptido sefial, hélices transmembrana, ni sitios de anclaje tipo
GPI.

A

1 ATGCCTATCACGAAGATTAATGCACGTCAAATTTTTGACAGCAGGGGAAACCCAACTGTC
61 GAGGTGGACCTGACCACCGATAAAGGTGTTTTTCGTGCCGCGGTGCCTTCGGGAGCATCG
121 ACTGGAATCCACGAAGCTTTGGAATTGCGTGATGGTGACAAGACGAAGTACATGGGCAAG
181 TCTGTCTTCAAGGCAGTAGACAACATCAACAAAGTTATTACGCCTGCGCTGATACCAAAG
241 AAATTTGACGTTGCGGATCAGACCGCAATTGATGAGTTCATAATTTCCCTTGATGGAACT
301 GAGAACAAAAGCAAGTTGGGTGCCAATGCTGTCCTTGGAGTGTCCATGGCAGTTTGCAAA
361 GCTGGTGCTGCTCAGAAGGGTGTTCCCCTTTACCAGCACATTGCTGATCTCTCTGGCAAC
421 CACAAGATTCTCCTGCCTGTTCCTGCCTTTAACGTCATCAACGGTGGCAGCCATGCAGGG
481 AATAAGCTGGCCGTGCAGGAATTCATGATCTTGCCGACTGGTGCTACAACTTTCACAGAG
541 GCGATGAAGATGGGATCAGAGACATACCACCATCTCAAGAATGTAATCAAAAAGAGATTC
601 GGACTGGATGCCACTGCCGTCGGTGATGAGGGAGGCTTTGCTCCAAACATCAAGGACAAC
661 AAAGAGGGCCTTGAGCTTATTGTGGAGGCCATTAAAGAAGCCGGATACACTGGGAAGATA
721 GAAATTGGAATGGATGTTGCTGCCTCTGAGTTCTACAAAAATGGAAAGTACGACCTGGAC
781 TTCAAGAACCCGAAGTCTGAAGAGAAAGATCATGTCGATCAGGCTGCTCTGCAAGCCATT
841 TATGAAGGTTTTATCAAGGATTATCCCATTGTGTCCATTGAAGATCCCTTTGAGCAGGAC
901 CACTGGGATGCATGGACCAAATTCAACGCTACGGCTAAGATTCAGATCGTTGGTGATGAC
961 CTGACTGTGACCAACCCGAAGAGGATACAGACTGCAATTGATAAAAAAGCCTGTAACTGT
1021 TTGCTTCTGAAAGTGAACCAGATTGGCAGCGTTACTGAGGCAATCAGAGCTCACCAGCTT
1081 GCCAAGAAGAATGGCTGGGGTACAATGGTGTCCCACCGCAGCGGAGAGACTGAAGATTGC
1141 ACCATTGCAGACATTGTCGTAGGCCTGGGCACTGGACAAATTAAGACTGGAGCACCTTGC
1201 CGCTCTGAGCGTCTGGCCAAGCACAACCAGCTGCTTCGTATTGAGGAAGAACTCGGCAGC
1261 AAAGCAGTCTTTGCAGGGAAGAATTTCAGACACCCCGCTTAA

B

1 MPITKINARQIFDSRGNPTVEVDLTTDKGVFRAAVPSGASTGIHEALELRDGDKTKYMGK
61 SVFKAVDNINKVITPALIPKKFDVADQTAIDEF I 1SLDGTENKSKLGANAVLGVSMAVCK
121 AGAAQKGVPLYQHIADLSGNHKILLPVPAFNVINGGSHAGNKLAVQEFMILPTGATTFTE
181 AMKMGSETYHHLKNVIKKRFGLDATAVGDEGGFAPNIKDNKEGLELIVEAIKEAGYTGKI
241 E1GMDVAASEFYKNGKYDLDFKNPKSEEKDHVDQAALQAITYEGFIKDYPIVSIEDPFEQD
301 HWDAWTKFNATAKIQIVGDDLTVTNPKRIQTAIDKKACNCLLLKVNQIGSVTEAIRAHQL
361 AKKNGWGTMVSHRSGETEDCT IADIVVGLGTGQIKTGAPCRSERLAKHNQLLRIEEELGS
421 KAVFAGKNFRHPA

Figura 16. (A) Secuencia codificante completa del cDNA de enolasa de O. moubata desde

el coddn de inicio hasta el de terminacién. (B) Secuencia de aminoacidos de la proteina
OmEnolasa.
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3.2. Analisis filogenético de la proteina OmEnolasa.

La secuencia peptidica obtenida tras la traduccion in silico se utilizd para la busqueda
de ortdlogos en la base de datos NCBInr mediante un analisis BLAST. Las secuencias obtenidas
pertenecian a una gran variedad de especies, desde garrapatas a humanos, todas ellas con un
valor de E igual a cero.

Entre estas secuencias, seleccionamos y alineamos con la de O. moubata
(GU594041.1) a las enolasas de varios artropodos hematéfagos, en concreto: 2 garrapatas
duras, Amblyomma maculatum (AEO34612.1) e I. scapularis (XP_002408379.1); 3 mosquitos,
Aedes aegypti (XP_001653750.1), Culex quinquefasciatus (XP_001842618.1) y Anopheles
gambiae (XP_317672.2); 1 flebotomo, Lutzomya longipalpis (ABV60328.1); 1 mosca tsé-tsé,
Glossina morsitans (ADD19380.1) y 1 piojo, Pediculus humanus corporis (XP_002430191.1).

Como grupo externo se incluyé en el alineamiento a la enolasa humana (BAD96912.1) (Figura

17).

Ornithodoros_moubata
Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis

MPITKINARQIFDSRGNPTVEVDLTTDKGVFRAAVPSGASTG IHEALELR
MPIKRIYARQIFDSRGNPTVEVDLLTEKGLFRAAVPSGASTGIHEALELR
MPITKIFARQIFDSRGNPTVEVDLTTEKGLFRAAVPSGASTGIHEALELR

Aedes_aegypti MPFKSIKARQIFDSRGNPTVEVDLVTDLGLFRAAVPSGASTGVHEALELR 50
Culex_quinquefasciatus MPFKSIKARQIFDSRGNPTVEVDLITDLGLFRAAVPSGASTGVHEALELR 50
Anopheles_gambiae MPFKSIKARQIFDSRGNPTVEVDLVTDLGLFRPAAVPSGASTGVHEALELR 50

Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens
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Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
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Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

Ornithodoros_moubata
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Anopheles_gambiae
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Pediculus_humanus
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Ornithodoros_moubata
Amb lyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_quinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans

MVIQKIVARQIFDSRGNPTVEVDLTTNLGMFRAAVPSGASTGVHEALELR
MPIKSITHARQIFDSRGNPTVEVDLSTELGLFRAAVPSGASTGVHEALELR
MGLKS IQARQIFDSRGNPTVEVDLLTDKGLFRAAVPSGASTGIYEALELR
MSILKIHARE IFDSRGNPTVEVDLFTSKGLFRPAVPSGASTGIYEALELR

* - * Kk - * K-

DGDKTKYMGKSVFKAVDN INKV I TPAL I PKKFDVADQTAIDEFI ISLDGT
DGDKSKYMGKGVSKAVNNVNQV IGPQL IGKGFDVTDQTKIDEFMLELDGT
DGDKSMYHGKSVFKAVDNVNKV IAPQL IAKNFDVREQFQIDEFMIELDGT
DNVKADWHGKGVLKAVEN INKT IAPAVLNSGLCVTQQKELDELMLKLDGT
DEVKADWHGKGVLKAVEN INKS 1APAVMASGLCVTQQKE IDELMLKLDGT
DNEKANWHGKGVLKAVEN INKTIAPAVLSSNLCVTQQKELDELMLKLDGT
DNDKNNYHGKGVLKAVENINKT1APEVIKSGICVTAQEDMDNFMLKLDGT
DKEKNNYHGKSVLKAVCHVNE I IGPEL IKANLEVTEQEK IDEFMIKLDGT
DNDKTQYHGKSVSKAVNNINN T TAPELLKQNFDATQQKE IDEFMIKLDGT
DNDKTRYMGKGVSKAVEH INKT IAPALVSKKLNVTEQEK IDKLMIEMDGT
*

* * = k% K *kk ==-k= KX K == -

ENKSKLGANAVLGVSMAVCKAGAAQKGVPLYQHIADLSGNHKILLPVPAF
ENKGNLGANAILGVSLAVCKAGAAQKGVPLYRHIADLAGNSKVVMPVPAF
ENKGNLGANATLGVSLAVCRAGAAQKGVPVYRHIADLAGNSKV ILPVPAF
ENKSKLGANAITLGVSLAVCKAGAAKKGIPLYKHIAELSGNGN I ILPVPAF
ENKSKLGANATLGVSLAVCKAGAAKKGIPLYKHIAELSGNGD I 1LPVPAF
ENKSKLGANAILGVSLAICKAGAAKKGVPLYKHIADLAGNGN I ILPVPAF
ENKSKFGANATLGVSLAVCKAGAAAKGVPLYQHIANLAGNPNI ILPVPAF
ENKSKYGANAILGISLAVCKAGAAKNGLPLYKHIANLASIKD I ILPVPAF
DNKSKLGANAILGVSLAVCKAGAAEKGVSLYRHIANLAGNDN IVLPTPAF
ENKSKFGANAITLGVSLAVCKAGAVEKGVPLYRHIADLAGNSEV ILPVPAF

mhAh = AAAK-AKhk-Kh-Kh-k-kAk mk e mkekAkA-Kk- R ]

NV INGGSHAGNKLAVQEFMILPTGATTFTEAMKMGSETYHHLKNV IKKRF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTEAMRIGSEVYHNLKSV IKQKF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFSEAMRMGSEVYHHLKNV I KKK -
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTEAMKIGSEVYHHLKNV IKAKF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTEAMKIGTEVYHHLKNV IKAKF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTEAMKIGSEVYHHLKNV IKAKF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGATSFTEAMKIGSEVYHHLKKYV INNKF
NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGASSFTEAMKMGSEVYHHLKKY INDKF
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Pediculus_humanus
Homo_sapiens
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Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_quinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

Ornithodoros_moubata
Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_quinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

Ornithodoros_moubata
Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_quinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

Ornithodoros_moubata
Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_guinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

Ornithodoros_moubata
Amblyomma_maculatum
Ixodes_scapularis
Aedes_aegypti
Culex_quinquefasciatus
Anopheles_gambiae
Lutzomyia_longipalpis
Glossina_morsitans
Pediculus_humanus
Homo_sapiens

NV INGGSHAGNKLAMQEFMILPTGATSFTEAMRMGSEVYHHLKKYV IHAKF
NVINGGSHAGNKLAMQEFMILPVGAANFREAMRIGAEVYHNLKNVIKERY

**- * *** -* * ** ** **

GLDATAVGDEGGFAPN IKDNKEGLEL IVEAIKEAGYTGKIE1GMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN I LDNKEALEL IKEAISKAGYEGKVE 1GMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN I LENKEALNL IQDATAKAGYTGKVE 1GMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN ILENKEALNL 1QDATAKAGYTGKVE 1GMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN I LENKEALNL IQDATAKAGYTGKVE 1GMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN I LNNKDALFL 1QDATAKAGYTGKVE IGMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPN IQSNKEALCL IKDAIELGGYTGKIEIGMDVAASE
GLDATAVGDEGGFAPNILNNKEALLL ITEAISKAGYEGKIDIGMDVAASE
GKDATNVGDEGGFAPN I LENKEGLELLKTAIGKAGYTDKVVIGMDVAASE

* Khkhk KAk AAkAAkAkAAk *Kx=- X *x- *x **x * = KAk AAAkAhk

FYKNGKYDLDFKNPKSEEKDHVDQAALQATYEGFIKDYPIVSIEDPFEQD
FYKDGKYDLDFKNPNSDPNSYLSREQLKEVYEDY IRSYP1VSIEDPFEQD
FHKDGKYDLDFKNPNSDKSAWLTPDALEGMYQGFIKDFP 1VSIEDPFDQD
FHKDGKYDLDFKNPKSDKSAWLSPDSLEEMYQGFIKDFP 1VSIEDPFDQD
FHKEGKYDLDFKNPKSDPSAWLTPDALEQMYQGFIKDFP 1VSIEDPFDQD
FHKDGLYDLDFKNPNSDKSLWLSPDKLTELYMEFVKEFPITSIEDPFDQD
FFKDGQYDLDFKNPSSDKSKWLSPEKLLGLYQEFINEFP 1VSIEDAFDQD
FYKNELYNLDFKNPNYDKSQCIDYEKLTELYMEFLKEFP 1VSIEDPFDQD
FFRSGKYDLDFKSPD- DPSRYISPDQLADLYKSFIKDYPVVSIEDPFDQD

* - * *xkx * - -% -- -*- **** * **x

HWDAWTKFNATAKIQIVGDDLTVTNPKRIQTAIDKKACNCLLLKVNQIGS
DWDAWTALNTATQIQIVGDDLTVTNPKRIQTAVDKNACNCLLLKVNQIGS
HWDAWAKMTANTSIQIVGDDLTVTNPKRIATAVEKKACNCLLLKVNQIGT
HWDAWAKITANTTIQIVGDDLTVTNPKRIATAVEKKACNCLLLKVNQIGS
HWDAWSKITANTTIQIVGDDLTVTNPKRIATAVEKKACNCLLLKVNQIGS
HWDAWSKMTAGTNIQIVGDDLTVTNPKRIATAVEKKACNCLLLKVNQIGT
HWDAWST ITANTKIQIVGDDLTVTNPKRIQTAVEKKACNCLLLKVNQIGT
HWQAWSNITSKANITQIVGDDLTVTNPKRIEMAVKNKACNCLLLKVNQIGT
DWGAWQKFTASAGIQVVGDDLTVTNPKRIAKAVNEKSCNCLLLKVNQIGS

* X% - - EEEE = IR R SRR R Rk R R = * - -- ************ -

VTEAIRAHQLAKKNGWGTMVSHRSGETEDCT IADIVVGLGTGQIKTGAPC
VTESIRAHQLAKKNGWGTMVSHRSGETEDSTIADIVVGLSTGQIKTGAPC
VTESINAHLLAKKNGWGTMVSHRSGETEDTFIADLVVGLSTGQIKTGAPC
VTESINAHLLAKKNGWGTMVSHRSGETEDTFIADLVVGLSTGQIKTGAPC
VTESINAHLLAKKNGWGTMVSHRSGETEDTFIADLVVGLSTGQIKTGAPC
VTESIKAHNLAKSNGWGTMVSHRSGETEDTFIADLVVGLSTGQIKTGAPC
VTESIKAHLLARENGWGTMVSHRSGETEDSFIADLVVGLSTGQIKTGAPC
VTESIKAHLLAKSNGWGTMVSHRSGETEDSFIADLVVGLGTGQIKTGAPC
VTESLQACKLAQANGWGVMVSHRSGETEDTFIADLVVGLCTGQIKTGAPC

*kxkk=- - X *x - *kk -

*hk KKxk

% ldentidad

RSERLAKHNQLLRIEEELGSKAVFAGKNFRHPA--- 433

RSERLCKYNQLLRIEEQLGGNAVYAGKNFRQPL--- 433 80.0
———————————————————————————————————— 82.0
RSERLAKYNQILRIEEELGSDAKFAGKNFRHPQ--- 433 77.0
RSERLAKYNQILRIEEELGSGAKFAGKKFRHPQ--- 433 77.0
RSERLAKYNQILRIEEELGAGAKFAGKSFRHPQ--- 433 77.0
RSERLAKYNQILRIEEELGAGAKFAGKSFRKPQ--- 433 75.0
RSERLAKYNQILRIEEELGSTAKYAGKNFRSPLSPK 436 74.0
RSERLAKYNQILRIEQELGPNAKYAGKNFRNP---- 432 75.0
RSERLAKYNQLLRIEEELGSKAKFAGRNFRNPLAK- 434 73.0

*AhkhkAhAhk K-kk-kkkkhk--kk * =Kkk- Xk X
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Figura 17. Alineamiento de las secuencias de aminodcidos de enolasa de O. moubata
(GU594041.1), A. maculatum (AEO34612.1), I. scapularis (XP_002408379.1), A. aegypti
(XP_001653750.1), C. quinquefasciatus (XP_001842618.1), A. gambiae (XP_317672.2), L.
longipalpis (ABV60328.1), G. morsitans (ADD19380.1), P. humanus corporis (XP_002430191.1)
y Homo sapiens (BAD96912.1). Los aminoacidos conservados en todas las secuencias se han
marcado con un asterisco, las sustituciones conservativas con dos puntos y las semi-
conservativas con un punto. Los 4 residuos involucrados en la unién a metales se muestran en
amarillo, los 14 que forman el dominio firma de la enolasa se han subrayado y los 7 que
forman el motivo de unidn al sustrato se han marcado en rojo. El motivo de asociacion a la
membrana se ha marcado con un recuadro. Por ultimo, se muestra también el porcentaje de
identidad de secuencia entre la enolasa de 0. moubata y las enolasas del resto de organismos
incluidos.

La enolasa de O. moubata mostré una identidad de secuencia del 80-82 % con las
enolasas de garrapatas duras, entre un 74 y 77 % con las de los insectos, y un 73 % de
identidad con la enolasa humana, lo que indica un alto grado de conservacién. En la figura 17
se muestran también los siguientes dominios conservados en todas las secuencias: los cuatro

0 Dt E* y D), los siete aminoacidos que

aminoécidos involucrados en la unién a Mg** (S
participan en la unién al sustrato (2-fosfoglicerato) (H**®, E**°, K**, HSR***"* y K***) y los
catorce aminoacidos que constituyen el dominio firma de la enolasa en la posicion 341-354

(LLLKVNQIGSVTEA).

Por su parte, el filograma derivado del alineamiento anterior (Figura 18) muestra que
las secuencias de las enolasas de estos organismos se agrupan en dos clados; el primero con
las secuencias de las garrapatas blandas y duras (95 %) y el segundo con las de los insectos
(98 %).

