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L RESUMEN

En Panama4, la miasis causada por Dermatobia hominis (torsalo) es la principal causa de
pérdida en la produccién ganadera por 14 millones de dolares por afio (Barsallo et al.,
2005); en Brasil las pérdidas se han estimado por el orden de los 250 millones de délares
anuales (Grisi et al., 2002). Los casos humanos en Panama no son de registro obligatorio,
pero se han reportado en todas las provincias. D. hominis ya ha presentado indicios de
resistencia a la ivermectina, principal farmaco utilizado para el control de esta miasis,
utilizindose en concentraciones rﬂayores, lo que contamina las carnes y leche dentro del
periodo de tratamiento del animal. El andlisis integral de esta problematica plantea la
necesidad de buscar nuevas estrategias de manejo para el control del térsalo. En ese
sentido durante esta investigacion se identificé secuencias peptidicas con caracteristicas
antigénicas para ser probados como una posible estrategia inmunoldgica para el control
del térsalo, que nos permita en el futuro ayudar minimizar el impacto econémico de este
parasito en la region. Con este objetivo se realizaron giras de colecta de sueros de
bovinos infestados y larvas de diferentes estadios a partir de las cuales se establecié una
colonia de D. hominis bajo condiciones controladas de laboratorio, se prepararon
homogenados celulares a partir de las larvas. La bisqueda de proteinas inmunogénicas
en los homogenados se realiz6 mediante estudios electroforéticos (SDS-PAGE), western
blot, que posteriormente se identificaron mediante analisis de huella peptidica por
espectrometria de masas (MS) utilizando el software MASCOT. De los resultados
obtenidos por el MS, 16 secuencias pépticas fueron identificadas correspondientes a la
proteina arginina quinasa, obteniéndose una cobertura del 57 %, dicha proteina ha sido
descrita en otros trabajos como potencial blanco terapéutico o para el desarrollo de
vacunas. Mediante el anélisis de epitopes antigénicos se identifico un péptido de 13
aminoacidos que fue reconocido por el suero de bovinos infectados (dot blot), resultados
que nos permiten sugerir la realizacién una segunda fase de inmunizacién con el objetivo
de demostrar experimentalmente la eficacia del mismo como una posible estrategia

inmunolégica para el control del torsalo.



I SUMMARY

In Panama, myiasis caused by Dermatobia hominis (torsalo) is the leading cause of loss
in livestock production nearby 14 million per year (Barsallo et al., 2005). In Brazil the
losses have been estimated in the order of $ 250 million annually (Grisi et al., 2002).
Human cases in Panama are not notifiable, but have been reported in all provinces. D.
hominis has already presented evidence of resistance to ivermectin, the main drug used to
control this myiasis, if used in high concentrations, may contaminates the meat and milk
within the treatment period of the animal. The comprehensive analysis of this problem
raises the need for new management strategies to control this parasite. In that sense
during our research we identified a peptide sequences with antigenic to be tested as a
possible immunological strategy to control this myasis. This allow us in the future to help
minimize the economic impact of this parasite in the region. To achieve these objectives
we collected sera from infected bovines and different larval stages and we established a
colony of D. hominis under controlled laboratory conditions, and the cell homogenates
were prepared from larvae. The search for immunogenic proteins in the homogenates was
performed using electrophoretic studies (SDS-PAGE), Western blotting, which was
subsequently identified using peptide mass fingerprint analysis by mass spectrometry
(MS) using the MASCOT software. From the results obtained by the MS, 16 Peptic
sequences corresponding to arginine kinase protein were identified, obtaining a coverage
of 57%, this protein has been described in other papers or as potential therapeutic target
for vaccine development. By analysis of antigenic epitopes identified a 13 amino acid
peptide that was recognized by sera from infected cattle (dot blot), results that allow us to
suggest conducting a second phase of immunization in order to demonstrate
experimentally the effectiveness thereof as a possible immunological strategy for
controlling torsalo.



IL. INTRODUCCION

Dermatobia hominis (Linnaeus, 1781), es una mosca biontéfaga causante de miasis
obligatoria, que presenta una distribucion geografica en las zonas célidas y hiimedas del
sur de México, Centro y Sur América cuya afeccion tiene impacto principalmente en la
actividad ganadera de la region. La hembra adulta no se alimenta, pega sus huevos
usualmente en el abdomen de insectos que previamente captura. El insecto que sirve de
transportador forético, deposita las larvas de primer estadio en la piel expuesta del
huésped, la que penetra activamente permaneciendo en ella de uno a dos meses hasta
convertirse en larva de tercer estadio que cae al suelo para pupar.