83 Aedes aegypti
100 _: Culex quinquefasciatus

Anopheles gambiae

82

81

Lutzomyia longipalpis

98 . .
Glossina morsitans

Pediculus humanus

Ornithodoros moubata
95 Amblyomma maculatum
77 Ixodes scapularis

Homo sapiens

—
0.02

Figura 18. Filograma obtenido a partir del alineamiento mudltiple de las 10 enolasas
incluidas en la figura 17. Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de
Poisson (10.000 bootstraps) y los nimeros en los nodos indican el porcentaje de fiabilidad
de las ramificaciones.
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3.3. Expresidn y purificacién de rOmEno.

El cDNA de la enolasa de O. moubata se cloné en el vector de expresién pQE-30. En las
condiciones utilizadas en nuestros experimentos, la rOmEno se expresé al 100 % insoluble, por
lo que antes de purificarla fue necesario solubilizarla incluyendo urea 8 M en el tampdn de
lisis, la cual fue retirada progresivamente durante el proceso de purificacion.

Una vez purificada, la proteina recombinante (rOmEno) migré en los geles de
poliacrilamida como una Unica banda de 48,3 kDa en concordancia con el peso molecular
tedrico estimado (48,9 kDa) para la proteina de fusion (rOmEno + His-tag).

El rendimiento final de la expresion y purificacién de esta proteina fue de 5,4 mg/L de
cultivo.

No inducido Inducido 8M Urea
kDa PM 5 p 3 [ S P rOmEng
150-

100-
75-

50-

37-

25-

20-

Figura 19. Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido con azul de Coomassie. Se muestra el
sobrenadante (S) y sedimento (P) del lisado celular antes y después de la induccidn con
IPTG, asi como el sobrenadante y sedimento después de solubilizar la muestra con urea
8 M. rOmEno, proteina recombinante purificada. PM, marcador de pesos moleculares con
valores expresados en kDa.

3.4. Analisis funcional de la enolasa.

3.4.1. Union a plasminégeno.

En la figura 20 puede observarse que la rOmEno, la rOmEno tratada con DTT y la saliva
unen plasminégeno humano y que dicha unién aumenta al elevar la concentracién de
plasmindgeno en la mezcla de reaccion, de forma similar a como lo hace la caseina, que se
incluyd en este ensayo como control positivo.

Las proteinas control negativo no fijaron plasmindégeno en absoluto (gelatina) o lo
hicieron ligeramente (BSA y GGB), considerandose esta reactividad inespecifica.
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Absorbancia 492 nm

—t=>saliva

=@ rOmEno
== rOmMEno-DTT
== BSA

=== gelatina
—o-—GGB

caseina

0,5

1

2

Plasminégeno (pg/pocillo)

Figura 20. Union de cantidades crecientes (0-3 pg/pocillo) de plasmindgeno a: 2 pg/pocillo
de saliva, 1 pg/pocillo de rOmEno, 1 pg/pocillo de rOmEno tratada con DTT y a
1 ug/pocillo de varias proteinas incluidas como control positivo (caseina) o negativo (BSA,
gelatina, GGB). En cada punto se representa la media y el error estdndar de un ensayo
representativo (de un total de 3) con cuatro réplicas de cada condicion.

La adicion de 40 mM de acido g-aminocaproico (eACA) durante la incubacion con
plasmindgeno redujo la unidn de éste a la enolasa recombinante en un 71 % y a la saliva en un
46 %, mostrando que en dichas uniones intervienen los residuos de lisina de la proteina

receptora (Figura 21).

Absorbancia 492 nm

0o 05 1 2

Plasmindgeno (ug)

=+ rOmEno

== rOmEno+eACA

Absorbancia 492 nm

0,8
0,7 -
0,6
0,5
04
0,3
0,2
0,1

—t— saliva

——saliva+e ACA

0 0,5 1 2 3

Plasminégeno (pg)

Figura 21. Ensayo de competicion con el analogo de lisina (€ACA) en el que se evidencia la
participacion de los residuos de lisina en la uniéon del plasminégeno a la enolasa
recombinante (A) y a la saliva (B). Cantidades crecientes de plasmindgeno (0-3 pg/pocillo)
fueron incubadas en pocillos tapizados con 1 pg de rOmEno o 2 ug de saliva, en ausencia o
en presencia de €ACA (40 mM). Los datos mostrados representan la union del
plasmindgeno a la rOmEno y la saliva tras restar los valores de absorbancia inespecifica de
la BSA. En cada punto se representa la media y el error estandar de un ensayo
representativo (de un total de 3) con cuatro réplicas de cada condicién.
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3.4.2. Activacién del plasmindgeno y generacion de plasmina.

Para determinar si la enolasa salival de 0. moubata, ademas de fijar plasmindgeno,
puede iniciar o potenciar su activacién generando plasmina, se efectuaron dos tipos de
ensayos en los que se midié la actividad amidolitica de la plasmina naciente sobre el sustrato
cromogénico S2251.

El primero de los ensayos se realizé en fase liquida (Figura 22). En este experimento se
observd una leve produccién de plasmina en presencia de rOmEno o saliva de 0. moubata. No
obstante, estos resultados fueron muy variables y no resultaron significativos al compararlos
con el control negativo (BSA).

0,7

! M BSA
£ 0,6 ErOmEno
c .
w 05 u saliva
s
o 04
o
&
2 0,3
c
w
o
<

0,2
-
0 [~ I ~ ™~ W~ ~ W

plasminégeno| plasminégeno plasmindgeno | plasmindgeno

tPA tPA _ tPA tPA
sustrato sustrato sustrato _ sustrato
_ proteina proteina proteina proteina

Figura 22. Ensayo de activacién de plasmindgeno en fase liquida. Cada barra representa la
media y el error estandar de un ensayo representativo (de un total de 3) con cuatro
réplicas de cada condicion.

Como estos resultados no fueron concluyentes, se llevé a cabo un ensayo de activacién
de plasmindgeno en fase sélida, esto es, fijando primero la rOmEno, la saliva y la BSA a la placa
de 96 pocillos y posteriormente permitiendo la fijacion del plasmindgeno a dichas proteinas.

Como muestra la figura 23, el plasmindgeno fijado sobre la rOmEno fue
consistentemente transformado en plasmina activa cuando se anadia tPA, mientras que en
ausencia de tPA no se generaba plasmina.

Los mismos resultados se obtuvieron al sustituir la enolasa recombinante por saliva.
Por su parte, en los pocillos tapizados con BSA no se produjo en ningun caso la formacién de
plasmina activa.
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Figura 23. Ensayo de activacion de plasmindgeno en fase sélida. Cada barra representa la
media y el error estdndar de un ensayo representativo (de un total de 3) con cuatro
réplicas de cada condicion.

3.4.3. Unién de enolasa de O. moubata a P-selectina.
La capacidad de unién de la enolasa de O. moubata a P-selectina se analizdé en dos
ensayos paralelos: un ELISA y una inmunoprecipitacion.

Los resultados del ELISA (Figura 24) muestran que aunque la saliva y el SGE de O.
moubata si fijan P-selectina humana, la rOmEno no fue capaz de hacerlo, comportandose de
forma idéntica a la BSA, que se incluyé como control negativo.

0.9 b SGE
0,8 Hsaliva
E 0,7 u rOmeEno
2 06 BSA
£ 05
s
% 0,4
2 03 I
< 02
0,1
o4 B Aot "
P-sel-lgG _ P-sel-1IgG
anti-gG anti-IgG _

Figura 24. Ensayo de union a P-selectina. Reactividad del SGE, la saliva, rOmEno y BSA en
placa de 96 pocillos después de incubarlos con la quimera P-selectina/IgG humana y anti-
IgG humana-peroxidasa. En las reacciones control negativo se omitié la quimera o el
anticuerpo secundario. Las barras representan la media y el error estandar de cuatro
réplicas de cada condicidn. El grafico corresponde a un ensayo representativo de tres.
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En cuanto a los resultados de la inmunoprecipitacidn, éstos mostraron que la proteina
salival Om44 es capturada por la quimera P-selectina/lgG humana (Figura 25A), y también que
esta proteina no es reconocida por el suero hiperinmune anti-rOmEno obtenido en conejo, a
pesar de que este mismo suero si reconoce tanto a la enolasa recombinante como a la enolasa
nativa presente en la saliva y en el sobrenadante de la IP (Figura 25B). El correspondiente
suero preinmune no reveld ninguna banda (datos no mostrados).

150-

100-
75-

50- . —
37- !

25-

Figura 25. Ensayo de inmunoprecipitacion con P-selectina. (A) SDS-PAGE 5-20 % tefiido con
azul de Coomassie. La flecha indica la proteina Om44 inmunoprecipitada y el asterisco la
quimera P-selectina/lgG humana. (B) Western blot: antigenos reconocidos por el suero
hiperinmune anti-rOmEno en los sobrenadantes y sedimentos de la IP. La flecha sefiala la
enolasa nativa en la muestra de saliva. 1, marcador de pesos moleculares; 2, saliva de O.
moubata; 3 y 4, sobrenadante y sedimento de la IP utilizando resina proteina G-sepharosa 4B
sensibilizada con la quimera; 5 y 6, sobrenadante y sedimento de la IP, utilizando resina
proteina G-sepharosa 4B sin sensibilizar con la quimera; 7, rOmEno.
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3.4.4. Silenciamiento del gen de la enolasa mediante RNA interferente: niveles de
mRNA de enolasa y fenotipo observado.

La inyeccion de dsRNA de enolasa en los ejemplares de O. moubata provocé una
reduccion significativa en los niveles de mRNA de enolasa (38 % en las hembras, 53 % en
machos y 61 % en ninfas-5), cuando se compararon con los niveles de mRNA de enolasa en
ejemplares similares inyectados con un dsRNA no relacionado (luciferasa) o con el tampdn de
inyeccién (Tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de reduccion (media + error estandar) del nivel de mRNA de enolasa
en ejemplares de 0. moubata inyectados con dsRNA de enolasa respecto a ejemplares
inyectados con dsRNA de luciferasa. El nivel de mRNA de enolasa se midié por qRT-PCR y
se normalizé frente al mRNA de actina utilizando el método Ct comparativo.

% de reduccion en el nivel de mRNA de enolasa

Tratamiento

Hembras Machos

Ninfas-5

dsRNA de enolasa

38 + 14*

53 +3,1*

61+1,3*

* p<0,05

A los 6 dias de la administracién del dsRNA, los ejemplares de O. moubata se
alimentaron sobre conejos midiéndose la cantidad de sangre ingerida, el nimero de huevos

viables depositados por las hembras y las tasas de muda y de mortalidad (Tabla 7).

Tabla 7. Efecto del silenciamiento del gen de enolasa. Media * error estandar de los
distintos parametros medidos en hembras, machos y ninfas-5 inyectadas con tampodn,
dsRNA de luciferasa o dsRNA de enolasa y alimentadas en conejos 6 dias después de la
inyeccion. Los numeros entre paréntesis indican el porcentaje de reduccion en las
garrapatas tratadas con dsRNA-enolasa con respecto a las tratadas con dsRNA-luciferasa.

Efecto fenotipico Fase evolutiva Tratamiento Resultado
Sangre ingerida (mg) Hembras Tampon 199,4 +22,7
dsRNA-Luciferasa 203,5+24,9
dsRNA-Enolasa 185,9 + 21,4 (8,6 %)
Machos Tampodn 26,3+3,1
dsRNA-Luciferasa 25,5%5,1
dsRNA-Enolasa 20,7 +3,6 (18,8 %)
Ninfas-5 Tampodn 58,4+9,4
dsRNA-Luciferasa 58,9+9,8
dsRNA-Enolasa 60,9 +6,7
N2 de huevos/hembra Hembras Tampodn 116,2 + 25,3
dsRNA-Luciferasa 123,7 +30,4
dsRNA-Enolasa 95,9 £ 26,9 (22,7 %)
% viabilidad Huevos Tampodn 78,4+7,7
dsRNA-Luciferasa 83,7+3,3

dsRNA-Enolasa

42,5+9,7 (49,2 %)*

* p < 0,05 respecto al grupo tratado con dsRNA de luciferasa.
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El tratamiento con dsRNA de enolasa redujo la cantidad de sangre ingerida por las
hembras (8,6 %) y por los machos (18,8 %), aunque esta reduccion no llegd a ser
estadisticamente significativa. También redujo el nimero de huevos depositados por las
hembras (22,7 %) y la viabilidad de los mismos (hasta el 49,2 %), alcanzando en este segundo
parametro significacion estadistica (p <0,05) respecto al grupo tratado con dsRNA de
luciferasa. Las garrapatas inyectadas con dsRNA de enolasa sobrevivieron y mudaron en igual
medida que las inyectadas con tampdn o dsRNA de luciferasa, lo que significa que el
silenciamiento del gen de la enolasa no redujo la supervivencia de ninguna de estas fases
evolutivas ni tampoco afecté a la tasa de muda de las ninfas-5

3.5. Capacidad protectora de la enolasa recombinante (rOmEno) frente a O. moubata.

Los sueros de los 3 animales vacunados con rOmEno presentaron altos titulos de IgG
anti-enolasa (1/12.800) y reconocieron especificamente a la enolasa recombinante y a la
nativa presente en la saliva (Figuras 15A y 25B). El suero de los 3 conejos control (tratados sdlo
con el adyuvante) no reacciond ni con la proteina recombinante ni con la saliva.

El efecto protector de la vacuna se evalué mediante la infestacién de cada conejo con
15 hembras, 25 machos, 100 ninfas-4, 100 ninfas-3 y 100 ninfas-2 de O. moubata y la
evaluacion en esos ejemplares del tiempo de alimentacidn, la cantidad de sangre ingerida, el
numero de huevos viables depositados por las hembras, las tasas de muda de las fases
inmaduras y las tasas de mortalidad de todos los ejemplares (Tabla 8).

No se observaron diferencias significativas entre los grupos vacunado y control, en
ninguna de las fases evolutivas, en el tiempo de alimentacion ni en la cantidad de sangre
ingerida.

Las hembras alimentadas sobre los conejos vacunados depositaron un 18,1 % menos
de huevos que las alimentadas sobre los conejos control, pero esta diferencia no alcanzé
significacion estadistica.

La mortalidad a los dos meses post-infestacién en los machos, hembras y ninfas-2 fue
similar en el grupo vacunado y en el control, pero alcanzdé valores significativamente
superiores en las ninfas-4 y la ninfas-3 alimentadas en el grupo vacunado (20,5 % y 16,5 %),
respecto a las alimentadas en el grupo control (1,5 % y 0 %).

Las tasas de muda de los inmaduros supervivientes fueron superiores al 88 % en todos

los grupos y no se observaron diferencias significativas en este parametro respecto al grupo
control.
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Tabla 8. Media * error estdndar de los parametros medidos en los ejemplares de O.
moubata alimentados sobre los conejos control (n=3) y vacunados con rOmEno (n=3). El
numero entre paréntesis indica el porcentaje de reduccién en las garrapatas alimentadas
en los conejos vacunados comparadas con el grupo control.

Efecto fenotipico Fase evolutiva  Grupo Resultado
Sangre ingerida (mg)  Machos Control 23,8+0,4
rOmEno 24,20+1,0
Hembras Control 217,6 +6,5
rOmEno 204,7+7,1(5,6 %)
Ninfas-4 Control 40,1+0,3
rOmEno 47,9+0,3
Ninfas-3 Control 14,7 £0,2
rOmEno 17,7+0,1
Ninfas-2 Control 6,7+0,1
rOmEno 6,3+0,1(5,9 %)
N2 huevos/hembra Hembras Control 172+17,8
rOmEno 141+ 18,8 (18,1 %)
% Viabilidad Huevos Control 83,4+3,4
rOmEno 82,3+5,9
% Muda Ninfas-4 Control 94,5+6,7
rOmEno 88,3+6,1
Ninfas-3 Control 98,4+2,3
rOmEno 93,5+2,5
Ninfas-2 Control 97,3+2,9
rOmEno 96,7 £4,7
% Mortalidad Machos Control 4,4+0,1
rOmEno 3,9+1,0
Hembras Control 13,3+2,4
rOmEno 17,4+1,1
Ninfas-4 Control 1,5+0,1
rOmEno 20,5 +0,9*
Ninfas-3 Control 0+0
rOmEno 16,5+ 1,6*
Ninfas-2 Control 1,5+0,1
rOmEno 2,5+0,1

* p <0,05 con respecto al grupo control.
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OBJETIVO 4.
PRODUCCION Y ANALISIS DE MICROARRAYS DE PROTEINAS A PARTIR DE UNA
GENOTECA DE EXPRESION DE GLANDULAS SALIVALES DE O. MOUBATA.

4.1. Calidad y representatividad de las genotecas de entrada y de expresion.

Partiendo de 2 ug de mRNA poliA+ y utilizando el kit CloneMiner Il (Invitrogen) se
sintetizd primero la genoteca de entrada en el vector pDONR222, la cual fue posteriormente
amplificada y transferida al vector pANT7_cGST obteniendo asi la genoteca de expresion.

La genoteca de entrada mostré un titulo de 5 x 10° unidades formadoras de colonias
(CFUs) y un 92 % de clones recombinantes (22 clones de los 24 analizados al azar). De estos
recombinantes, mds del 90 % contenian insertos con un tamafo entre 250 y 1500 pb. Por su
parte, la genoteca de expresion presentd un titulo de 2x 10’ CFUs y un 83 % de clones
recombinantes (20 clones de los 24 analizados), todos ellos con insertos de tamafio superior a
250 pb (Figura 26). Por tanto, ambas genotecas superaron los parametros de calidad minimos
indicados por el fabricante del kit.

PM 1 2 3 4 5 6 78 910 111213141516 1718 19 20 21 22 23 24 pANT
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2.000-
-

1.000-

300-

Figura 26. Gel de agarosa al 1 % tefiido con bromuro de etidio. Digestién con la enzima
BsrGl del DNA plasmidico de 24 clones seleccionados al azar. Los clones 1, 3, 4,5,6, 7,8, 9,
10, 11, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 23 y 24 contienen inserto y este es de un tamafio
superior a 250 pb. pANT, vector pANT7_cGST digerido con BsrGl en el que se observan las
tres bandas previstas de 4.200, 1.200 y 402 pb.

Los 42 clones recombinantes analizados (22 de la genoteca de entrada y 20 de la de
expresion) fueron secuenciados y las secuencias resultantes se compararon por BLASTn en las
bases de datos NCBInr para su identificacidon. De este modo se identificaron 31 de los 42 clones
(el 73,8 %); el resto (26,2 %) no mostraron homologia con secuencias conocidas y, por tanto,
no pudieron ser identificados con certeza.

Todos los clones identificados contenian proteinas de garrapata y para al menos 21 de
ellas (el 68 %) esta descrito que se expresan en las glandulas salivales/saliva (Tabla 9).
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Tabla 9. Proteinas identificadas tras secuenciar los insertos de los clones seleccionados al
azar durante las pruebas de control de calidad de la genotecas. Las proteinas marcadas en
azul han sido identificadas en la saliva o en las glandulas salivales de alguna especie de

garrapata.

Numero de acceso

Proteina

Homologia de Especie

DQ066326.1
EF633877.1
EF633975.1
EF633982.1
EU016369.1
EU574814.1
XM_002411102.1
XM_002413194.1
XM_002434317.1
XM_002436156.1
XM_002436237.1
AF452886.1
AF452888.1
BK007772.1
EF633864.1
EF633962.1
EU574815.1
FJ196395.1
XM_002400854.1
XM_002407062.1
XM_002413641.1
XM_002434617.1
AB208021.1
EF633856.1
XM_002407668.1
XM_002416449.1
EF633878.1
XM_002399968.1
XM_002400474.1
L04129.1
XM_002415046.1

40S ribosomal protein S7-like

clone OP-177 truncated salivary lipocalin
clone op-new-118 ribosomal protein L19
clone op-new-471 putative RNA-binding protein
apyrase isoform 2

clone OC-20 BTSP

translation elongation factor EF-1 alpha/Tu
coatomer gamma subunit

ribosome maturation protein SBDS

exocyst complex component

ribosomal protein L13A

savignygrin

TSGP1 lipocalin

Bax-mediated apoptosis inhibitor TEGT/BI-1
clone OP-151 60S ribosomal protein L126
clone OP-80 60s ribosomal protein L10
clone OC-21 BTSP

ribosomal protein PO

syntaxin

processing peptidase beta subunit
matricellular protein osteonectin/SPARC/BM-40
fructose-1,6-bisphosphatase

actin

clone OP-14 40S ribosomal protein S14
single-stranded DNA binding protein P9
NADH:ubiquinone oxidoreductase, NDUFA9
clone OP-178 ribosomal protein S18
elongation factor 1 beta/delta chain
thioredoxin-dependent peroxide reductase
moubatin

pre-mRNA splicing factor Syfl

Ixodes scapularis
Ornithodoros parkeri
Ornithodoros parkeri
Ornithodoros parkeri
Ornithodoros savignyi
Ornithodoros coriaceus
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ornithodoros savignyi
Ornithodoros savignyi
Amblyomma variegatum
Ornithodoros parkeri
Ornithodoros parkeri
Ornithodoros coriaceus
Rhipicephalus microplus
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ornithodoros moubata
Ornithodoros parkeri
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ornithodoros parkeri
Ixodes scapularis
Ixodes scapularis
Ornithodoros moubata

Ixodes scapularis

Los resultados anteriores indicaban que las genotecas no sélo cumplian con los

pardmetros de calidad sino que, ademas, mostraban una buena representatividad del érgano

de partida (las glandulas salivales), por lo que procedimos a construir los microarrays de

proteinas a partir de la genoteca de expresion.
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4.2. Control de calidad y reproducibilidad de la impresion del DNA.

Para la construccién de los microarrays se seleccionaron al azar 480 colonias de la
genoteca (el equivalente a 5 placas de 96 pocillos). Las colonias se cultivaron y se purificd y
cuantificd su DNA plasmidico, que fue posteriormente utilizado para la impresién de los
microarrays.

Para 300 de estos clones se obtuvieron mas de 15 pg de DNA y para la mayor parte de
los 180 clones restantes se obtuvieron entre 10 y 15 pug de DNA. Como se muestra mas
adelante, esta cantidad resultdé ser un parametro de importancia critica en el proceso de
impresién de los microarrays de DNA en los portaobjetos y en su posterior expresion in situ.

Tras la impresiéon del DNA, y antes de proceder a la expresion in situ, se llevaron a cabo
controles de calidad y reproducibilidad mediante la tincidon con PicoGreen de tres portaobjetos
de cada lote.

La tincién produjo una sefial positiva (superior a la media de los controles negativos mas
tres veces la desviacion estandar) en el 74 % de los clones (350 de 480 clones). Estos clones
fueron, mayoritariamente, aquellos para los que se obtuvieron mas de 15pug de DNA
plasmidico. No se observo sefal de PicoGreen en los clones para los que se habia obtenido -y
utilizado en la impresiéon menos de 10 pg de DNA plasmidico (Figuras 27A y 28).

Figura 27. Imagenes de los microarrays. El DNA de cada clon se imprimid por
cuadruplicado (en fila) y el conjunto de los 480 clones se imprimid tres veces en cada
portaobjetos de modo que cada porta contenia tres réplicas del microarray (zonas 1-3).
(A) Tincién del DNA con PicoGreen. (B) Deteccion de GST con un anticuerpo anti-GST
después de la expresion in situ de las proteinas.
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Figura 28. Relacion entre la sefial normalizada de PicoGreen (respecto a la sefial de la
mezcla de reaccion sin DNA) y la cantidad de DNA utilizada para la impresion. La linea
vertical sefiala la cantidad de DNA minima para garantizar una sefal de PicoGreen
detectable (15 pg).

La tincién con PicoGreen evidencié una buena reproducibilidad intra-array (R?=0,8535),
al comparar la sefial de un mismo clon en las tres zonas de un mismo porta, descartando asi
sesgos zonales (Figura 29A); también evidencié una buena reproducibilidad inter-array
(R?=0,8210), cuando se compararon las sefiales entre portas de un mismo lote de impresion
(Figura 29B).
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Figura 29. Analisis de la reproducibilidad de la impresion de DNA. (A) Reproducibilidad
intra-microarray: correlaciéon entre las sefiales de PicoGreen de los mismos clones
imprimidos en distintas zonas de un mismo porta. (B) Reproducibilidad inter-microarray:
correlacidn entre las sefales de PicoGreen de los mismos clones imprimidos en portas
distintos.
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4.3. Control de calidad de la expresion de proteinas.

Una vez comprobada la calidad y reproducibilidad de la impresidon del DNA se llevd a
cabo la reaccion IVTT con sistemas libres de células y se verificd la correcta expresién de las
proteinas mediante la deteccidn de la marca de GST con un anticuerpo anti-GST.

Se detecto seial positiva (superior o igual a la media de los controles negativos mas
tres veces la desviacion estandar) en el 70 % de los clones imprimidos en el array. Estos clones
positivos coincidieron mayoritariamente con los positivos con PicoGreen, es decir, los
imprimidos partiendo de cantidades de DNA superiores a 15 pg (Figuras 28B y 30A).

El analisis de reproducibilidad también mostré que la expresién de las proteinas era
uniforme y reproducible entre los microarrays de distintos lotes de impresién (0,90 2 R*2> 0,5)
(Figura 308B).
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Figura 30. Andlisis de la reproducibilidad de la expresién de proteinas. (A) Relacién entre
la sefial normalizada de GST vy la sefial de PicoGreen. La linea roja indica el umbral de
positividad (media mas 3 veces la desviacion estandar de los controles negativos). (B)
Reproducibilidad inter-microarray: correlacién entre las sefiales de GST de los mismos
clones imprimidos en portas de distintos lotes.

4.4. Andlisis de los microarrays con sondas especificas.
Una vez verificada la correcta expresion de las proteinas, los microarrays se analizaron
con el suero hiperinmune anti-Om44 y con la quimera recombinante P-selectina/lgG humana.

4.4.1. Ensayo con el suero anti-Om44.
De acuerdo con nuestros trabajos previos, este suero reconoce al menos dos proteinas
de O. moubata, la actina y la proteina salival Om44.
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En el analisis de los microarrays, el suero anti-Om44 reconocié a 8 clones, de los cuales
5 pudieron ser identificados: fosfolipasa A, (PLA2), un miembro de la familia 7DB (7DB), la
riboproteina 60S L10 (RP-60S), la proteina de choque térmico 90 (HSP90) y la actina (Figura
31).
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Figura 31. Deteccidn e identificacion de los clones reconocidos por el suero anti-Oma44. (A)
Imagenes del microarray, portaobjetos completo y tercio superior ampliado, mostrando
los spots replicados de los 8 clones reconocidos por el suero anti-Om44. (B) Sefial anti-
Om44 de los clones reconocidos y no reconocidos por el suero. Los clones positivos
superaron claramente el umbral de positividad (linea roja), calculado como la media de los
controles negativos mas tres veces la desviacién estandar.
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4.4.2. Ensayo con la quimera recombinante P-selectina/IgG humana.
Este andlisis se llevé a cabo a fin de identificar posibles ligandos de P-selectina. Con
este propésito se hicieron dos tipos de analisis en condiciones distintas.

En el primer analisis, un lote de microarrays producidos en condiciones estdndar (sin
membranas microsomales caninas, CMMs), se incubaron con la quimera en presencia de baja
concentracion de Ca?* (100 uM); en el segundo analisis los microarrays fueron producidos en
presencia de CMMs para permitir la modificaciéon postransduccional de las proteinas y se
incubaron con la quimera en alta concentracién de Ca** (2 mM).

En el andlisis en condiciones estandar la quimera reconocio tres clones. Después de la
secuenciacion, sélo se pudo identificar uno, que resulté ser la PLA2 (Figura 32A), la cual, como
acabamos de ver, también fue reconocida por el suero anti-Om44.

En el segundo analisis la quimera reconocié 6 clones, de los cuales pudieron
identificarse 3: factor de elongacion EF-1 o/Tu, proteina ribosomal 40S S7 y una proteina
hipotética de /. scapularis (Figura 32B).

1. No identificado
2. No identificado
3. Fosfolipasa A2

Ixodes scapularis factor EF-1 a/Tu

. I scapularis 405 ribosomal protein 57
No identificado

No identificado

. No identificado

I. scapularis hypothetical protein

Figura 32. Deteccion e identificacion de clones que interactuaron con la quimera P-
selectina/IgG humana. (A) Microarray producido en ausencia de CMMs: portaobjetos
completo y tercio superior ampliado, mostrando los spots replicados de los 3 clones que
se unieron a la quimera en presencia de 100 uM de ca’™. (B) Microarray producido en
presencia de CMMs: portaobjetos completo y tercio superior ampliado, mostrando los
sp?ts replicados de los 6 clones que se unieron a la quimera en presencia de 2 mM de
Ca™".
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4.5. Confirmacion de los resultados del analisis de los microarrays.

4.5.1. Proteinas reconocidas por el suero anti-Om44.

De las 5 proteinas reconocidas e identificadas por este suero en los microarrays, 4
pudieron ser obtenidas de forma recombinante en células de E. coli: PLA2, 7DB, RP-60S vy
actina (ver mas adelante apartado 5.2.; Figura 38).

Estas cuatro proteinas fueron enfrentadas por western blot con el suero anti-Om44, el
cual reconocié a tres de ellas (RP-60S, PLA2 y actina), confirmando en buena medida los
resultados del analisis de los microarrays, aunque no reconocio a la proteina 7DB (Figura 33).
Cabe sefialar que el suero reconocio claramente dos bandas de unos 35 y 68 kDa en el carril de
PLA2.

kDa 7DB RP-60S PLAZ actina

140 -
100 -
70 -

25- =

Figura 33. Western blot. Proteinas recombinantes obtenidas en E. coli (7DB, RP-60S, PLA2
y actina) incubadas con suero anti-Om44 y con el correspondiente anti-lgG de conejo-
peroxidasa.

4.5.2. Reconocimiento de la fosfolipasa A2 por la quimera P-selectina/lgG humana.

La quimera reconocid un total de 9 clones en los andlisis de los micoarrays, de los
cuales pudieron identificarse cuatro: PLA2, factor de elongacién EF-1 a/Tu, proteina ribosomal
40S S7 y una proteina hipotética de /. scapularis.

Como la PLA2 también fue reconocida por el suero anti-Om44, esta proteina adquirid
un interés especial por ser, en principio, la identidad mas probable para el antigeno Om44.

Para confirmar que la PLA2 era realmente un ligando de P-selectina produjimos dos
versiones recombinantes de esta proteina y enfrentamos a ambas, por ELISA y western blot,
con la quimera P-selectina/IgG humana. Las dos recombinantes se obtuvieron fusionadas a
una cola de residuos de histidina (His-tag) para facilitar su purificacion y/o captura: una se
produjo in vivo en E. coli (ver apartado 5.2.) y la otra in vitro tal como se detallaba en el
apartado 4.4.2. de Material y Métodos.
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La expresion de la PLA2 in vitro se confirmé enfrentando alicuotas (2 pL) de la reaccion
IVTT por western blot con un anticuerpo anti-His-tag marcado y con un suero hiperinmune
anti-PLA2 obtenido en conejo (ver obtencion mas adelante, apartado 5.3.). Como muestra la
figura 34, ambos sueros reconocieron una banda del tamafio esperado confirmando la
presencia de cantidades detectables de PLA2.
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anti-His-tag anti-PLA2

Figura 34. PLA2 expresada in vitro enfrentada por western blot con el anticuerpo anti-His-
tag y con el suero anti-PLA2 obtenido en conejo. (+) Reaccion IVTT con la construccién
pT7CFE1-CHis-PLA2. (-) Reaccién IVTT con el vector de expresion sin inserto (pT7CFE1-
CHis).

Union de P-selectina a las PLA2 recombinantes en ELISA.

Las dos versiones recombinantes de PLA2, la obtenida in vivo -previamente purificada-
y la obtenida in vitro -sin purificacién previa-, se capturaron sobre una placa de ELISA tapizada
con un anticuerpo monoclonal anti-His-tag y, acto seguido, se verificd su captura incubando la
placa con el suero hiperinmune anti-PLA2 (Figura 35).
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Figura 35. ELISA. PLA2 recombinantes, obtenidas in vitro e in vivo, enfrentadas con el
suero anti-PLA2 obtenido en conejo y con el suero previo no inmune del mismo conejo.
Control IVTT: reaccion IVTT con el vector pT7CFE1-CHis, sin inserto, usada como control
negativo. Tampodn de captura: tampdn en el que se diluyeron las recombinantes en el paso
de fijacién al monoclonal anti-His-tag, que también fue incluido como control negativo.
Cada punto representa la media y la desviacién estandar de tres ensayos idénticos en los
que cada condicidn se analizé en pocillos duplicados.

Una vez verificada la captura de ambas versiones recombinantes de PLA2, unas placas
similares fueron incubadas con la quimera P-sel/IgG humana o con el tampdn en el que ésta
iba diluida (MOPS) y con el anticuerpo anti-lgG humana marcado con peroxidasa.
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Figura 36. ELISA. PLA2 recombinantes, obtenidas in vitro e in vivo, enfrentadas con la
quimera P-sel/IgG humana o con el tampdn diluyente (MOPS). Control IVTT: reaccion IVTT
con el vector pT7CFE1-CHis, sin inserto, usada como control negativo. Tampdn de captura:
tampon en el que se diluyeron las recombinantes en el paso de fijacién al monoclonal
anti-His-tag, que también fue incluido como control negativo. Cada punto representa la
media y la desviacién estandar de tres ensayos idénticos en los que cada condicion se
analizd en pocillos duplicados.

Como muestra la figura 36, ambas recombinantes se unieron a la quimera, aunque
débilmente, confirmando los resultados del andlisis de los microarrays y la capacidad de la
PLA2 para actuar como ligando de P-selectina.
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Union de P-selectina a las PLA2 recombinantes en western blot.

Por ultimo, ambas PLA2 recombinantes, la obtenida in vivo purificada (1 ug) y la
obtenida in vitro (1 pL de reaccidn), se resolvieron en geles de SDS-PAGE y se transfirieron a
membranas de nitrocelulosa, incubandolas posteriormente con la quimera P-selectina/IgG-
humana o con el tampén diluyente (MOPS).

La quimera se unié a ambas recombinantes: claramente a la PLA2 purificada obtenida
in vivo y, débilmente, a la PLA2 obtenida in vitro; la banda de esta ultima, aunque ténue, es
perceptible en su carril correspondiente pero no en el carril control negativo (reaccion IVTT)
(Figura 37). En las membranas incubadas sélo con el tampdn MOPS no se reveld ninguna
banda al nivel de la PLA2.

PLA2 PLA2 PLA2 PLA2
kDa PM IVIT invitro invivo IVTT invitro invivo
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Figura 37. Western blot. PLA2 recombinantes obtenidas in vitro (sin purificar) e in vivo
(purificada previamente) enfrentadas con la quimera P-selectina/IgG humana o con el
tampon diluyente (MOPS). PM: marcador de pesos moleculares. IVTT: reaccidn in vitro con
el vector pT7CFE1-CHis, sin inserto, usada como control negativo. Los asteriscos sefialan
las bandas correspondientes a la PLA2.
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OBJETIVO 5.
PRODUCCION DE LAS PROTEINAS RECOMBINANTES DE INTERES Y EVALUACION DE
SU CAPACIDAD PROTECTORA EN PRUEBAS DE VACUNACION DE ANIMALES.