La causa principal de pérdida en la produccion ganadera en Panama4, es atribuida a la
miasis causada por Dermatobia hominis. De acuerdo a Barsallo et al, (2005) en Panam4,
el costo que genera el control del torsalo en la produccién de carne vacuna es de B/S,
474,399.26, desglosados de la siguiente forma: B/. 3, 855,582.00 en aplicacién de
ivermectina, B/. 912,580.00 en aspersién de otros quimicos y B/. 706,237.26 de pérdida
por merma. En tanto que en la produccion de leche el gasto asciende a B/. 2, 348,087.08 y
las pérdidas ocasionadas por pérdida del cuero no apto para exportacion se estiman en B/.
5, 578,048.58. Todos estos rubros suman B/. 13, 400,534.92.

El impacto econémico en América Central no estd documentado, sin embargo, en Brasil
se ha estimado por el orden de los 250 millones de ddlares por afio (Grisi et al 2002). Se

estima que 20 a 40 nédulos pueden causar una merma de hasta 12% del peso vivo del



animal y en vacas lecheras una disminucion de un 20% de la produccion lactea. Se
observdé que 65% de los cueros revisados en varios mataderos estaban tan afectados por
nddulos, que resultaron inutilizados para su venta a empresas curtidoras (Jiménez, 2000).
En un estudio realizado en Brasil (Oliveira, 1996) se afirma que el 89% de las pieles
examinadas en la region de San Carlos estado de Sao Paulo, Brasil; poseian perforaciones
causadas por torsalo.

El efecto que tiene la miasis sobre la fauna silvestre y en los humanos estd poco
documentado, no obstante a pesar del subregistro de las miasis humanas son cada vez mas
frecuentes los reportes de torsalo en personas que hacen turismo ecolégico en Centro y
Sur América. Estos turistas desarrollan la miasis cuando retornan a sus paises con poca
expectativa de diagnéstico acertado y es comin el manejo médico inadecuado de la
afeccion. En Panama en lo referente al factor social, el térsalo afecta mayormente a los
pequefios productores, a los indigenas y a la industria nacional del cuero, de hecho los

casos humanos se han descrito en todas las provincias (Molano y Ying, 2005).

Con este estudio proponemos iniciar la utilizacion de nuevas alternativas de control del~
térsalo, fundamentadas en la busqueda de potenciales antigenos para la implementacion
de nuevas estrategias que permitan el control de esta miasis, con miras.a disminuir las
pérdidas econémicas al reducir el uso de agentes quimicos que contaminan el ambiente,
y futuros casos de resistencia a estos qﬁimicos, ademas de minimizar la contaminacion
de las carnes, grasas o sus derivados y mejorar la produccién al disminuir las pérdidas por

merma.



IIl. FUNDAMENTACION TEORICA

3.1 MIASIS CAUSADA POR Dermatobia hominis

La miasis es la invasion de tejido de un vertebrado por una larva de mosca (diptera), las
larvas de D. hominis necesitan alimentarse con una dieta alta en proteinas para su
crecimiento, desarrollo y la produccién de huevos en su estado adul}o. Las miasis pueden
ser catalogadas con base al grado de asociacion de la especie de mosca a su huésped. Se
reconocen tres tipos de miasis; accidental, facultativa y obligatoria (Forero et al., 2008).
Las moscas que causan miasis estan representadas por un amplio espectro de especies
(Cuadro 1.), en las especies de moscas que causan miasis obligatorias, las larvas siempre
son biontéfagas por lo que requieren de un individuo vivo para su subsistencia como es el
caso de D. hominis entre otras (Moissant et al., 2004)

‘Entre algunos géneros y especies causantes de miasis se reportan: Cochliomyia
hominivorax, Calliphora spp, Oestrus ovis, Sarcophaga spp (Alkorta et al., 2001; Merino
et al., 2000). Las miasis ocasionadas por estos géneros se caracterizan por la presencia de
numerosos ejemplares larvales, que causan una severa accion traumaética ejercida por las
numerosas cerdas y espinas quitinosas que presentan en sus diferentes segmentos, lo que
puede conllevar a procesos infecciosos secundarios, pérdida de apéndices (orejas,

miembros) e incluso la muerte (Cordero et al., 1999).