Las proteinas seleccionadas para los ensayos de vacunacién de animales fueron las
reconocidas e identificadas en el andlisis de los microarrays con el suero anti-Om44 (PLA2,
7DB, RP-60S, HSP90 y actina) y con la P-selectina/IgG (PLA2). A estas cinco proteinas afiadimos
otras dos, la apirasa y un ortélogo de la savignyigrina de O. savignyi, al que denominamos
mougrina, las cuales habian sido identificadas en la genoteca de entrada durante las pruebas
de control de calidad (Tabla 9).

5.1. Secuencias de cDNA codificante y de aminodacidos de las proteinas seleccionadas.

Excepto para la HSP90, las secuencias completas de cDNA codificante de estas
proteinas se obtuvieron mediante la secuenciacion de los clones correspondientes en los
vectores pANT7_cGST o pDONR_222. La secuencia de la HSP90 clonada en pANT7_cGST estaba
truncada en el extremo 5’, de modo que se completé mediante 5’-RACE.

Todas estas secuencias, excepto la de la actina que ya lo estaba, fueron depositadas en
la base de datos GenBank. La tabla 10 recoge el tamano y el nimero de acceso de dichas
secuencias y la tabla 11 muestra las secuencias nucleotidicas especificas.

Tabla 10. Tamafio en pares de bases (pb) de los cDNAs correspondientes y nimeros de
acceso en la base de datos GenBank.

N2 acceso Tamafio

cDNA (GenBank)  (pb)
PLA2 KC908103.1 816
7DB KC908104.1 342
RP- 60S KC908109.1 624
HSP90 KC908107.1 1692
Apirasa KC908110.1 1755
Mougrina KC908105.1 192

153



Resultados

Tabla 11. Secuencias codificantes completas (cDNAs) de PLA2, 7DB, RP-60S, HSP90,
apirasa y mougrina.

Secuencia

PLA2 1 ATGACTAAAGAAAACCAGACCTTGGTGGAGCAGTACTTGAAGTGCGAAGACCTCGGCAAC
61 AGTGTTGAGGGAAAAATGATGTCTTTGTTAGATAGATTTGGCTCTGCAGTGACGCTCGCG
121 ACTGGAAATACATTCGCCACACAGAACCAGATAGATGCTGCGGATGAATATGTTCGAAAC
181 TGTACGTGGCATCCACTCATGATGCGTACCCCAAGGGATGTTCTACTCCTAAGATGGAAT
241 AAGAACGGAGACTATATATATCCAGGGACTAAATGGTGTGGAGCTGGGAATAAGTCAGAA
301 AGGACTGGTGATTATGGCACTAACAACGAAACCGATAAATGCTGCGAAGCTCATGACAAC
361 GCCACGGATTATATGCTTTCAAGAAGCTATAATGCGAACCGCACTATGTGGAACCCCAAA
421 TACTATACTGTAACCAACTGCGCCGATGACGCGAAGCTCTTCGACTGTCTCCTGAAGGCA
481 AATACGAGCGGATCCCTCGAGTTCGGACAAGCATTTTTCGATGCATTACAGGTTCCCTGC
541 TTCGCTAATACGTACAAAAGGGACTGCCAAAGCTGGTGGGACGGCTTTGCCTACAGATAT
601 CCNCCGAAGTGTAAGCCCTGGAATAAAACGGCGGAAAAGAATTGGACCCTAATTGATCCA
661 CCAAATTTCTATTATACCTTCCTGAGAGTGAACCATAACGACACATATGAAGCTGCTAAT
721 GACATCTATTCCTGGAAGGAGGTCTGCAAACTTGATGAGTCATTGAACTGCTGGAATTAC
781 ACCTGGTTGAATTCCTCAATAAAGACGACAAAATGA

7DB 1 ATGCATCTGCTTTCCTTTGGGTCTTTGGCCCTCTTTTATGGAGTATTTGCAACTTTCATC
61 ATAGAAGATCTTCCCGGGATTCTAAACGGCACAGGTGAAGATTACGAGGATTACGACTAC
121 GGTCCTCAAAAGAACCTCACAGAGTGCGACCACGCGTCGCCACGCCTGCCAGGATCTAAT
181 GAAACATACACGTGTTCTCATCTTTGCTCGACTAGCGGTTATGCAAATGAAGAGGACGGA
241 AAGTGGTGCACGACTACAACCATTACCCAGACATCCACGTACGATGAGTGGGTTAACGGA
301 ACATGTCGTAACGGCACTTGCGTGACAAATGCGTCGCCGTGA

RP-60S 1 ATGGGTCGCCGTCCGGCAAGATGTTACCGTTACTGCAAGAATAAACCATATCCGAAGTCT
61 CGCTTCTGTCGTGGTGTGCCAGATCCGAAGATCCGTATCTTCGATCTCGGTCGCAAGAAG
121 GCCCGTGTAGATGAGTTTCCGCTCTGCGTGCATCTCATCTCCAAGGAGTTCGAACAGATC
181 TCCTCCGAGGCCCTGGAAGCTGGTCGTATCTGCGCCAACAAGTATCTGGTGAAGACTTGC
241 GGCAAGGACGCCTTCCACTTGCGAATGCGGTTGCACCCCTTCCACGTAATTCGAATCAAC
301 AAAATGTTGTCCTGTGCTGGAGCTGATAGGCTCCAAACGGGGATGCGTGGTGCTTTCGGA
361 AAGCCGCAGGGCACCGTGGCCCGGGTGCACATTGGGCAGAAGATAATGTCCGTGCGTGTT
421 AAGGAGCAGCACAAGGAGAACGTCATCGAGGCACTGCGTAGGGCAAAGTTCAAGTTTCCT
481 GGCCGTCAGAAGGTTTGCCTCTCGAAGAAGTGGGGCTTTACCAAAGTGGGGACGCCAGCG
541 ACTACGAGGAAATGCGTGCTGACGGGACGGCTGAAAACCCGATCGGTGCGTACTGCCACT
601 ACTACAGCGGCCACGGACCTCTGA

HSP90 1 ATGCCAGAAGAAGCTCAAATGGAGGAAACAGGCGAGGTGGAGACCTTTGCTTTCCAAGCT

61 GAGATTGCTCAGCTTATGAGCCTCATCATCAATACATTCTACTCGAACAAAGAAATATTC
121 CTTCGGGAATTGATTTCAAACTCCTCGGACGCCTTAGACAAGATCAGATACGAGTCCCTG
181 ACCGAGCCCACGAAGTTGGATGCCCAGAAAGAGCTTTTCATCAAGATCATCCCCAACCGC
241 GATGACCGTACCCTGACCATCATCGACACTGGTATCGGCATGACAAAAGCCGATCTTATT
301 AACAACTTGGGTACGATAGCGAAGTCTGGCACAAAGGCTTTCATGGAAGCTCTGCAGGCT
361 GGTGCTGACATCAGTATGATCGGTCAGTTCGGTGTTGGCTTCTACTCGGCGTACTTGGTC
421 GCTGACAAGGTTACCGTCACTTCAAAGCACAATGATGATGAGCAGTACACGTGGGAGTCT
481 GCTGCTGGTGGCTCCTTCACCATCCGTGCTGATAACACCGAGCCCCTCGGACGCGGTACG
541 AAGATCGTCCTCCACTTGAAGGAAGATCAGACGGAGTATCTTGAGGAACGTCGTGTCAAG
601 GAGGTTGTAAAGAAGCATTCCCAGTTCATCGGCTACCCCATCAAACTTCTCGTCCAGAAA
661 GAGCGTGAGAAGGAGGTGTCTGATGACGAGGAGGAGGAAGAAAAGAAGGAAGAGAAGAAA
721 GAGGAAGATGACGAGGAAGGAAAGCCCAAGATTGAGGATGTAGATGAAGACGAAGATAAA
781 GACAAGGGAAAGAAGAAAAAGAAGATCAAGGAGAAGTACTCCGAGGATGAAGAGCTCAAC
841 AAGACAAAGCCCATTTGGATGCGCAACCCTGACGACATCTCTCAGGAGGAGTATGGAGAG
901 TTCTACAAGTCTCTTACGAATGACTGGGAAGACCACTTGGCTGTCAAGCATTTCTCCGTT
961 GAGGGACAGCTGGAATTCCGTGCTCTGCTCTTCGTTCCCAAGCGCGCACCCTTCGATCTC
1021 TTCGAGAACAGAAAGCAGAAAAATAACATCAAGTTGTATGTCAGGAGGGTATTCATCATG
1081 GACAACTGTGAGGACCTCATTCCGGAGTACCTTAACTTCATTAAGGGTGTGGTGGACTCT
1141 GAGGACTTGCCCCTCAACATATCGCGTGAAATGCTGCAGCAGAATAAGATCCTTAAAGTC
1201 ATCAGGAAGAATTTGGTCAAGAAGTGCCTGGAGCTCTTTGACACTGTTGCTGAGGACAGG
1261 GAAATGTACAAGAAATTCTATGAGCAGTTCAGCAAAAATATGAAGCTCGGCATTCACGAG
1321 GACTCCCAGAACAGGAAGAAGTTGGCCGAATTTCTCCGCTACTACACGTCTTCCTCTGGT
1381 GATGAGATGTGCTCCCTGAAGGACTATGTCTCCCGCATGAAGGAAAACCAGAAGCACATC
1441 TATTTCATTACTGGTGAATCCAAGGAACAGGTGGCAAACTCTGCTTTCGTTGAGCGAGTT
1501 CGCCAGCGAGGCTTCGAAGTCATCTACATGATCGAGCCCATTGATGAATACTGCGTCCAG
1561 CAGCTGAAGGAGTACGACGGCAAAACCCTGGTGTCTGTCACAAAGGAAGAACTCGAGCTC
1621 CCGGAGGATGATGCTGAGAAGAAGAGGCAGGAAGAAAACAGCAGAAGTTTGAGAACTTGT
1681 GCAAGGTCATGA

Apirasa 1 ATGCTAAAACACTTTTTTCTCGCCTTCTCTCTTCTCTTGGCTGTCTCTAATGCTAAGCCT
61 GCAACGACTCCGAAACCGAAATGCCCGAAGAAGGCGCCGGATGGTTTCACTTTGACCATA
121 CTTCATACGAATGATATTCACAGTCACTTTGACGAGAGCAATCAATGGGGAGGTCCATGC
181 GTGCCGAAGAACAACAAGACGGACCACTGCGTCGCTGGCGTCACTCGGCTCGCAACACTG
241 GTGAAAAAGATGAAAAAGGAATACCCTAAGGCCCTCTTCATGAACGCTGGGGATTTCTAC
301 CAAGGCAGTGTTTGGTATACGGTTCTCAAGGACAGAATAGTCTCTGCGGTCATGAAAGAA
361 CTGAAATATAACGCTGTCTCCCTTGGAAACCACGAGTTCGACGACGGCCCAGACGGTCTG
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421 GCTCCCTTTCTGGGTAATATGTCGGAAGCCGGTGTCAAGGTGATCGCAACCAATGTCGAC
481 ACCAAGGATGAACCGATATTAAAGGACAAGGTCTTATTGAAATCGCACACATTCTGCGTG
541 GAAGGGAGACGAGTAGGTGTGATTGGAGCTGTCACTGAAGAAACACGAACCATCGCAAAA
601 CCTGGAAATGCATTAATCAAGGATGTGATCCCGTCCCTCCAAGAAGAAGCGAAAAGACTC
661 AAGGCAAAAGGTGTAGAGATCATCGTAACGATCACACACACTGGGTACGATGTGGACCCT
721 TATATCGTGGGGAATATTACCGAGTTGGACATCTTGGTAGGGGGGCATACAAACACCTTT
781 CTGTACAACGGTACACCGCCTACGAAGGACAAGGTGGAAGGGCAATATCCAACTGTGGTG
841 GAAAGACCAGACGGCTCACGAGGGTTGATTGTACAGGACTTTTGGTTCGGAAAGTATCTA
901 GGATTCCTCCAGGTTACATTCGACAGCAAAGGAAATGTTAACAGTTGGCAAGGAAATCCT
961 ATATTTGTGAATCACTCGTACGAAGAAGACGAGAGCATGAAGAAACCCTTGGAACCATTC
1021 AGAGAGATCGTTAACGAGGCCGGCAGGCGGCCAATCGGCAGCTCGAAAGTCGTGCTTTCC
1081 GCGGATAACAAAACTTGCCGGCTAAACGAATGTAACATGATGAACATGGTCACAGATTCA
1141 TTCCTTGCTTATTATGCGGATCAAGACTCCCCGGAAACCATGTGGTCTAATGTGGCTGCT
1201 GCCGTTGTCAACTCCGGATTCGCGAGGTCGTCGCTTCCTAAAAGCGACAAACTCACTATG
1261 TTCGACATCATGAGGGCTCTCCCATACGAAAGCAGCCTTGTCGTTCTCACACTAAAGGGC
1321 ACTGACCTTCGCAAGATGTTCGAGCATTCAGTGGCACAATTTACGGTAACAGCCGACCCA
1381 AGAGGTGAATTCCTCGCAGTGTCAGGAATGAAAGTTAAGTACGACCTTAAGAAGCCAGCA
1441 AACAAAAGGGTTGTGTACCTCCGGATTCTTTGCACACAATGCGTCGTTCCCCGGTACGAA
1501 GTCGTGAAAAATAACCAGACATACAAGATAGCCACAACTAGCTACATTGCAAACGGTGGC
1561 GACGGTTTTGAGTTCGACAAAGAAGTCATCAAGGAAACGAAAGGTGTTGTGGACAGCGAA
1621 GTGTATCTGCCATATATCATGAAGATGTCACCCCTGAAGACAGCAGTCGAAGGACGCATC
1681 TTCATCCGCAATTACCCCAAACCAGCCATTAGCAGCAGATATGACATGAGCTGGAAGCAA
1741 GAGATCTGGGTCTAA

Mougrina 1 ATGCAGGCGAAAATCTTGGTCTTCGCTTTTGTGCTTCTCAGCGTCGCTGTTCTTGCATAC

61 GGATATGTGGACGAATGCAACGAAACACCCATGTATAGGTGTCCTGGCGATGAAGACAGA
121 ATATCTGGTTGGACATACGATCATTCTGGCTCTGAAAATGACTGCAGGAGACTATGCGGA
181 GAAAAATGGTAA

Las secuencias peptidicas correspondientes, obtenidas con la aplicacién “Translate”
(Tabla 12), se sometieron a un analisis bioinformatico basico con el fin de calcular su punto
isoeléctrico y peso molecular tedricos, comprobar la presencia de motivos conservados,
péptido sefial, sefales de secrecidn, hélices transmembrana o sitios de anclaje tipo GPI (Tabla
13).

Los resultados de este andlisis indicaron que las proteinas 7DB, apirasa y mougrina
contienen péptido sefial y ademds, que la 7DB, la apirasa y la PLA2 contienen sefiales de
secrecion distintas de las clasicas. Sélo la mougrina contiene hélices transmembrana y ninguna
de ellas presenta sitios de anclaje a la membrana tipo GPI.
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Tabla 12. Secuencias aminoacidicas deducidas para las proteinas PLA2, 7DB, RP-60S,
HSP90, apirasa y mougrina de O. moubata.

Secuencia

PLA2 1 MTKENQTLVEQYLKCEDLGNSVEGKMMSLLDRFGSAVTLATGNTFATQNQIDAADEYVRN

61 CTWHPLMMRTPRDVLLLRWNKNGDY I'YPGTKWCGAGNKSERTGDYGTNNETDKCCEAHDN
121 ATDYMLSRSYNANRTMWNPKYYTVTNCADDAKLFDCLLKANTSGSLEFGQAFFDALQVPC
181 FANTYKRDCQSWWDGFAYRYPPKCKPWNKTAEKNWTLIDPPNFYYTFLRVNHNDTYEAAN
241 D1YSWKEVCKLDESLNCWNYTWLNSSIKTTK

7DB 1 MHLLSFGSLALFYGVFATFII1EDLPGILNGTGEDYEDYDYGPQKNLTECDHASPRLPGSN
61 ETYTCSHLCSTSGYANEEDGKWCTTTTITQTSTYDEWVNGTCRNGTCVTNASP
RP-60S 1 MGRRPARCYRYCKNKPYPKSRFCRGVPDPKIRIFDLGRKKARVDEFPLCVHLISKEFEQI

61 SSEALEAGRICANKYLVKTCGKDAFHLRMRLHPFHVIRINKMLSCAGADRLQTGMRGAFG
121 KPQGTVARVHIGQKIMSVRVKEQHKENV IEALRRAKFKFPGRQKVCLSKKWGFTKVGTPA
181 TTRKCVLTGRLKTRSVRTATTTAATDL

HSP90 1 MPEEAQMEETGEVETFAFQAEIAQLMSLIINTFYSNKEIFLRELISNSSDALDKIRYESL
61 TEPTKLDAQKELFIKIIPNRDDRTLTIIDTGIGMTKADLINNLGT IAKSGTKAFMEALQA
121 GADISMIGQFGVGFYSAYLVADKVTVTSKHNDDEQYTWESAAGGSFT IRADNTEPLGRGT
181 KIVLHLKEDQTEYLEERRVKEVVKKHSQFIGYP IKLLVQKEREKEVSDDEEEEEKKEEKK
241 EEDDEEGKPKIEDVDEDEDKDKGKKKKKIKEKYSEDEELNKTKPIWMRNPDD ISQEEYGE
301 FYKSLTNDWEDHLAVKHFSVEGQLEFRALLFVPKRAPFDLFENRKQKNNIKLYVRRVFIM
361 DNCEDLIPEYLNFIKGVVDSEDLPLNISREMLQQNKILKVIRKNLVKKCLELFDTVAEDR
421 EMYKKFYEQFSKNMKLGIHEDSQNRKKLAEFLRYYTSSSGDEMCSLKDYVSRMKENQKH I
481 YFITGESKEQVANSAFVERVRQRGFEVIYMIEPIDEYCVQQLKEYDGKTLVSVTKEELEL
541 PEDDAEKKRQEENSRSLRTCARS

Apirasa 1 MLKHFFLAFSLLLAVSNAKPATTPKPKCPKKAPDGFTLTILHTND IHSHFDESNQWGGPC
61 VPKNNKTDHCVAGVTRLATLVKKMKKEYPKALFMNAGDFYQGSVWYTVLKDRIVSAVMKE
121 LKYNAVSLGNHEFDDGPDGLAPFLGNMSEAGVKVIATNVDTKDEP ILKDKVLLKSHTFCV
181 EGRRVGVIGAVTEETRTIAKPGNAL IKDVIPSLQEEAKRLKAKGVEIIVTITHTGYDVDP
241 YIVGNITELDILVGGHTNTFLYNGTPPTKDKVEGQYPTVVERPDGSRGL IVQDFWFGKYL
301 GFLQVTFDSKGNVNSWQGNP IFVNHSYEEDESMKKPLEPFRE IVNEAGRRP IGSSKVVLS
361 ADNKTCRLNECNMMNMVTDSFLAYYADQDSPETMWSNVAAAVVNSGFARSSLPKSDKLTM
421 FDIMRALPYESSLVVLTLKGTDLRKMFEHSVAQFTVTADPRGEFLAVSGMKVKYDLKKPA
481 NKRVVYLRILCTQCVVPRYEVVKNNQTYKIATTSY IANGGDGFEFDKEV IKETKGVVDSE
541 VYLPYIMKMSPLKTAVEGRIFIRNYPKPAISSRYDMSWKQEIWV

Mougrina 1 MQAKILVFAFVLLSVAVLAYGYVDECNETPMYRCPGDEDRISGWTYDHSGSENDCRRLCG
61 EKW

Tabla 13. Datos relativos al nimero de aminodcidos (aa), punto isoeléctrico (pl) y peso
molecular en kDa (PM), presencia/ausencia de péptido sefial, hélices transmembrana,
sefiales de secrecidn no clésicas y sitios de anclaje tipo GPI de las proteinas PLA2, 7DB, RP-
60S, HSP90, apirasa y mougrina de O. moubata.