Cuadro 1.
Familia

Sarcophagidae

Cuterebridae

Qestridae

Gasterophilidae

Calliphoridae

PRINCIPALES AGENTES ETIOLOGICOS DE MIASIS

Género

Sarcophaga
Dermatobia
Oestrus
Gasterophilus

Cochliomyia

Lucilla

Chrysomya

Fuente: Otranto y Stevens, 2002

En Panam4 la miasis causada por las larvas de D. hominis es conocida como “térsalo”.
La mosca de D. hominis mide de 15 a 17 mm (Figura 1), el cuerpo es poco velludo, tiene
color azul acerado con tonos grisiceos, frente y antenas de color amarillo, torax de color
castafio con estrias y reflejos azulados; las alas son hialinas El abdomen es corto y ancho

de color azul brillante, los ojos en los especimenes vivos son de color ladrillo. La arista de

Localizaciéon

Cutaneas: ulcerante

Cutaneas: forunculosa

Cavitarias: nasal

Cavitarias:

Gastroentérica

Cutaneas: ulcerante

Detalle

Es una miasis cutinea
ulcerosa que afecta a
los animales
domésticos.

Es una miasis cutdnea
forunculosa que afecta
bovinos y humanos.

Se desarrolla en la
cavidad nasal, afecta
los senos paranasales y
criba etmoidal y no al
tejido subcutineo.

Afecta el lumen
gastrointestinal de los
equinos  provocando
gastritis.

Miasis cutdnea

ulcerante producida por
el gusano barrenador. »
Miasis que se encuentra
difundida en los
rebafios de  oveja
(ovinos) del mundo.
Miasis cutdnea que
tiene como hospederos
animales de sangre
caliente.

la antena estd minuciosamente emplumada en el lado dorsal (Garcia, 2006).



Figura 1. Adulto de Dermatobia hominis.

Fuente: Campos Pereira, Universidad de Sao Paulo.

Las larvas de diferentes estadios se encuentran en piel y tejido subcutaneo de bovino,
ovinos, equino, cerdo, perros, gatos, gallinas, venados, jaguar, monos, conejos y el
hombre., etc. La existencia de otras enfermedades, como las infecciones secundarias
complican el cuadro sintomatolégico (como por ejemplo: staphilocdccicas,
streptocococcicas, tétanos, micosis, etc.) causando que las tipicas papulas eritematosas,
que aparecen al principio, se transformen en pustulosas y/o descarguen fluido
serosanguinolento.

Cuando las larvas parasitas entran en el tejido subcutdaneo del hospedador dejan expuesto
los espiraculos, abertura que eventualmente se contamina y facilita la aparicién de
infecciones secundarias, con lo cual éste pierde integridad y con esto la capacidad de
defenderse a la accion patogena de diferentes parasitos y microorganismos (hongos y

bacterias).



El grado de complejidad que tenga cada caso depende en gran medida de la zona corporal
en donde esté desarrollada la miasis y de la presencia o no de infecciones secundarias

(Benavides, 1996).

3.2 BIOLOGIA DE Dermatobia hominis.

Clasificacion taxonéomica de D. hominis:
Phylum: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Diptera

Familia: Cuterebridae

Género: Dermatobia

Especie: Dermatobia hominis

D. hominis abunda mucho en la zona boscosa de América Tropical. La hembra fecundada
y en condiciones de efectuar postura, deposita cada vez mas o menos 30-60 huevos largos
y conicos provistos de un opérculo (Figura 2), sobre la superficie posterolateral del
abdomen de los artropodos generalmente hemat6fagos a cuya superficie quedan adheridos

mediante una sustancia especial que la hembra secreta en el momento de la postura.



Figura 2. Transportador forético con huevos adheridos de Dermatobia hominis

Fuente: Eskildsen y Ying. 2012

Estos artropodos pueden ser moscas, del género Stomoxys, Anthomya, Synthesomya,
mosquitos de los géneros, Janthinosoma, Psorophora y otros Culicidae y, garrapatas del
género Amblyoma (Cuadro II). Durante el vuelo, las moscas hembras adultas depositan y
adhieren los huevos en el abdomen de artropodos, casi siempre hematéfagos (Mateus,
1997). A estos vectores mecanicos se les denomina foréticos y a éste fendmeno de
transporte: foresia.

Los huevos, conteniendo la larva L1 dentro, pueden permanecer de 6 a 30 dias sobre el
abdomen de estos insectos a la espera de algin hospedador. En caso de que la hembra
adulta no encuentre al vector mecanico, puede depositar los huevos en hojas de plantas,

cumpliendo éstas la funcion de vector mecanico (Shell, 2002).
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Cuadro II. FAMILIAS DE ARTROPODOS QUE POSEEN ESPECIES
VECTORES DE Dermatobia hominis.

Familia del Numero de especies.
vector
Culicidae 24
Muscidae 11
Fanniidae 6
Calliphoridae 5
Sarcophagidae 2
Simuliidae 2
Anthomyiidae 1
Tabanidae 1
Ixodidae 1

Fuente: Guimardes y Papavero 1999.

El tiempo de viabilidad de la larva dentro de los huevos depende de la humedad y la
temperatura, ya que estas son muy sensibles a la deshidratacién. Otros autores (Mourier y
Banegas, 1970) afirman que después de 6 dias de incubacion, se pueda dar la eclosion de
las larvas de primer estadio, las cuales son capaces de penetrar activamente la piel intacta
de un huésped adecuado que esté presente en el momento de la visita del insecto
transportador (Mourier y Banegas, 1970)

D. hominis utiliza un mecanismo de infestacién indirecta, las larvas permanecen dentro
del huevo sobre el cuerpo del artrépodo transportador; al encontrar un huésped y ser

estimuladas por su temperatura, abandonan al transportador e inician la fase de
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penetracion por sus propios medios o a través de la lesion dejada por la picadura del

artropodo hematofago (Shell, 2002).

Figura 3. Dermatobia hominis. Ciclo de vida

Fuente: Guimariges, J.H. & N. Papavero. 1999.

Una vez que la L1 alcanza al hospedador, atraviesa activamente la piel sana (tarda de 5 a
10 minutos), en 12 a 16 dias muda a larva de segundo estadio (L2) y larva de tercer
estadio (L3) respectivamente. En este punto es donde empieza la miasis (Cuadro III). Este
desarrollo lleva un tiempo de 10 dias, periodo en el cual la parasitosis se puede agravar
porque da lugar a la aparicién de infecciones cutaneas secundarias. Cuando L3 sale del

hospedador cae al suelo. En este punto termina la miasis. Una vez en el suelo se entierra a
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unos 5-6 cm de profundidad, se transforma en pupa o crisilida, y asi permanece entre 30
y 60 dias (dependiendo de los factores climaticos). Los adultos emergen de las pupas,
pudiendo llegar a vivir entre 7 y 14 dias. La hembra puede depositar de a 30 a 60 huevos

cada vez, y entre 100 a 400 durante de toda su vida (Bordeau, 2000).

Cuadro III. PATOGENESIS DE LA MIASIS

Patogénesis de las Miasis

ESTADIO ACCION REACCION
Penetracion Ninguna o prurito leve.
Primero Consumo celular Papula eritematosa y prurito

(acciones fisicas y proteoliticas) intenso

Segundo Respuesta Inflamatoria
Consumo de tejido (mayores violenta.
acciones fisicas y proteoliticas) Inicio de la formacién de un

estroma quistico.

Leve eosinofilia.

Infecciones secundarias
Reaccion a cuerpo extraiio

Tercero Formacion de fortinculo
Dafio severo del tejido Exudado seroso
(Incremento de las actividades Polimorfonucleares,
fisicas y proteoliticas) eosinofilos y linfocitos.
Infecciones  agravadas y
necrosis

Fuente: Shell. 2002

Cuando las larvas parasitas entran al tejido subcutineo del hospedador facilitan la
aparicion de infecciones secundarias, debido a que se lo van comiendo a lo largo de este
proceso. El tejido pierde su integridad y la capacidad de defenderse a la accion patdégena

de los diferentes parasitos, hongos y bacterias ((Benavides, 1998 en Ardila, 2006).
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3.3 EPIDEMIOLOGIA DEL TORSALO

El térsalo, esta presente en todos los paises latinoamericanos con la excepcion de Chile y
algunas islas en el Caribe (Figura 4). La miasis foruncular causada por D. hominis es
endémica en todo Centro y del Sur América (Vijay, 2012); también es un problema
endémico del sur de México (Ardila, 2006) y se encuentra ampliamente distribuido en
zonas himedas de América tropical. Su distribucion da la impresion de estar comprendida
entre el tropico de cancer por el norte y el tropico de Capricornio por el sur,

extendiéndose desde México hasta Argentina. (Neel, 1995).

La miasis foruncular causada por la larva de la D. hominis se le conoce con diferentes
nombres en América latina: Ura (Argentina), Berne (Brasil), Baro, Nuche (Colombia),
Tupe, Colmoyote (México), en Panamaé se le conoce comtinmente como “térsalo”.

En Argentina tiene una amplia distribucién, abarcando una superficie de
aproximadamente 60.000 Km?; su incidencia es mayor en el nordeste argentino, siendo

una importante ectoparasitosis en el Norte de la provincia de Corrientes.



14

Figura 4. Distribucion de Dermatobia hominis.