Proteina aa ol PM Pépfido Hélices Seiiales s’ef:recién GPI
seial transmembrana no clasicas

PLA2 271 571 31,44 No No Si No
7DB 113 4,22 12,38 Si No Si No
RP-60S 207 10,66 23,56 No No No No
HSP90 563 5,03 65,73 No No No No
Apirasa 584 8,69 65,23 Si No Si No
Mougrina 63 4,64 7,21 Si Si No No
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5.2. Expresion y purificacidn de las proteinas recombinantes.

5.2.1. Expresidn y purificacion de las proteinas clonadas en pQE-30: PLA2, 7DB, RP-
60S, actina, apirasa y HSP90.

El cDNA codificante de estas proteinas se cloné en el vector de expresiéon pQE-30. En el
caso de la 7DB vy la apirasa, se expresaron versiones truncadas, sin péptido sefial, por ser mas
parecidas que las proteinas completas a los péptidos nativos maduros inoculados al
hospedador con la saliva.

En las condiciones utilizadas en nuestros experimentos, tras la induccién con IPTG,
todas estas proteinas, excepto la HSP90, se expresaron en forma insoluble, por lo que fue
necesario solubilizarlas con urea 8 M para purificarlas, retirdandose la urea posteriormente
durante el proceso de purificacién.

Por su parte, la HSP90 no pudo ser obtenida. Durante su induccién con IPTG la
densidad éptica del cultivo disminuyd en lugar de aumentar y no se recuperd nada de esta
proteina a partir del lisado celular.

En la figura 38 se muestran los resultados de la expresién y purificacion de 7DB, RP-
60S, actina y apirasa, asi como la prueba de expresién de HSP90.

Todas las proteinas purificadas migraron en los geles de poliacrilamida como una Unica
banda, con un peso molecular estimado que coincidia con la prediccidn tedrica excepto la 7DB,
cuyo peso molecular estimado en los geles (24 kDa) era el doble que la prediccion teodrica
(12,5 kDa). Ante esta discrepancia, la banda correspondiente se analizd mediante
espectrometria de masas (MALDI-TOF) y la comparacion en las bases de datos confirmé la
identidad de la recombinante como un miembro de la familia 7DB.

El rendimiento final de la expresién y purificacion de cada una de estas proteinas
se indica en la tabla 14.

Tabla 14. Rendimiento de la produccion de las recombinantes expresadas en pQE-30.

Proteina Rendimiento (mg/L)
PLA2 17,4

7DB 13

RP- 60S 19

Actina 2,5

Apirasa 18
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Figura 38. Expresion y purificacion de: (A) PLA2; (B) 7DB; (C) RP-60S; (D) Actina; (E) Apirasa
y (F) HSP90. Geles de poliacrilamida al 12 % tefiidos con azul de Coomassie.
Sobrenadantes (S) y sedimentos (P) de los lisados celulares antes y después de la
induccion con IPTG, asi como de los sobrenadantes y sedimentos después de la
solubilizacién con urea 8 M. El ultimo carril de cada imagen, salvo el F, muestra la proteina
recombinante purificada. PM, marcador de pesos moleculares, valores expresados en kDa.
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5.2.2. Expresion y purificacion de mougrina-GST.
Por su pequeio tamafio, la mougrina se clond en el vector pGEX-4T-1 para obtenerla
como proteina de fusidn con GST a fin de potenciar su inmunogenicidad.

En las condiciones utilizadas para la expresidon de la proteina, la mougrina-GST se
expreso de forma insoluble, por lo que se purificd directamente a partir del sedimento de la
lisis celular mediante electroelucidn de geles de poliacrilamida.

La proteina purificada migré en los geles de poliacrilamida como una Unica banda de
35 kDa, de acuerdo con la prediccidn tedrica (7,21 kDa para la mougrina y 35 kDa para la
proteina de fusidn con GST). El rendimiento final de la purificacion de esta proteina fue de
24 mg de proteina por litro de cultivo.

No inducido Inducido
PM S P S P MOU-GST

116-
66 -

45.-

35-

25-

18-

Figura 39. Expresion y purificacion de mougrina-GST. Gel de poliacrilamida al 12 % tefiido
con azul de Coomassie. Sobrenadante (S) y sedimento (P) del lisado celular antes y
después de la induccidon con IPTG. MOU-GST, proteina de fusién con GST purificada
mediante electroelucion. PM, marcador de pesos moleculares, valores expresados en kDa.

5.3. Ensayos de vacunacion. Valor protector frente a O. moubata.

5.3.1. Titulo y especificidad de los sueros hiperinmunes.

Todos los sueros de los animales inmunizados presentaron alta reactividad frente a la
proteina homdloga (DO > 1 y titulo superior a 1/12.800), excepto los conejos vacunados con la
RP-60S, que presentaron DOs en torno a 0,4 y titulos de 1/1.600 (Figura 40A).

Ademas, todos estos sueros reaccionaron con la saliva con una intensidad media (DO
entre 0,25 y 0,5) salvo los de los conejos vacunados con 7DB y RP-60S, que presentaron una
reactividad baja (DO <0,2), apenas el doble que la del correspondiente suero preinmune
(Figura 40B).
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Figura 40. ELISA. Niveles séricos de IgG total (DO media y desviacion estandar) en los
conejos vacunados con cada una de las proteinas recombinantes: (A) frente a la proteina
recombinante homoéloga y (B) frente a la saliva.

La especificidad de los sueros se comprobé por western blot, enfrentando cada suero
con la proteina homdloga y con la saliva de O. moubata.

Como se observa en la figura 41A, todos los sueros hiperinmunes reconocieron a su
proteina homdloga. En el caso de la PLA2, los sueros revelaron hasta tres bandas, de unos 38,
68 y 100 kDa.

En la saliva (Figura 41B), los sueros anti-PLA2, anti-actina, anti-apirasa y anti-GST-
mougrina, reconocieron especificamente a su proteina homologa nativa. En el caso de los
sueros anti-PLA2 ésta fue una banda de unos 68 kDa y, en el caso de la GST-mougrina, una
banda préxima al tamafio de la GST. Los sueros anti-7DB y anti-RP-60S no revelaron ninguna
banda en la saliva.

Por su parte, los sueros preinmunes no reaccionaron con ninguna de las proteinas
recombinantes ni con ninglin componente de la saliva (datos no mostrados).
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Figura 41. Western blot. Antigenos reconocidos por los sueros de los conejos vacunados
con las recombinantes PLA2, 7DB, RP-60S, actina (ACT), apirasa (APl) y mougrina-GST
(MOU): (A) sobre la proteina recombinante homadloga y (B) sobre la saliva de O. moubata.

5.3.2. Accidon de la respuesta inmunitaria inducida por las proteinas recombinantes
sobre los parasitos.

Los ejemplares alimentados sobre los grupos control 1 (vacunados con GST) y control 2
(tratados sélo con el adyuvante) no experimentaron ninglin efecto adverso, de modo que los
pardmetros medidos en ellos fueron practicamente idénticos en ambos grupos. En
consecuencia fueron reunidos en un Unico grupo control para facilitar las comparaciones
posteriores.

El efecto de la respuesta inmunitaria inducida por las recombinantes sobre las
garrapatas alimentadas en los otros grupos de conejos fue la siguiente:

Tiempo de alimentacion. No se observaron diferencias en el tiempo de alimentacidn,
ni en el numero de ejemplares alimentados y desprendidos en una hora, entre los grupos
vacunados y el control en ninguna de las fases evolutivas.

Cantidad de sangre ingerida. Se observé una reduccidn significativa, respecto al grupo
control, en la cantidad de sangre ingerida por las hembras y las ninfas-3 alimentadas sobre los
conejos de todos los grupos vacunados, asi como en la sangre ingerida por los machos
alimentados sobre los conejos vacunados con actina, apirasa y mougrina.

Para todas las fases evolutivas, la mayor reduccién en la ingesta se observé en el grupo
vacunado con apirasa (Tabla 15).
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Tabla 15. Cantidad de sangre ingerida (mg) por los ejemplares de O. moubata alimentados sobre
los conejos control o vacunados con las diferentes proteinas recombinantes (media + desviacion
estandar). Porcentaje de reduccién en la cantidad de sangre ingerida respecto al grupo control

(media por grupo).

Machos Hembras Ninfas-3

mg sangre % reduccion mg sangre % reduccion mg sangre % reduccion
Control 28,1+4,3 - 233,1+16,5 - 26,3+3,1 -
PLA2 27,2£3,2 3,2+11,6 186,4 + 19,2** 20,1 £8,5%* 21,6 £2,5%* 18,1 + 10**
7DB 27,2+6,5 3,1+£24,1 173,3 £ 26,4** 25,6 £11,8** 21,5+0,9%* 18,6 +3,6**
RP-60S 25,3+0,3 10,2+1,0 204,4 + 14,5%* 12,3 + 6,4%* 21,4 £1,6%* 18,8 £ 6,4**
Actina 23,6 +4,7* 16,0 £ 6,6** 190,5 + 29,6** 18,3 £ 13** 21,8 +£0,7** 17,4 +2,8**
Apirasa 19,6 £ 1,3** 30,5 +4,8** 172,2 £ 5,7** 26,1 +2,5%* 15,9 +2,1%* 39,7 + 8**
Mougrina 19,7 £2,7** 30,0 £9,7*%* 185,4 + 18,2** 20,45 + 8** 19,9 £ 4,3** 24,2 £ 16,6**

*p < 0,05 respecto al grupo control
** p < 0,01 respecto al grupo control

Fecundidad de las hembras. Se analizé contabilizando el nimero de huevos depositados
y el nimero de ninfas-1 emergentes por cada hembra. Con estos datos se calcularon el % de
huevos viables y el indice de reproduccién (ninfas-1 por hembra / nimero medio de ninfas-1
por hembra en el grupo control) (Tabla 16). En todos los grupos vacunados se observaron
reducciones en el nimero de huevos depositados y de ninfas-1 emergentes. La reduccién en el
numero de ninfas-1 fue significativa para 7DB (p < 0,05) y muy significativa para PLA2, apirasa y
mougrina (p < 0,01). Esto se tradujo en descensos igualmente significativos en el indice de
reproduccion de las hembras alimentadas en los conejos vacunados con PLA2, apirasa y
mougrina.

Tabla 16. Numero y viabilidad (%) de los huevos depositados por cada hembra de las
alimentadas sobre los conejos control o vacunados con las diferentes proteinas
recombinantes (media * desviacion estandar). Nimero de ninfas-1 e indice de
reproduccién respecto al control (ninfas-1/media de ninfas-1 en el grupo control).

N2 huevos / hembra % N2 ninfas-1 / hembra indice de reproduccién
viabilidad
Control 209,3+14,9 90,44 189,1+14,3 1,00 + 0,07
PLA2 160,5 + 36,8** 91,4+2,3 146,3 £ 32%* 0,77 £0,17**
7DB 192,9+5,9 87,5+3,8 168,9 £ 10,1* 0,88 + 0,05*
RP-60S 181,7 + 2* 94,6 +1,8 171,95 0,90 +0,03
Actina 194,8 + 13,6 91,6 +2,1 178,3+8,5 0,93+0,04
Apirasa 153,6 £ 6,1** 91,3+2,9 140,3 £ 8,6** 0,74 £ 0,04**
Mougrina 142,5 £+ 8,9** 87,4+7,9 116,9 £ 25,2** 0,61 £0,13**

* p < 0,05 respecto al grupo control
** p < 0,01 respecto al grupo control

162



Resultados

Tasa de muda de las ninfas-3. No se registraron diferencias significativas en la tasa de
muda de las ninfas-3 entre los grupos vacunados y el grupo control, observandose que todas
las ninfas supervivientes mudaron con normalidad (resultados no mostrados).

Porcentaje de mortalidad e indice de supervivencia. Las mayores tasas de mortalidad
se registraron en los ejemplares alimentados sobre los conejos vacunados con PLA2 (en todas
las fases evolutivas), siendo significativamente superiores a las registradas en el grupo control
(p<0,01) (Tabla 17).

La apirasa en machos y la RP-60S y la actina en hembras y ninfas-3 también provocaron

mortalidades significativas (p < 0,05).

Tabla 17. Mortalidad (%) de los ejemplares de O. moubata, alimentados sobre los conejos control
o vacunados con las diferentes proteinas recombinantes (media + desviacidn estandar). indice de
supervivencia respecto al control: nimero de supervivientes/media de supervivientes en el grupo
control (media + desviacion estandar).

Machos Hembras Ninfas-3

% mortalidad su:)r:e‘:ifi‘\e/::cia % mortalidad su:)ne?'i/ci(\e/::cia % mortalidad su:::'i\fi(\e/::cia
Control 4,3+3,6 1,00 £0,04 5%3 1,00 £ 0,03 2,734 1,00 0,03
PLA2 18,6 £ 3,9%* 0,85+ 0,04** 31,6+ 21,1%* 0,72 £ 0,22%** 11,3+ 7,9%* 0,92 + 0,08**
7DB 810 0,960 4,4+33 1,00+ 0,35 6+29 0,97 +0,03
RP-60S 10,7 £3,9 0,93 £0,04 15,6 £ 11,7* 0,89 +0,12* 12 £1,7%* 0,91 + 0,02**
Actina 2,7+3,9 1,02+£0,04 15,6 + 8,6* 0,89 + 0,09* 6,7 £0,9* 0,97 £0,01*
Apirasa 16 £ 4,4%* 0,88 +0,21** 2,2+3,2 1,03+0,03 4+0 0,99 + 0,00
Mougrina 53%39 0,99 £ 0,04 8,932 0,96 £ 0,03 2,7+3,9 1,00 £ 0,04

* p < 0,05 respecto al grupo control
** p < 0,01 respecto al grupo control

Eficacia protectora. Por ultimo, la eficacia protectora de cada una de las proteinas
recombinantes se calculd a partir de los indices de supervivencia y reproduccion de las
hembras, por ser estos pardmetros los que determinan en mayor medida la evolucién del
tamafio de las poblaciones del parasito (Tabla 18).

Segun este indice, la recombinante mas eficaz fue la PLA2 (44,5 %), seguida por la
mougrina (41,4 %) y la apirasa (23,8 %). Las proteinas menos eficaces fueron la RP-60S, actina y
7DB, todas ellas con eficacias inferiores al 20 %, aunque estadisticamente significativas.
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Tabla 18. Proteccion obtenida con las distintas proteinas recombinantes. Calculado en
funcién del nimero de hembras supervivientes que realizaron la puesta (indice de
supervivencia) y del nimero de ninfas-1 producidas por dichas hembras supervivientes
(indice de reproduccion): 100 x (1-indice de supervivencia de las hembras x indice de

reproduccién).

indice de indice de % eficacia

supervivencia  reproduccion protectora
PLA2 0,72 0,77 44,5**
7DB 1,00 0,88 12,0*
RP-60S 0,89 0,90 19,9**
Actina 0,89 0,93 17,3**
Apirasa 1,03 0,74 23,8%*
Mougrina 0,96 0,61 41,4%*

* p < 0,05 respecto al grupo control

** p < 0,01 respecto al grupo control
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La capacidad de los Organismos e Instituciones encargados de velar por la salud
publica, para evaluar y predecir los riesgos asociados a los patdgenos transmitidos por
garrapatas depende, en buena medida, del conocimiento preciso tanto de la abundancia y
distribucidn de las poblaciones de garrapatas que actian como vectores, como de la evolucidn
de dichas poblaciones a lo largo del tiempo, haciendo necesaria una vigilancia epidemiolégica
constante.

En relacién con las especies del género Ornithodoros, su estilo de vida
enddfilo/nidicola y su alimentacién rapida hacen que la vigilancia epidemioldgica basada en la
busqueda directa de los parasitos en el terreno sea impracticable en estudios a gran escala y
han estimulado el desarrollo de métodos seroldgicos de deteccion indirecta.