Fuente: C. Roxanne Connelly, University of Florida. 2008

En Panama la problematica del térsalo se presenta en todas las provincias, encontrandose
el mayor porcentaje en Coclé, Veraguas, Chiriqui, Herrera, Panama y las Comarcas
indigenas. Los casos en humanos y animales silvestres son muy frecuentes. El térsalo en
Panama afecta mayormente a los pequefios productores, a los indigenas y a la industria
nacional del cuero, de hécho los casos humanos se han descrito en todas las provincias

(Molano y Ying, 2005).
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3.4 EL GANADO BOVINO

En el ganado bovino la mayor infestacion se observa es en animales de pelaje oscuro y
razas europeas. Observandose un aumento de casos de agosto hasta octubre y desde fines
de febrero hasta abril. No obstante, durante todas las estaciones es posible observar
animales con cierto nivel de infeccion (Aiello, 1998). Mateus (1977, 1985, 1987) afirma
que el ganado cebul es menos receptivo al torsalo que otros Bos taurus, como el Holstein
(Figura 5). Por su parte, el criollo sanmartinero, de los Llanos Orientales de Colombia, de
pelaje de color rojo a rojo cereza, es altamente susceptible al parasitismo y plantea el
estudio de resistencia mediante pruebas inmunolégicas con alérgenos de la larva del
parésito (Lopez, 1980), mediante un experimento en el cual pinta animales con tinta, la
mitad del cuerpo de color negro y la mitad blanco, demostrando que los portadores de
torsalo prefieren el color negro, lo que explica por qué los animales de pelaje oscuro

muestran mayor grado de parasitismo.

Figura 5. Raza Holstein
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Una gran movilidad de la piel debido a musculos subcutaneos fuertes es un mecanismo
protector contra el ataque de ectoparasitos. El cebu (Figura 6.) tiene bien desarrollada la
capa muscular subcutanea y una elevada sensibilidad de la funcion tactil que le permite
agitar la piel con energia para rechazar y sacudirse los insectos. También posee una
resistencia natural, ya que su piel tiene un tejido denso, que dificulta la penetracion de los

insectos succionadores de sangre.

Figura 6. Raza Cebu

Fuente: Ardila, 2006.

Las glandulas sebaceas del cebu producen una secrecion oleosa, lubricante de los pelos y
que se va depositando sobre la piel durante la vida del animal, produciendo un olor
caracteristico, semejante a un fuerte olor a mani rancio, que contribuye a repeler insectos.
Se observa sobre todo en dias muy calurosos bajo la forma de mancha grasosa de color
amarillo, depositada sobre todo entre los pliegues cutaneos del cuello, papada y region

axilar, con un olor no muy perceptible por el olfato del hombre.
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Algunas razas, tales como el Brahman, son mucho mds resistentes a las moscas y al
torsalo, ya que tienen tres veces mas pelo por unidad de superficie y la piel es mas gruesa
que la mayoria de las razas inglesas y continentales.

Dentro de la misma raza, algunos individuos son mas resistentes que otros. Es posible la
seleccion genética sobre el rasgo “resistente al torsalo”. Muchos cientificos creen que la

herencia para la resistencia contra estos dos factores puede ser muy alta. (Vergara, 2000).

3.5 TORSALO EN HUMANOS

En los Estados Unidos, Australia y algunos paises europeos se han presentado casos en
humanos luego de viajes a zonas rurales de paises latinoamericanos.

Debido a su epidemiologia el torsalo en humanos es mas comin en paises de Centro y Sur
America, sin embargo, debido al aumento del turismo ecoldgico y el consecuente
aumento de los viajes generalizados, esta miasis foruncular se ha vuelto cada vez mas

frecuente en personas de América del Norte y Europa (Vijay, 2012).

El diagnostico erroneo y mal manejo de la miasis en humanos puede ocurrir
frecuentemente debido a la limitada conciencia del personal de salud de estas regiones de

la presencia del torsalo fuera de las zonas endémicas (Vijay, Op.citp.).
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Figura 7. Miasis por Dermatobia hominis en el cuero cabelludo.

Fuente: http://actasdermo.org/es/miasisydelycueroycabelludoyen/articulo/13048796/

Casos de miasis humana de la poblacion (Figura 7) en éareas no endémicas son
diagnosticados cuando los viajeros llevan el parasito luego de viajes turisticos Haruki et
al. (2005) reportaron 33 casos de D. hominis en Japon de 1974 a 2005, como resultado de
los viajes al extranjero a Centro y Sur América; un tercio de los casos denunciados
ocurrieron durante los ultimos seis afios del estudio. Otros seis diferentes estudios han
documentado, desde 1999, siete casos de miasis por D. hominis en los Estados Unidos
(Lawson et al., 2005; Liebert et al., 2004; Maier et al., 2004; Marty et al., 2005; Millikan

1999; Sampson et al., 2002).
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3.6 TRATAMIENTO DEL TORSALO

Los parasitos externos constituyen uno de los problemas mas graves para la ganaderia
bovina. Sus efectos no sélo se derivan de su -accion como parasitos en si, sino de su
capacidad de transmitir a sus hospederos importantes enfermedades causadas por
diferentes agentes como: virus, protozoarios, bacterias y rickettsias (Ardila, 2006). Lo
anterior, resulta en pérdidas de produccion y productividad, ademas de contaminacién de
alimentos para el consumo humano. Tradicionalmente, en nuestro pais, el control de los
parasitos externos se ha efectuado mediante la aplicacion continuada de compuestos
quimicos acaricidas e insecticidas. Esta estrategia tiene entre otros inconvenientes: altos
costos, contaminacion ambiental, desarrollo de quimiorresistencia, depdsito de residuos
en productos y subproductos de origen animal.

Actualmente, la intensidad y la periodicidad en el uso de quimicos estan siendo
analizadas en muchos paises, recomendandose reducir el empleo de compuestos quimicos
y aplicarlos s6lo cuando sea necesario.

AUn con estas consideraciones, en el control quimico frecuentemente se cometen muchos
errores como ¢l desconocimiento de la especie de ectoparasito que tiene el ganado, una
ausencia de criterio técnico para elegir el compuesto a emplear, uso de concentraciones
mas bajas o altas que las recomendadas, aplicacion de insuficiente solucion acaricida o
insecticida o ivermectina por animal, intervalos inadecuados entre bafios, inadecuada o
ninguna sujecion del animal, falta de registros sobre producto empleado y fecha de

. .y , |
aplicacion, enfoques mas modernos.
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Es excelente el resultado que se obtiene con la aplicacion de productos con Ivermectina
como base farmacoldgica, ya sea como preventivo o para el control de larvas presentes en
los nddulos. La proteccidn alcanza hasta los 40 dias, no siendo visibles nddulos hasta los
2 meses posteriores a la aplicacion. Otros tratamientos caseros incluyen el uso de aceite
quemado o aceite mineral acompaifiado de metrifonatos o de ésteres metalicos.

Segun un estudio realizado en Argentina para evaluar la eficacia de la ivermectina al
3.15%, los resultados permitieron apreciar al dia 30 después de la aplicacién una eficacia
del 100 % en el ganado tratado. Algunos nodulos que parecian estar activos, al ser
comprimidos manualmente expulsaban su contenido seropurulento, notandose pequefias
particulas de quitina de las larvas muertas afectadas y destruidas por efecto de la droga.
(Morriena et al., 2009).

Otro tratamiento alterno consiste en la remocion quimica, se efectia aplicando compresas
de cloroformo o de éter, aspersiones de cloroformo al 15% diluido en aceite, cubriendo la
herida con un aerosol de un insecticida de accion inmediata. Entre otros productos
utilizados en el tratamiento contra el torsalo estan los insecticidas de contacto y
sistémicos en distintas formulaciones, los érganos fosforados, como el diclorvos y fentién
son utilizados en América Latina como aerosoles y productos para rociado.
Recientemente se han desarrollado varios estudios para de comprobar la eficacia de

tratamientos homeopaticos (Garcia, 2006; Ardila, 2006).
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3.7 IMPACTO ECONOMICO

La causa principal de pérdidas en la produccidon ganadera en Panama, es atribuida a la
miasis causada por D. hominis. Estas pérdidas ascienden a 14 millones de ddlares anuales,
de los cuales 5.4 millones corresponden a gastos para el control, 2.3 millones de délares a
la merma en la produccion de leche, y 5.5 millones a pérdidas debido a la baja calidad del
cuero no apto para exportacion (Barsallo et al., 2005). Ademas de los costos ocasionados
a la salud humana y su incidencia en el turismo. El impacto econdmico en América
Central .no esta totalmente documentado, no obstante en Brasil se ha estimado por el
orden de los 250 millones de ddlares por afio (Grisi et al., 2002), considerando que la
parasitacion de 20 a 40 larvas del insecto pueden causar una merma de hasta 12% del
peso del ganado de carne y una disminucién de un 20% de la produccion lactea. En un
estudio realizado por Oliveira (1996) se afirma que el 89% de las pieles examinadas en la
region de San Carlos estado de Sao Paulo, Brasil poseian perforaciones causadas por
torsalo.

Se pueden resumir las causas de pérdidas economicas por el térsalo en cuatro aspectos,
produccion de carne y leche, costos enfocados al control, dafios en el cuero y la salud
humana y el turismo (Figura 8).