Estos métodos se basan en la deteccion de anticuerpos especificos frente a las
proteinas salivales de la garrapata en el suero de los hospedadores (animales y personas)
presentes en el area de estudio y han demostrado su utilidad en la localizacion de poblaciones
de O. erraticus en el sur de Europa (Oleaga-Pérez et al., 1994) y de O. moubata en Madagascar
(Ravaomanana et al., 2011), sefialando, al mismo tiempo, la conveniencia de utilizar antigenos
salivales recombinantes en lugar de extractos salivales (SGE).

La aplicacién de estos métodos para la localizacidn precisa de O. moubata en Africa en
el entorno doméstico y peridoméstico puede ayudar a identificar zonas de riesgo de
transmisidn de Peste porcina africana y de Fiebre recurrente humana, contribuyendo a evitar
la expansidn de estas enfermedades hacia zonas adyacentes (Cutler et al., 2009; Penrith et al.,
2013).

Por todo ello, el primero de los objetivos de la presente tesis doctoral fue el desarrollo
de un antigeno recombinante para el diagndstico seroldgico de los parasitismos por O.
moubata que permita la localizacién de poblaciones de esta garrapata de una forma rapida,
sensible y fiable, evitando los inconvenientes derivados del uso de extractos antigénicos de
composicion compleja y poco conocida, como el SGE.

CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR DE TSGP1 DE O. MOUBATA. PRODUCCION EN
FORMA RECOMBINANTE Y ANALISIS DE SU UTILIDAD COMO HERRAMIENTA DIAGNOSTICA.

La eleccion de TSGP1 como antigeno diagndstico se basdé en nuestros resultados
previos, los cuales sefalaban al antigeno salival 20A1 como el mejor candidato (Baranda et al.,
2000), el cual fue posteriormente identificado como un ortdlogo de la lipocalina TSGP1 de O.
savignyi (Oleaga et al., 2007).

En consecuencia, procedimos a la obtencion de la secuencia de cDNA de la TSGP1 en
O. moubata y de la correspondiente secuencia de aminoacidos. Una vez obtenidas,
comprobamos primero que la proteina madura, sin el péptido sefal, coincidia en peso
molecular, punto isoeléctrico y secuencia N-terminal con las del antigeno 20A1 purificado por
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Baranda et al. (2000) e incluia a los dos péptidos internos obtenidos por Oleaga et al. (2007),
demostrando que, tal como habiamos anticipado, dicho antigeno era una isoforma de TSGP1.

A continuacién llevamos a cabo una busqueda por BLASTp utilizando la secuencia de
aminodcidos de la OmTSGP1 y seguidamente un analisis filogenético de las proteinas
recuperadas en dicha busqueda. Estos andlisis confirmaron que OmTSGP1 es un ortélogo de la
TSGP1 de O. savignyi (con un 65 % de identidad de secuencia) y demostraron que pertenece al
grupo de las lipocalinas que unen aminas biogénicas de argasidos definido por Mans et al.
(2008b), las cuales se caracterizan por conservar un patrén de aminoacidos practicamente
idéntico en el motivo de unién a aminas biogénicas (Figuras 3 y 4), a pesar de que en conjunto,
y salvo ambas TSGP1, estas proteinas presentan entre si una identidad de secuencia que cabe
calificar de baja (entre el 32 % y el 17 %).

El andlisis filogenético también puso de manifiesto que todas estas lipocalinas se
agrupan en dos clados bien definidos, los cuales se corresponden, respectivamente, con los
géneros Argas y Ornithodoros. Segin Mans et al. (2008b) y Mans y Ribeiro (2008), esto sugiere
gue ambos clados son grupos ortélogos con un origen monofilético y que, tras la divergencia
de ambos géneros, fendmenos repetidos de duplicacion génica pudieron dar origen a varios
grupos de genes pardlogos y familias proteicas multigénicas con funcién redundante. Esto
podria explicar el origen de las 18 isoformas de TSGP1 detectadas por Oleaga et al. (2007) en el
SGE de O. moubata.

Llama la atencién que tres de las proteinas identificadas en el anadlisis BLASTp
(pertenecientes a O. parkeri) estdn anotadas como “moubatin-like” (Francischetti et al.,
2008a), lo cual puede generar cierta confusidén en cuanto a su posible funcién. Cabe sefialar,
no obstante, que la busqueda por BLASTp utilizando cualquiera de esas tres secuencias de O.
parkeri recuperd siempre a la TSGP1 (de O. moubata o de O. savignyi) como mejor
coincidencia en especies distintas de O. parkeri, lo que sugiere que la relacién filogenética y
funcional de estas “moubatin-like proteins” con TSGP1 es mas estrecha que con la propia
moubatina, en concordancia con el hecho de que todas ellas conserven un motivo BAB casi
idéntico (Mans et al., 2008b).

Por su parte, el andlisis comparativo de las estructuras secundaria y terciaria de las dos
TSGP1 de O. moubata y O. savignyi mostré que éstas eran muy similares entre si (Figuras 5y 6)
y, a la vez, practicamente idénticas (100 % de precision) a las de las tres lipocalinas del mismo
grupo funcional, todas del género Argas, que sirvieron de referencia para el modelado
tridimensional de las TSGP1 (las lipocalinas AM-182, arg-r-1 y monomina).

De estos resultados cabe deducir que la TSGP1 de O. moubata tiene una funcién
bioldgica similar a la TSGP1 de O. savignyi, esto es, la unidn a histamina y serotonina y su
retirada de la lesion de alimentacion evitando el edema y el prurito inducido por estos
mediadores, algo que parece ser crucial para que estas garrapatas puedan completar la toma
de sangre (Francischetti et al., 2008a; Mans et al., 2008b). Es mas, la gran abundancia de
TSGP1 observada por Oleaga et al. (2007) en el SGE (>90 %) y en la saliva en el presente
trabajo (90 % en hembras y 31,5 % en machos, Figuras 12 y 13), junto con las 18 isoformas de
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TSGP1 expresadas por sus glandulas salivales, sugieren que la TSGP1 es el principal
secuestrador de histamina y serotonina de O. moubata. Dicha abundancia y la redundancia
funcional proporcionada por la multiplicacidon de isoformas de TSGP1 parecen ser necesarias
para la retirada efectiva de la histamina y serotonina que pueden acumularse en el sitio de
alimentacién (Mans et al., 2008b; Ribeiro y Arca, 2009). De este modo, la garrapata podria
utilizar diferentes isoformas de TSGP1 a medida que éstas son neutralizadas por el sistema
inmunitario del hospedador. Asi, cada individuo no expresaria simultaneamente todas las
isoformas, sino una o algunas de ellas. Esta estrategia evasiva se ha demostrado ya en otras
garrapatas, como, por ejemplo, en relacién con las proteinas de la familia IXAC de /. ricinus, que
actuan como inhibidores de la via alternativa del complemento (Couvreur et al., 2008).

Tras haber analizado la estructura molecular de la OmTSGP1 y anotado su previsible
funcion biolégica en la interfase garrapata-hospedador, pasamos a producirla en forma
recombinante para evaluar su eficacia diagndstica en comparacion con el SGE. Para ello se
expresd una version truncada de la misma, sin péptido sefial (rtOmTSGP1), en lugar de la
proteina completa, porque la version truncada es mas similar al antigeno nativo maduro
inoculado al hospedador con la saliva y porque se obtuvo un mayor rendimiento en proteina
en las pruebas previas de expresion y purificacién de ambas versiones.

La sensibilidad y especificidad de rtOmTSGP1 en la detecciéon de anticuerpos anti-O.
moubata se compararon por ELISA con las del SGE, enfrentado ambos antigenos con una
coleccion de 172 sueros porcinos bien definidos, clasificados de acuerdo con su origen y
especificidad.

Tras someter los resultados del ELISA a un analisis ROC y establecer los
correspondientes umbrales de positividad/negatividad (Figura 8; Tablas 1 y 2), dicho analisis
mostré que la reactividad del SGE era mayor o igual a la de rtOmTSGP1 con todos los grupos
de sueros, incluidos los cuatro grupos de sueros negativos. Esto es ldgico si tenemos en cuenta
que utilizando el SGE como antigeno se pueden detectar anticuerpos frente a otras proteinas
salivales y no sélo los especificos frente a TSGP1. En cualquier caso, ambos antigenos
mostraron una sensibilidad del 100 % pudiendo detectar IgG anti-O. moubata en cerdos desde
los 7 dias después de la primera picadura hasta, al menos, dos meses y medio después del
ultimo contacto cerdo-garrapata.

La especificidad de la rtOmTSGP1 se compard con la del SGE analizando la reactividad
de ambos antigenos con todos los sueros negativos, tanto los de cerdos infestados
experimentalmente con O. erraticus y otros ectoparasitos diferentes de O. moubata, como los
de cerdos procedentes de explotaciones en extensivo de la provincia de Salamanca, los cuales,
por su modo de vida, libre en el campo, estuvieron expuestos a una gran variedad de
ectoparasitos, pero no a 0. moubata, ya que esta especie no se encuentra presente en Espafia.
Los resultados mostraron una notable diferencia de especificidad entre ambos antigenos con
los sueros negativos de campo, entre los cuales, utilizando el SGE, obtuvimos un 13 % de falsos
positivos frente al 1% de la rtOmTSGP1 (Tabla 2). Ademas, la rtOmTSGP1 mostré una
reactividad muy baja con todos los sueros negativos, experimentales y de campo (1,96 % de
indice seroldgico medio), en comparacion con la del SGE (8,67 % de indice serolégico medio),
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mejorando asi la discriminacién entre sueros negativos y positivos. Este hecho es
particularmente importante en la deteccién de sueros positivos con baja reactividad, que con
el SGE podrian llegar a pasar desapercibidos. En conjunto, la rtOmTSGP1 mostré una
especificidad del 99,4 %, mientras que la del SGE fue del 91,5 %, comparable al 90 % de
especificidad estimada por Oleaga-Pérez et al. (1994) para el extracto equivalente de O.
erraticus.

En definitiva, los resultados muestran que el antigeno recombinante rtOmTSGP1 posee
una mayor eficacia diagnéstica (99,70 %) que el SGE (95,75 %) en la deteccién por ELISA de
anticuerpos anti-O. moubata (Tabla 1). Esta mayor eficacia diagndstica, unida a su composicion
bien definida y a la facilidad de produccién en grandes cantidades, lo convierten en una
herramienta util para detectar, de forma especifica, rapida y fiable a los animales expuestos a
0. moubata y localizar asi poblaciones de esta garrapata en muestreos epidemioldgicos en el
entorno sinantrépico. Esto puede contribuir al disefio y adopcién de estrategias especificas
para el control eficaz de esta garrapata y de las enfermedades que trasmite.

Estos resultados han permitido obtener la patente del antigeno recombinante
rtOmTSGP1 (ES2388026), el cual se esta aplicando actualmente en varios paises africanos, con
objeto de detectar a los animales (cerdos domésticos, facocheros y potamdqueros) expuestos
a 0. moubata y evaluar el papel de esta garrapata en la epizootiologia de la Peste porcina
africana en las zonas endémicas examinadas.

El segundo objetivo general de esta tesis doctoral fue la identificacion de antigenos
protectores para el desarrollo de vacunas frente a 0. moubata como método de control. Este
objetivo se abordd a través de los objetivos especificos 2 al 5 indicados en la introduccidn.

ANALISIS DEL PROTEOMA DE LA SALIVA DE 0. MOUBATA.

Debido a que la saliva de las garrapatas, por su contenido en proteinas
antihemostaticas, antiinflamatorias e inmunomoduladoras, puede ser una fuente de antigenos
potencialmente Utiles para el desarrollo de vacunas anti-garrapata (Maritz-Olivier et al., 2007;
Francischetti et al., 2009; Ribeiro et al., 2011; Wikel, 2013), y teniendo es cuenta que la
composicion de la saliva de O. moubata se desconoce casi por completo, consideramos
conveniente llevar a cabo un analisis proteémico de la misma.

Para ello se recogieron muestras de saliva de ejemplares estimulados con pilocarpina o
con dopamina evitando su contaminacion con otros fluidos, como el fluido coxal, que algunos
ejemplares también emitieron. La saliva de las hembras y de los machos se recogié por
separado debido a las evidencias previamente obtenidas que sugerian que su composicion
puede diferir entre sexos. Como muestran los resultados de la figura 9, el analisis comparativo
de varios lotes de saliva de ambos sexos, obtenidos tanto con pilocarpina como con dopamina,
demostrd la reproducibilidad de ambos protocolos usados para inducir la salivacion, y la
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reproducibilidad de la composicidn de la saliva entre lotes del mismo sexo, y confirmé las
diferencias previamente observadas en la composicion de la saliva entre sexos (Figura 9).

Tras obtener la cantidad de saliva de cada sexo que consideramos necesaria para
nuestras pruebas, ecualizamos ambas muestras para facilitar la identificacién de las proteinas
minoritarias. La necesidad de ecualizar la saliva fue asumida basdndonos en nuestra
experiencia previa con el SGE, en el cual, la gran abundancia de la lipocalina TSGP1 dificultaba
la deteccion de las proteinas menos abundantes (Oleaga et al., 2007; Pérez-Sanchez et al.,
2010b). De hecho, y como pudimos comprobar tras los analisis protedmicos de dicha saliva, la
TSGP1 fue la proteina mayoritaria en la saliva no ecualizada de hembras, y la segunda, después
de la GAPDH, en la saliva no ecualizada de machos (Figuras 12 y 13). De modo que, tal como

Ill

habiamos supuesto, cuando la ecualizacion retird el “exceso” de TSGP1 y otras proteinas
mayoritarias, el niumero de nuevas proteinas identificadas en las muestras ecualizadas
aumentd de forma muy significativa, particularmente en las hembras, en las que el porcentaje
de nuevas identificaciones (228 %) practicamente triplicé al de los machos (67 %) (Figura 10,

Tabla 3).

En conjunto se identificaron 193 proteinas diferentes en la saliva de O. moubata (entre
machos y hembras) evidenciando una amplia y compleja composicién, comparable a la
complejidad observada en los sialomas de argasidos e ixddidos descritos por otros autores
(Francischetti et al., 2008a, 2008b, 2009; Karim et al., 2011; Ribeiro et al.,, 2011). Cuando
efectuamos el analisis de la identidad, posibles funciones y clasificacion de estas proteinas,
surgieron varias cuestiones controvertidas que comentamos seguidamente.

En primer lugar, esperdbamos identificar a la mayoria, si no todas, de las proteinas de
la saliva de 0. moubata que ya han sido caracterizadas y se encuentran depositadas en las
bases de datos, incluyendo algunos agentes antihemostaticos y antiinflamatorios bien
conocidos como ornitodorina, TAP y OmCl (Waxman et al., 1990; van de Locht et al., 1996;
Roversi et al., 2007), los cuales, sin embargo no fueron detectados en nuestros analisis.
Aunque asumimos que estas proteinas se encontrarian en la saliva en concentraciones
fisiolégicamente relevantes, el hecho de no haberlas identificado en las muestras de saliva
nativa lo atribuimos a la gran abundancia de proteinas como la TSGP1, que, como ocurrié con
el SGE, pudo dificultar la deteccién de las proteinas menos representadas. No obstante, esto
no explicaria por qué no se detectaron las proteinas mencionadas en las muestras ecualizadas,
en las cuales, tedricamente y de acuerdo con los inventores (Righetti et al., 2006) y los
fabricantes del kit utilizado para la ecualizacion (ProteoMiner; Bio-Rad), éstas se encontrarian
en un estrecho rango de concentraciones, previsiblemente superiores al umbral de
sensibilidad del procedimiento proteémico utilizado en el analisis (LC-MS/MS). Como posibles
explicaciones cabe sugerir: (i) que algunas proteinas pudieron perderse durante el proceso
previo de liofilizacién y dialisis; (ii) el hecho de que para la ecualizacion se utilizdé una cantidad
de proteina (3 mg) por debajo de la recomendada por el fabricante (10 mg), pudiendo no
alcanzarse el umbral de sensibilidad con algunas proteinas vy (iii) el hecho demostrado por
algunos autores (Keidel et al., 2010) de que las proteinas de la muestra pueden ser retenidas
por las microesferas del kit ProteoMiner mayoritariamente a través de interacciones
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hidrofébicas inespecificas y en menor medida como consecuencia de la unidn especifica y
saturable a los hexapéptidos, lo que habria provocado la pérdida de las proteinas mas
hidrofilicas, como, por ejemplo, las tres anteriormente mencionadas.

En segundo lugar, entre las proteinas identificadas encontramos un porcentaje de
proteinas intracelulares (77,5 %) bastante superior al encontrado por otros autores en
sialomas de garrapatas blandas, en los que las proteinas intracelulares representan el 60 %
(Francischetti et al., 2008a, 2008b; Mans et al., 2008a). Este hecho resulta ain mas llamativo si
tenemos en cuenta que tales sialomas se obtuvieron a partir del tejido glandular completo y
nuestro estudio se llevd a cabo en un fluido secretado, en el que cabria esperar una mayor
proporcién de proteinas secretadas. Ademds, en la fraccion de proteinas secretadas
encontramos a muy pocas de las conocidas por estar abundantemente representadas en los
sialomas de otros argdsidos; por ejemplo, identificamos unas pocas lipocalinas para las cuales
existen secuencias en las bases de datos, pero no encontramos “basic tail proteins”, ni
inhibidores de proteasas tipo Kunitz, ni metaloproteasas. Una posible explicacién para la
ausencia de identificacion de este tipo de proteinas pudo ser la elevada diversidad de
secuencias que se observa dentro de las principales familias de proteinas secretadas en los
sialomas de garrapata (van de Locht et al.,, 1996; Francischetti et al., 2008a, 2008b, 2009;
Karim et al., 2011; Ribeiro et al., 2011), lo que, junto al escaso nimero de proteinas y ESTs
especificas de O. moubata depositadas en las bases de datos (128 y 95 respectivamente en el
momento en el que se realizd este estudio), pudo dar lugar a una falta de secuencias diana
especificas que permitieran la identificacion por comparacién. El 33 % de secuencias no
identificadas en las busquedas por Mascot (Tabla 1) parece apoyar esta explicacion. En ese
caso, la baja proporcion de proteinas secretadas que hemos encontrado podria resultar mas
aparente que real y debe ser tomada con cautela.