Produccién de carne y leche: Existen pocos estudios sobre pérdidas directas de la
produccion; se reportan descensos de entre un 18 a 25 por ciento en la produccién diaria
de leche y de entre un 10 y 14 por ciento en la ganancia diaria de peso (Pérez y Arra,

2002).
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Aumento de los costos de produccién por su combate por medios quimicos: Esta
estimacion se hace a partir de informacién generada a nivel de finca, de los costos de
combate, asumiendo niveles variables de infestacion.

El daiio a los cueros: esté es otro factor de importantes pérdidas econémicas. Los dafios
a los cueros se agrupan en dos categorias: los mecanicos (fierros, alambres, heridas) y los

causados por enfermedades y parasitos.

Figura 8. Causas de Pérdida por Dermatobia hominis en America Central

—
.
.

mm B

Fuente: Pérez y Arra, 2002.

Existe una lista muy amplia de problemas en los cueros derivados de parasitos y
enfermedades. Las dermatomicosis (hongos), dermatitis bacterial, herpes (gabarros) y
queratosis alérgicas son algunas de ellas, pero en nuestro medio las dos més importantes
son el torsalo y las garrapatas.

Estudio realizados por Pérez y Arra en el afio 2002 con industriales del cuero en los tres
paises de mayor industria del cuero: Costa Rica, Panama y Guatemala. Todos

coincidieron en que el torsalo es el principal dafio que se observa en los cueros
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centroamericanos (Pérez y Armrd, op cit). Ello se da porque la mayoria de los dafios
mecanicos pueden disimularse mediante procesos “cosméticos” (lijado, pintura) pero el
t(’)rsalp perfora el cuero, lo que, luego de la cicatrizacion en el animal vivo, deja el cuero
mas debil y sujeto a rupturas durante la elaboracidn de productos finales.

El impacto en la salud humana: En todas las descripciones del térsalo y su
epidemiologia se menciona al humano como un huésped frecuente de la larva. Ello ocurre
primordialmente en el medio rural debido al ecosistema en que se desarrolla. Mas de la
mitad de la poblacion de América Central vive en el medio rural; la mayoria de las
personas en Latinoamérica que han vivido en el campo, han sufrido o han escuchado o
visto casos de torsalo en humanos. Los nifios pequefios son los mas susceptibles. Existen
casos documentados de nifios fallecidos por larvas que penetraron al cerebro y de
infecciones secundarias severas causadas por torsalos que se rompen en el proceso de
extraccion o de otros patdgenos que penetran a través del torsalo (Pérez y Arra, 2002).
Los productos quimicos de combate al torsalo pueden dejar contaminantes en la carne y la
leche, constituyéndose es otro efecto negativo potencial al hombre. El impacto del
torsalo en los humanos ha sido subestimado por el Sector Salud y con el desarrollo del
concepto de ecoturismo, turismo de aventura y otras actividades recreativas asociadas con
visitas al medio rural (principalmente el selvatico), este problema sera cada vez maés
valorado y se dimensionara mejor su impacto negativo (Pérez y Arra, Op. cit.).

Impacto sobre el turismo y el ambiente: el turismo se ha convertido en una de las
actividades econémicas mas importantes de la Region Centroamericana. Desde 1980 el

namero de turistas que visitan esta region crece a una tasa anual de casi un 5 por ciento y
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dado el crecimiento publicaciones de infestaciones por torsalo a los turistas se podria
visualizar un impacto negativo a la afluencia del turista a la Region Centroamericana.
Ademas, se han dado decenas de descripciones de infestaciones de visitantes
principalmente de paises desarrollados que manifiestan el problema luego de retornar a
sus paises (Thanapatcharoena, 2012) (Jhon y Henderson, 2006).

El impacto econdmico de este descenso en este renglon podria llegar a ser muy
significativo (Pérez y Arra, supra cit). El dafio principal al ambiente estd asociado a la
utilizacién de los quimicos para el control y combate del parasito misme y sus vectores.
El bafio por aspersion con insecticidas son utilizados sobre y sub dosificados causando
intoxicaciones a los animales y il los operarios, asi como la acumulacion de insecticidas

en el aire, agua o creando resistencia a los vectores asociados.

La cuantificacion de las pérdidas en Centroamérica, segiun Perez y Arra. 2002.
Las pérdidas causadas por el torsalo en América Central estan en los siguientes rubros:
e Menor produccion de carne y leche (descenso en un 10% en parasitados)
e Costos por el combate quimico (US$ 2.40 por animal tratado)
e Dafios a los cueros (30% de l(;s cueros pierden US$ 10 c/u por los daiios)

e Descenso en el nimero de turistas (1 de cada 10 mil turistas cancela)

Asumiendo que:
e ¢l 30 por ciento del hato sufre de esta parasitosis,

e ¢l 70 por ciento de la poblacion bovina recibe tratamientos contra el torsalo,
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e ¢l 30 por ciento de los cueros de la Region pierden US$ 10 de valor y
e uno de cada 10 mil turistas desiste de viajar por temor a infestarse, se pierden
anualmente mas de US$ 51 millones por causa del térsalo en Centroamérica (casi

USS$ S por cada bovino presente en Centroamérica).