Por otra parte, la presencia de proteinas intracelulares en la saliva no es algo nuevo ni
resulté inesperado (Mulenga et al., 2003; Francischetti et al., 2009; Dai et al., 2010). Esta bien
documentado que algunas proteinas intracelulares pueden ser secretadas por vias no
convencionales al medio extracelular, donde desempefian funciones adicionales, no siempre
relacionadas con su funcién intracelular (Radisky et al., 2009). De hecho, y tal como sugieren
otros autores, la presencia de proteinas intracelulares/housekeeping en la saliva de las
garrapatas puede conducir a la identificacion de nuevas familias de proteinas secretadas y de
nuevas funciones para ellas, las cuales, previsiblemente, seran distintas a las que desempefian
en el medio intracelular y estaran relacionadas con la regulacion de las relaciones con el
hospedador (Francischetti et al., 2009; Ribeiro et al., 2011; Chmelar et al., 2012).

El andlisis de las secuencias de dichas proteinas intracelulares/housekeeping con la
herramienta SecretomeP indicd que al menos una tercera parte de ellas podrian haber sido
secretadas por vias no cldsicas. Sin embargo, para los dos tercios de proteinas intracelulares
restantes las herramientas bioinformaticas utilizadas no predijeron ningin mecanismo de
secrecion. Dentro de este segundo grupo de proteinas encontramos varias, como la actina,
enolasa, FBA, HSP70 y 90, histonas, PyK, fosfoenolpiruvato carboxilasa quinasa y ubiquitina C
(Tablas 4 y 5), para las cuales, en otros organismos, se ha observado que son secretadas en
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exosomas (Lakkaraju y Rodriguez-Boulan, 2008; Simons y Raposo, 2009; Mathivanan et al.,
2010; Raimondo et al., 2011; Ludwig y Giebel, 2012). Por tanto, el hallazgo en la saliva de O.
moubata de dichas proteinas sugiere que quiza esta especie también utiliza exosomas u otro
tipo de microvesiculas como mecanismo de secrecidon de moléculas a la interfase garrapata-
hospedador. Adicionalmente, existen evidencias de secrecidn apocrina por parte de las células
de las glandulas salivales de los argasidos (Ribeiro et al., 2011), lo que puede elevar el numero
de proteinas intracelulares presentes en su saliva, aunque este tipo de secrecion resulta
inespecifica y no dirigida.

En conjunto, los mecanismos que acabamos de mencionar pueden justificar la
presencia en la saliva de 0. moubata de un mayor niumero de proteinas intracelulares que de
proteinas secretadas. Sin embargo, cuando procedimos a la cuantificacién relativa de las
proteinas identificadas observamos la situaciéon inversa, esto es, que la abundancia relativa de
las proteinas secretadas por vias clasicas (péptido sefial) fue mucho mas alta que la de las
proteinas intracelulares secretadas por vias no clasicas, al menos en la saliva de las hembras
(Figuras 12 y 13). Esto sugiere un tipo de secrecién especifica (o dirigida) para las primeras, que
fueron mayoritariamente lipocalinas (TSGP1, TSGP4, moubatina) con funciones relevantes en
la alimentacion de la garrapata, e inespecifica para las segundas, planteando dudas acerca de
si dichas proteinas tendrian realmente una funcidon biolégica en la interfase garrapata-
hospedador durante el proceso de alimentacion.

En la saliva de los machos, por el contrario, las proteinas intracelulares secretadas por
vias no clasicas fueron mds abundantes que las secretadas por la via cldsica. En concreto, un
grupo de enzimas involucradas en el metabolismo energético, como la GAPDH, FBA, enolasa y
PyK, alcanzaron conjuntamente un 60 % de abundancia, frente al 31,5 % de la TSGP1 (Figura
13). Esto implicaria que estas proteinas habrian sido secretadas a la saliva de manera
especifica y, de acuerdo con Ribeiro et al. (2011), cabe esperar para ellas una probable funcién
extracelular como antihemostaticos, antiinflamatorios o inmunomoduladores, haciendo
necesaria su caracterizacion funcional en este medio extracelular; caracterizacion que
efectuamos para una de ellas (la enolasa) y que comentamos mas adelante.

La tercera observacion controvertida fue la gran diferencia en la composicion de la
saliva entre hembras y machos, ya que, de acuerdo con nuestros resultados, sélo el 5,2 % de
las proteinas identificadas estan presentes en ambos sexos (Tablas 4 y 5; Figuras 9 y 13). La
interpretacion de estas diferencias debe hacerse con reserva, puesto que, como ya hemos
comentado, en este estudio no se ha podido identificar el 33 % de las proteinas salivales
detectadas vy, si estas proteinas las compartiesen ambos sexos, entonces la diferencia entre
ellos podria ser menor de lo que indican nuestros actuales resultados, aunque dicha diferencia
seguiria siendo real.

Esta diferencia entre sexos resultd inesperada por varias razones. Como se ha
explicado en la introduccion, en los ixddidos, ambos sexos se alimentan de forma distinta y sus
glandulas salivales difieren anatémica y funcionalmente (Bowman et al., 2008), expresando
distintos genes de forma diferencial durante su largo proceso de alimentacién (Bior et al.,
2002; Packila y Guilfoile, 2002; Aljamali et al., 2009b); esto justifica las diferencias en la
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composicion salival entre sexos que se han observado en las especies de esta familia y sus
diferentes efectos sobre la respuesta inmunitaria de hospedador (Hajnicka et al., 2005). Un
ejemplo notable de estas diferencias son las IGBPs, que son secretadas Unicamente por los
machos y cuya funcion biolégica también hemos comentado en la introduccion (Wang vy
Nuttall, 1994; Wang et al., 1998).

A diferencia de los ixddidos, en los argdsidos en general y en O. moubata en particular
ambos sexos se alimentan de forma similar, esto es, ingieren cantidades de sangre
equivalentes en relacién a su peso y lo hacen durante un periodo de tiempo similar,
normalmente inferior a una hora (Garcia-Varas et al.,, 2010). Esto implica que ambos sexos
estan obligados a superar las mismas respuestas defensivas del hospedador para completar la
toma de sangre, por lo que cabria esperar que ambos sexos secretasen a su saliva las mismas
moléculas antihemostaticas. Sin embargo, nuestros resultados indican claramente que el
repertorio de proteinas salivales inoculadas al hospedador por hembras y machos es distinto,
planteando un doble interrogante acerca de cdmo se origina esa diferencia y cual puede ser el
significado bioldgico de la misma.

Aunque los estudios histoldgicos y ultraestructurales cldsicos de las glandulas salivales
de los argasidos (efectuados con Argas persicus, Argas arboreus y O. moubata) no han
mostrado diferencias entre sexos (Roshdy, 1972; Roshdy y Coons, 1975; Coons y Roshdy, 1981;
El Shoura, 1985), en un trabajo mas reciente, Mans et al. (2004) mostraron que las glandulas
salivales de O. savignyi parecen ser mdas complejas de lo que se pensaba, revelando la
existencia de mas tipos de células granulares que los descritos sobre la base de su morfologia y
sugiriendo que la clasificacién de dichas células deberia efectuarse en funcién del distinto
repertorio molecular que expresan. Por tanto, si los nuevos tipos celulares son distintos en
machos y hembras, esto podria explicar el origen de las diferencias encontradas entre ambos
proteomas salivales.

Independientemente de los mecanismos que puedan dar origen a esta diferencia, el
significado biolégico de la misma se desconoce. Este podria estar relacionado con el
procesamiento post-alimentacion de la sangre ingerida o con la atraccidn y el apareamiento,
que en 0. moubata se produce poco después de la muda, fuera del hospedador y antes de
alimentarse (Horigane et al., 2010). Ni nuestros resultados ni ninguno de los trabajos
consultados ofrecen por ahora evidencias para apoyar o descartar estas hipétesis u otras, por
lo que para responder a estas preguntas sera necesario realizar estudios adicionales.

Por ultimo, dado que los resultados del analisis proteémico de la saliva resultaron un
tanto polémicos, intentamos confirmarlos con pruebas adicionales para dos proteinas
concretas, y para ello analizamos mediante western blot la presencia/ausencia en las muestras
de saliva de enolasa y actina. Elegimos estas proteinas porque ambas son intracelulares
carentes de péptido sefial, pese a lo cual aparecen en la saliva, y porque mientras la actina se
identificé en ambos sexos, la enolasa solamente se identificé en machos.

Pues bien, los resultados de dichos western blots confirmaron los del andlisis
proteémico (Figuras 14 y 15) y ademds, demostraron que no todas las proteinas inoculadas al
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hospedador con la saliva son inmunogénicas en contactos naturales, confirmando los
resultados previos de Baranda et al. (1997). En el caso de la enolasa y la actina, la ausencia de
inmunogenicidad natural pudo deberse a que son proteinas altamente conservadas vy
probablemente el hospedador no las reconoce como extrainas. No obstante, ambas proteinas
si son reconocidas, tanto en su versién recombinante como nativa, después de forzar al
sistema inmune del hospedador mediante la administracién de las recombinantes con
adyuvantes. Este fendmeno, observado también con el antigeno salival Om44 (Garcia-Varas et
al., 2010) resultd muy interesante por ser similar al descrito por Kotsyfakis et al. (2008) para la
sialostatina L2 de I. scapularis, quienes introdujeron el concepto de antigeno salival silente y
propusieron a este tipo de antigenos como candidatos vacunales.

CLONAJE Y CARACTERIZACION MOLECULAR Y FUNCIONAL DE LA ENOLASA SALIVAL DE O.
MOUBATA.

Los resultados del andlisis protedmico anterior demostraron claramente la presencia
de cantidades significativas de enolasa en la saliva de O. moubata (hasta un 7,64 % en machos
de acuerdo con los valores de emPAl, Tablas 4 y 5) sugiriendo una secrecién especifica o
dirigida. Que sepamos, esta es la primera vez que se describe la presencia de enolasa en la
saliva de una garrapata, de modo que sus hipotéticas funciones en la interfase garrapata-
hospedador aln se desconocen.

La enolasa fue identificada inicialmente como una enzima glucolitica de localizacién
citoplasmadtica, pero actualmente se sabe que es una proteina multifuncional que puede
expresarse en la superficie celular y secretarse al medio extracelular donde desempefia
funciones distintas de las intracelulares (Pancholi, 2001; de la Torre-Escudero et al., 2010;
Avilan et al., 2011). En concreto, en estos ambientes extracelulares, la enolasa interviene en la
activacion de enzimas implicadas en la invasion de los tejidos por agentes patdgenos y células
tumorales, asi como en la modulacién de las respuestas hemostatica e inmunitaria del
hospedador (Falabella et al., 2009; de la Torre-Escudero et al., 2010; Avilan et al., 2011). Una
de estas enzimas es el plasmindgeno/plasmina, que juega un papel clave en la fibrinolisis y en
la degradacion de la matriz extracelular (Cesarman-Maus y Hajjar, 2005; Collen y Lijnen, 2005).

Por lo tanto, una probable funcidn para la enolasa salival de O. moubata en la interfase
garrapata-hospedador seria la de actuar como receptor/activador de plasmindgeno
promoviendo la fibrinolisis y contribuyendo asi a mantener la fluidez de la sangre y, por tanto,
facilitando la alimentacion. Ademas, de acuerdo con nuestras observaciones previas, cabia la
posibilidad de que la enolasa ejerciera una segunda funcién antihemostatica como ligando
antagonista de P-selectina.

Para comprobar estas dos hipdtesis hemos clonado y secuenciado el cDNA de la
enolasa de O. moubata, producido la proteina en forma recombinante (rOmEno) y realizado
ensayos tanto de unién y activacion de plasminégeno, como de unién a P-selectina.
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La secuencia de aminodcidos de esta enolasa se compard con dos enolasas de ixédidos
(las Unicas secuencias de enolasas de garrapata disponibles en el momento de realizar este
trabajo) y con las enolasas de otros artrépodos hematéfagos. Esta comparacion reveld un alto
grado de conservacién entre todas ellas (74 % al 82 % de identidad de secuencia) incluyendo
los motivos de unidn a metales y al sustrato, asi como el dominio firma de la enolasa (Figuras
16, 17 y 18). Al igual que otras enolasas, la de 0. moubata carece de péptido sefial y de
regiones de anclaje a la membrana, de modo que se desconoce cédmo son secretadas y
expuestas en la superficie celular (Avilan et al., 2011). Se ha sugerido que las enolasas pueden
ser secretadas en exosomas y otras microvesiculas y que, una vez secretadas, pueden
reasociarse a la membrana celular (Bergmann et al., 2001; Olver y Vidal, 2007). La reasociacion
de proteinas secretadas sin ningun dominio tipico de anclaje a la membrana parece ser un
fendmeno bastante comudn y, de hecho, se ha observado con un numero creciente de
enolasas, tanto de eucariotas como de bacterias (Pancholi y Chhatwal, 2003; Floden et al.,
2011). Es posible que esta reasociacion tenga lugar a través de un dominio hidrofébico descrito
para la enolasa humana (AAVPSGASTGI) (Pancholi, 2001), que esta conservado en la enolasa
de O. moubata y en la mayoria de las enolasas de artrépodos hematéfagos representadas en la
figura 17. Por lo tanto, cabe pensar que este motivo permitiria a la enolasa salival de O.
moubata asociarse con la membrana de las células del hospedador (endoteliales, plaquetas,
leucocitos), centrando sus posibles actividades antihemostaticas en el sitio de alimentacion de
la garrapata.

En relacién con dichas actividades, y comenzando por los resultados de los ensayos de
unién a P-selectina (Figuras 24 y 25), éstos demostraron claramente que la enolasa salival no
es el ligando de la P-selectina, ya que la rOmEno no se unié a la P-selectina y el verdadero
ligando, presente en el sedimento de la inmunoprecipitacién, no fue reconocido por el suero
hiperinmune anti-enolasa. Estos resultados descartan la hipdtesis de que el antigeno Om44
sea una isoforma de enolasa.

Respecto a la probable actividad profibrinolitica de la enolasa, nuestros resultados
demostraron que tanto la enolasa recombinante como la nativa pueden fijar plasmindgeno,
que esta interaccién es independiente del estado redox de los residuos de cisteina (Figura 20)
y que en dicha union intervienen los residuos de lisina de la enolasa (Figura 21), como ocurre
con las enolasas de otros organismos (de la Torre-Escudero et al., 2010; Floden et al., 2011;
Toledo et al., 2012). Dado que en estos ensayos 1 ug de proteina recombinante proporcioné
una seial similar a 2 ug de saliva (Figura 20), y dado que la enolasa nativa representaria no
mas del 7,6 % en este fluido, esto sugiere que la saliva puede contener otras proteinas
fijadoras de plasmindgeno. Una de ellas puede ser la GAPDH, cuya capacidad para unir
plasmindgeno en otros organismos ya ha sido comprobada (de la Torre-Escudero et al., 2010).

Una vez demostrado que la enolasa de O. moubata actua como receptor para el
plasmindgeno, pasamos a evaluar su capacidad para promover la activacién de dicho
plasmindgeno generando plasmina. Los resultados del ensayo en fase liquida, aunque
variables, sugerian que la enolasa soluble carece de capacidad para estimular la activaciéon del
plasmindgeno (Figura 22). Por el contrario, los resultados del ensayo en fase sélida mostraron
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claramente que el plasminégeno fijado sobre enolasa es transformado eficientemente en
plasmina activa por el activador fisioldgico del plasmindgeno (tPA). En conjunto, los resultados
de ambos ensayos indican que sélo la enolasa inmovilizada participaria en la activacién del
plasmindgeno, lo que coincide con la idea de que la actividad profibrinolitica de la enolasa es
orientada hacia la lesién de alimentacion por medio de su asociacién a las membranas
celulares del hospedador. Por tanto, podemos asumir que la enolasa salival de 0. moubata
actla como un auténtico receptor de plasmindgeno en la interfase garrapata-hospedador,
promoviendo la fibrinolisis y, probablemente, la degradacion de la matriz extracelular, lo que
contribuiria, a su vez, a la formacion de la lesion de alimentacion.

Por otra parte, los resultados de estos ensayos de activacion también muestran que la
saliva de O. moubata carece de moléculas capaces de activar el plasmindégeno por si mismas,
en ausencia de activadores fisiologicos de plasmindgeno, como el tPA, al contrario de lo que se
ha observado en algunos ixddidos como H. longicornis, cuya saliva contiene una proteina, la
longistatina, que activa ella misma al plasmindgeno unido al codgulo y adicionalmente degrada
al fibrinégeno actuando como profibrinolitico y anticoagulante (Anisuzzaman et al., 2011).
Desconocemos si esta diferencia representa una estrategia ventajosa para 0. moubata con
respecto a las garrapatas duras, pero podemos suponer que la asignacién a una proteina
glucolitica como la enolasa de una funcidn extracelular adicional si seria ventajoso en términos
de ahorro de energia (Floden et al., 2011).

A fin de ampliar la caracterizacién funcional de la enolasa de O. moubata se procedio a
su silenciamiento génico mediante RNAI, alcanzando niveles de silenciamiento (Tabla 6)
comparables a los obtenidos en trabajos previos para otros genes de O. moubata, como la
subolesina (Manzano-Roman et al.,, 2012b). El silenciamiento redujo en casi un 20% la
cantidad de sangre ingerida por los machos -aunque esta reduccién no fue estadisticamente
significativa- y en un 8,6 % la cantidad ingerida por las hembras, sin afectar a las ninfas (Tabla
7). Este bajo efecto lo atribuimos a la fisiologia de la alimentacion de los argasidos, los cuales
tienen a todos sus componentes salivales pre-sintetizados y listos para su secrecion incluso
antes de acceder al hospedador (Bowman et al., 2008), de modo que el silenciamiento génico
de la enolasa apenas influiria en la cantidad de enolasa ya sintetizada, por lo que la
alimentacién se veria poco o nada afectada. Por el contrario, el silenciamiento génico de la
enolasa afectd de forma significativa a la reproduccién, ya que las hembras tratadas
depositaron un 22 % menos de huevos y el 50 % de los depositados fueron infértiles. Aunque
no investigamos los niveles de transcripcién del gen de la enolasa en los huevos, la inhibicion
de la eclosién de los mismos sugiere, por una parte, que el silenciamiento de la enolasa se
mantiene de forma transovarica, como se ha comprobado en ixddidos con otros genes como el
de la subolesina (Kocan et al., 2007) y, por otra, que la enolasa esta implicada en el desarrollo
del embridn.

El potencial efecto protector de la enolasa que insinuaban los experimentos de RNA
fue evaluado en pruebas de vacunacidn de conejos con la proteina recombinante, en los que
ésta indujo respuestas humorales con altos titulos de anticuerpos demostrando su
inmunogenicidad al ser administrada con adyuvantes. Estos anticuerpos reconocieron

177



Discusion

especificamente a la proteina recombinante y a la nativa de la saliva confirmando la secrecidn
de ésta proteina al fluido salival, como ya hemos comentado (Figuras 15 y 25B).

Sin embargo, a pesar de que la enolasa salival presente en la interfase garrapata-
hospedador puede ser alcanzada por los anticuerpos vacunales y, por tanto neutralizadas sus
funciones profibrinoliticas, el efecto de la vacunacién sobre la alimentacién de las garrapatas
fue insignificante (Tabla 8). Este resultado lo atribuimos a la presencia de otras moléculas
salivales antihemostaticas con funciones redundantes que pudieron compensar la pérdida de
funcidén de la enolasa durante la alimentacién (Maritz-Olivier et al., 2007; Fontaine et al., 2011;
Chmelar et al., 2012). Por el contrario, la vacunacién causé una reduccién en la puesta de
huevos similar a la causada por el silenciamiento génico, reforzando la idea de que la enolasa
puede estar implicada en la oviposicién y en el desarrollo de los huevos. Ademas, la
vacunacion también causd un aumento significativo en las tasas de mortalidad de las ninfas 3 y
4. Curiosamente, en estas dos fases evolutivas los ejemplares alimentados sobre los conejos
vacunados ingirieron un 20 % mas de sangre que los ejemplares alimentados en el grupo
control, mientras que en las demas fases evolutivas los ejemplares ingirieron la misma
cantidad de sangre en los conejos vacunados y en los controles (Tabla 8). Por lo tanto, se
podria pensar que la mayor cantidad de anticuerpos anti-enolasa ingeridos por estas
garrapatas estd relacionada con el incremento de su mortalidad. Obviamente, esta idea
requiere una demostracién experimental.

Por tanto, estos resultados confirman que la enolasa salival de 0. moubata puede
ejercer una funciéon importante en la interfase pardsito-hospedador como receptor de
plasmindgeno estimulando la fibrinolisis del hospedador y manteniendo la fluidez de la sangre
durante el proceso de alimentacion. Pese a lo anterior, hemos observado que la neutralizacion
de la funcién de la enolasa mediante RNAi o inmunizacion con la proteina recombinante no
afecta a la alimentacidn de la garrapata y por, el contrario, reduce su fecundidad y fertilidad.
Esto sugiere una importante funcion para la enolasa en la regulacion de la reproduccion,
posibilitando nuevas estrategias para el control de O. moubata.

IDENTIFICACION DEL LIGANDO DE P-SELECTINA PRESENTE EN LA SALIVA DE O. MOUBATA:
PRODUCCION Y ANALISIS DE MICROARRAYS DE PROTEINAS A PARTIR DE GENOTECAS DE
EXPRESION DE GLANDULAS SALIVALES DE O. MOUBATA.

En el objetivo anterior pudimos comprobar que la enolasa salival no es la identidad del
antigeno Om44 caracterizado como ligando de P-selectina, haciendo necesario abordar la
cuestion de su identificacion mediante una estrategia experimental distinta.

Esta estrategia consistid en la produccién de microarrays de proteinas a partir de una
genoteca de expresion de cDNA de glandulas salivales de O. moubata y su posterior analisis
utilizando como sondas a la propia P-selectina y a un suero hiperinmune frente a Om44
obtenido por nosotros. De este modo, esperdbamos poder identificar ligandos de P-selectina
ortdlogos a Om44, los cuales serian posteriormente producidos en forma recombinante para
evaluar su potencial valor protector en pruebas de inmunizacion de animales.
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En primer lugar se construyeron las genotecas de entrada y de expresién de glandulas
salivales de O. moubata utilizando tecnologia de recombinacidn homéloga, que simplificaba y
facilitaba significativamente el clonaje de los cDNAs y su posterior transferencia entre el vector
de entrada y el de destino. Ambas genotecas cumplieron los parametros de calidad indicados
por el fabricante del kit utilizado para su construccion (CloneMiner 1l cDNA Library
Construction) y, ademads, mostraron una buena representatividad del érgano de partida
(gldandulas salivales), como indica la identidad de los insertos presentes en los 42 clones
recombinantes secuenciados en las pruebas de control de calidad (Tabla 9). De hecho, el
73,8 % de estos clones pudieron identificarse como proteinas de garrapata y el 68 % se sabe
gue se expresan en las glandulas salivales sirviendo asi también como herramienta para
ampliar el conocimiento del proteoma de las glandulas salivales. El 26,2 % restante no
pudieron ser identificados, ya que no mostraron homologia con secuencias conocidas. Este
porcentaje de clones no identificados fue muy similar al observado en sialomas de otras
especies de garrapatas (Francischetti et al., 2008a, 2008b) y comparable al 33 % de proteinas
no identificadas en el analisis del proteoma de la saliva de 0. moubata, por lo que asumimos
gue la genoteca cumplia las condiciones necesarias para utilizarla en la producciéon de los
microarrays.

Los microarrays de proteinas se han convertido recientemente en herramientas muy
versatiles para el analisis simultdaneo de cientos o miles de proteinas inmovilizadas sobre un
soporte sélido permitiendo su caracterizacion inmunoldgica y funcional (Miersch y LaBaer,
2011). La tecnologia actual permite la construccién de microarrays a partir de genotecas de
cDNA clonadas en vectores de expresidn y, en concreto, la tecnologia NAPPA permite producir
microarrays de proteinas mediante la impresién de los plasmidos codificantes en portaobjetos
de vidrio adecuadamente funcionalizados y la posterior expresién in situ de las proteinas
codificadas utilizando un sistema libre de células. Las condiciones para |la
transcripcidon/traduccién pueden reproducir las de la sintesis de la proteina nativa facilitando
su correcto plegamiento y modificacion postransduccional, permitiendo asi el analisis de las
interacciones proteina—proteina y su caracterizacion funcional en unas condiciones proximas a
las naturales (Weiner et al., 2004; Guan y Kiss-Toth, 2008; Link y Labaer, 2008; Ramachandran
et al., 2008; Stoevesandt et al., 2009; Manzano-Roman et al., 2013).

En consecuencia, utilizamos la tecnologia NAPPA en la construccién de nuestros
microarrays, sometiéndolos a las correspondientes pruebas de control de calidad vy
reproducibilidad. Estas pruebas mostraron que al menos el 70 % de los clones se imprimian y
expresaban correctamente (Figura 27) y que para ello, en las condiciones en que llevamos a
cabo la impresion, eran necesarios al menos 15 ug de DNA plasmidico de cada clon (Figura 28),
evidenciando la importancia de la concentracién de DNA en la mezcla de impresion. El andlisis
de calidad también mostré una buena reproducibilidad intra- e inter-array en la impresién y en
la expresion proteica de los diferentes clones (Figuras 29 y 30), de modo que, tras establecer
las condiciones dptimas del ensayo, pasamos a analizar dichos microarrays con nuestras dos
sondas: el suero Om44 y la quimera recombinante P-selectina/lgG humana.
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Comenzando con el suero anti-Om44, este fue obtenido por inmunizacién de animales
con el antigeno Om44 purificado mediante captura con P-selectina y posterior eletroeluciéon a
partir de geles de SDS-PAGE. Dicho suero, ademas del propio Om44, también reconocia a la
actina. Este hecho pudo deberse a la co-purificacion de la actina y el Om44 a partir de la misma
banda de gel (Pérez-Sanchez et al.,, 2010b) después de la co-captura de ambas por la P-
selectina, que en el caso de la actina pudo efectuarse a través del complejo proteico ezrina-
radixina-moesina, que sirve de enlace y via de transduccidn de sefales entre los receptores de
membrana y las proteinas del citoesqueleto (lvetic y Ridley, 2004). Esta explicacién nos parece
posible porque en el andlisis por MALDI-TOF/TOF del producto de la captura, ademas de
actina, también detectamos ezrina, radixina y moesina (datos no mostrados)

En cualquier caso, el hecho es que este suero reconocié un total de 8 clones en el
microarray, de los cuales se pudieron identificar 5 (Figura 31). Uno de ellos fue la actina, como
era de esperar para este suero, confirmando la correcta expresién de las proteinas en el
microarray.

En los otros 4 se identificaron las proteinas PLA2, 7DB, RP-60S L10 y HSP90, y, en
principio, cualquiera de ellas podria representar la identidad de la proteina Om44, y, por tanto,
actuar como ligando antagonista de P-selectina. El reconocimiento por el suero anti-Om44 se
verificd mas tarde por western blot para PLA2, RP-60S L10 y actina, pero no para 7DB, que no
fue reconocida en este experimento, ni tampoco para HSP90, porque no pudo ser producida
como recombinante en bacterias (Figura 33). En el caso de la PLA2, el suero reconocié la banda
de 36 kDa que se corresponde con el tamafio de la proteina recombinante y una banda de
68 kDa, que interpretamos como un posible dimero. Ninguna de estas proteinas coincidia
exactamente en tamafio con Om44, siendo la mas proxima la PLA2 (Tabla 13). Ademas, de las
cuatro proteinas, PLA2 y 7DB presentaban sefiales de secrecién no cldsica mientras que RP-60S
L10 y HSP90 carecian por completo de sefiales de secrecion (Tabla 13), sugiriendo la secreciéon
al medio extracelular para las primeras y una localizacién intracelular para las segundas. Por su
parte, las funciones conocidas de estas proteinas descartaban, en principio, a RP-60S L10 y
HSP90 como ligandos de P-selectina, pero no a la PLA2 soluble, para la cual se han descrito
funciones reguladoras de la inflamacién y la hemostasia a través de su interaccién con
receptores de la superficie celular como las selectinas (Murakami et al., 2010). Respecto a las
funciones de 7DB, actualmente se desconocen y sdélo se sabe que las proteinas 7DB
constituyen una familia de proteinas salivales especificas de argdsidos (Francischetti et al.,
2008b). Todas estas observaciones parecian indicar que la PLA2 es la identidad mas probable
para el Om44.

A continuacién, a fin de detectar en los microarrays a posibles ligandos de P-selectina,
los analizamos con la quimera P-selectina/IlgG humana en dos condiciones distintas para
permitir la deteccién de ligandos tanto de naturaleza exclusivamente peptidica como de
naturaleza glicoproteica, puesto que ambos tipos de ligandos pueden ser reconocidos a través
del dominio lectina de la P-selectina (Molenaar et al., 2002; Martinez et al., 2005; Leppanen y
Cummings, 2010). Con este propdsito, las proteinas del microarray se expresaron tanto en
ausencia como en presencia de membranas microsomales caninas (CMMs), en este segundo
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caso para permitir su procesamiento post-transduccional, incluyendo la escisién del péptido
sefal y las posibles glicosilaciones (Walter y Blobel, 1983; Svitkin et al., 2005; Zahedi et al.,
2009).

En el ensayo realizado sin CMMs, la quimera reconocié tres clones, de los cuales sdlo
se pudo identificar uno, precisamente la PLA2 que, como acabamos de comentar, fue también
reconocida por el suero anti-Om44 (Figura 32A). Dado que en la saliva/glandulas salivales de
otras especies de garrapatas, tanto argdsidos como ixédidos, también se ha identificado PLA2
(Francischetti et al., 2009), estos resultados sugieren que O. moubata expresa, y secreta en su
saliva, una PLA2 que puede unirse a P-selectina a través de un tipo de interaccidn proteina-
proteina independiente de glicanos. Para confirmar lo anterior se produjeron dos versiones
recombinantes de esta PLA2, una no glicosilada en células de E. coli y otra in vitro con un lisado
de células Hela que permite la glicosilacién -aunque dicha glicosilacion era improbable al
carecer la PLA2 de sitios de N- y O-glicosilacién-, y se enfrentaron las dos por ELISA y western
blot con la quimera P-selectina/IgG humana, la cual reconocié a ambas (Figuras 36 y 37),
confirmando los resultados del andlisis de los microarrays y la capacidad de la PLA2 para actuar
como ligando de P-selectina.

Las PLA2s son una superfamilia proteica que incluye a una familia de PLA2s secretadas,
las cuales son importantes componentes de los venenos de animales y también estdn
presentes en la saliva de las garrapatas (Francischetti et al., 2009; Murakami et al., 2010). Los
distintos miembros de esta familia de PLA2s secretadas varian en tamafio molecular entre 18 y
55 kDa y exhiben una gran diversidad de actividades farmacoldgicas, que incluyen acciones
toxicas, alteraciones del sistema hemostatico e incluso acciones bactericidas, buena parte de
ellas ejercidas a través de su actividad enzimatica mediante la lisis de fosfolipidos de las
membranas celulares y la produccién de mediadores lipidicos (Zhu et al., 1997; Zeidner et al.,
2009; Sajevic et al., 2011; Samy et al., 2012). Mas recientemente también se ha demostrado
que las PLA2s secretadas participan en numerosos procesos fisioldgicos, incluyendo la
regulacién de la inflamacién y la defensa del hospedador, asi como en nuevas formas de
sefialamiento y comunicacion celular (Meyer et al., 2005; Ibeas et al., 2009; Charalambous et
al., 2012). Estas nuevas acciones son independientes de su actividad como enzimas lipoliticos y
las ejercen a través de su actividad como ligando para determinadas proteinas, tanto solubles
como de membrana, que actlan como receptores y que incluyen, entre otros, a selectinas,
integrinas y factores de coagulacién. La unién a dichos receptores es de alta afinidad (en el
rango picomolar) y el resultado es la inhibicion de la actividad bioldgica del receptor (Balsinde
y Balboa, 2005; Murakami et al.,, 2010; Murakami et al., 2011). Lo anterior sugiere que
podemos estar ante una nueva funcion de esta PLA2 secretada de O. moubata en la interfase
parasito-hospedador, consistente en la inhibicién del conjunto de actividades hemostaticas y
proinflamatorias iniciadas tras la expresion de P-selectina por el hospedador; funcién ésta que
coincide con las actividades anti-defensivas observadas para Om44, las cuales fueron
bloqueadas tras la inmunizacién de los animales con dicha Om44 (Bowman et al., 1997; Garcia-
Varas et al., 2010), apoyando la idea de que esta PLA2 es la identidad del antigeno Om44.
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Adicionalmente, puesto que estd bien establecido que la P-selectina interacciona con
ligandos glicopeptidicos endégenos, como el PSGL-1, a través de su dominio lectina y que esto
lo hace sélo en presencia de altas concentraciones (milimolares) de calcio (Martinez et al.,
2005; Leppdnen y Cummings, 2010), expresamos réplicas de los microarrays utilizando CMMs
y realizamos ensayos de interaccion con P-selectina en presencia de calcio 2 mM con el fin de
identificar posibles interacciones entre P-selectina y glicoproteinas salivales de 0. moubata.
Como se muestra en la figura 32B, la quimera reconocié 6 clones, de los cuales sélo pudieron
identificarse 3, el Factor de Elongacién EF-1 a/Tu, la proteina ribosomal 40S S7 y una proteina
hipotética de /. scapularis, de las cuales, que sepamos, ninguna ha sido descrita como un
posible ligando de la P-selectina. Aunque estos resultados necesitan confirmacién, sugieren
que la saliva de 0. moubata puede contener glicoproteinas aun desconocidas que actuen
como ligandos adicionales de P-selectina. Puesto que las selectinas median el contacto inicial
de los leucocitos con el endotelio vascular (Abbal et al., 2006), la posible participacién de esas
nuevas moléculas salivales de garrapatas en la regulacion de la adhesién y migracion de los
leucocitos merece estudios especificos, ya que podrian conducir al descubrimiento de nuevas
actividades antihemostaticas y, consecuentemente, de nuevas vias de control de la
alimentacién de estos parasitos.

LIGANDOS DE P-SELECTINA Y ANTIAGREGANTES PLAQUETARIOS SALIVALES: EVALUACION DE
SU CAPACIDAD PROTECTORA EN PRUEBAS DE VACUNACION DE ANIMALES.

Una vez identificadas las proteinas salivales de O. moubata reconocidas por el suero
anti-Om44 y otras posibles proteinas unidoras de P-selectina, la dUltima parte de este trabajo se
centré en la realizacion de pruebas de inmunizacién de animales para evaluar el valor
protector de las proteinas de mayor interés.

Con ese fin seleccionamos en primer lugar a la PLA2, pero también al resto de las
proteinas reconocidas por el suero anti-Om44 (7DB, RP-60S, HSP90 y actina) para comprobar si
inducian o no una respuesta inmunitaria protectora similar a la del antigeno Om44. Ademas,
incluimos también a otras dos proteinas, la apirasa y el ortélogo de la savignyigrina de O.
savignyi, al que denominamos mougrina, las cuales habian sido identificadas en la genoteca de
entrada durante las pruebas de control de calidad. Estas dos ultimas, por su accidn
antiagregante plaquetaria podian ser buenos candidatos para el desarrollo de vacunas anti-
garrapata bloqueantes de la alimentacion.

Todas estas proteinas se obtuvieron en forma recombinate en bacterias, salvo la
HSP90, que resultd toéxica para las