En el caso especifico de Colombia las pérdidas han sido calculadas en $108 millones

anuales (Peiia et al., 1980).

3.8 ESTUDIOS PREVIOS.

Algunos trabajos relacionados con alternativas de solucion a este problema se han
enfocado en el estudio de proteasas de excrecion/secrecion producidas por la larva de
primer estadio, las cuales pueden guardar relacion con el proceso de penetracion de la
larva (Oliveira et al., 1996).

Ya en varios agentes que causan miasis, se han encontrado proteasas, enfocandose dichas
investigaciones en la respuesta inmunolégica, inmunidad adquirida y el desarrollo de
vacunas, con especial atencion en especies como Lucilia cuprina (Sandeman et al., 1990),
Hypoderma lineatum (Moire, 1998; Otranto, 2001), Chrysomyia bezziana (Muharsini et
al., 2000) y QOestrus ovis (Tabouret et al., 2003; Angulo et al., 2007).

Un estudio mas reciente en busca de proteasas de larvas de D. hominis, reveld la

existencia de pocas fracciones de proteolisis pero con una gran actividad,
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predominantemente en las fracciones de alto peso molecular, especialmente en la L1,
mientras que en el gel de L2 y L3 se evidencioé una amplia gama de actividad proteolitica,
revelandose un aumento progresivo de la actividad proteasa del primero al tercer estadio
de larvas (Oliveira et al., 2010) El predominio de las proteasas de serinaen L2 y L3 y la
gran actividad triptica presentada por L3, fueron atribuidas a una actividad trofica de las
larvas en crecimiento, ya que la viabilidad de las moscas adultas depende estrictamente de

la capacidad de larvas para asimilar nutrientes del hospedador

Fernandes et al., (2012) describieron la secuencia de una proteina de 50 kDa
(nombrada Dh50), que al ser alineadas con secuencias en diferentes bases de datos, no se
encontr6 ninguna similitud con las proteinas descritas hasta ahora, lo que puede ser
indicativo que es especifica para D. hominis. La proteina fue seleccionada, purificada, y
se administrada a los animales anteriormente libres de ectoparasitos. Después de la
inmunizacion, realizaron una prueba exposicion en campo, obteniendo resultados con
91% de proteccion, lo que indica que el control térsalo podria ser potencialmente logrado
a través de la vacunacion. La inmunizacion con D. hominis con el extracto crudo larvas
L3 también produjo inmunidad similar a la observada en el grupo que recibié la proteina

Dh50 (Fernandes et al., 2012).
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IV. METODOLOGIA

4.1 COLECTA DE ESPECIMENES.

Las giras de campo para colecta de larvas de D. hominis y muestras de sangre de ganado
vacuno infestado naturalmente, se realizaron en coordinacidon con el Programa Nacional
para el Control del Torsalo del Ministerio de Desarrollo Agropecuario (MIDA). Las
provincias seleccionadas fueron: Chiriqui, Veraguas, Colon y la Comarca Ngébe Buglé,
se coordinaron visitas previas a los ganaderos de ios lugares mas afectados, para la
verificacion de la no aplicacion de ivermectina u otro quimico para el control del térsalo o
ectoparasitos. Las fincas donde la aplicacion de ivermectina u otro agente quimico en el
ganado bovino fuese superior a los 3 meses eran incluidas en el estudio, esto con el
objetivo de garantizar la viabilidad de las larvas y el éxito del establecimiento de las
colonias en el laboratorio. Una vez explicado el objetivo del estudio a cada uno de los
propietarios, se solicitd su consentimiento para la colecta de las larvas.

Las giras de colecta en su mayoria se realizaron en la estacién lluviosa, temporada donde
el ciclo de vida de la D. hominis es favorecido y por mayor incidencia de tdrsalo.

Una vez ubicada la finca seleccionada para la colecta, el ganado era reunido en un area

determinada, con la ayuda de los ganaderos y personal para el Control del Térsalo del

MIDA. La seleccion se baso en la busqueda de los animales mas afectados segin la
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cantidad de forunculos observados. Las larvas eran extraidas una vez que el animal era
inmovilizado con la ayuda de sogas.

Las larvas fueron obtenidas por medio de presion manual en el area de la lesion, lavadas
con solucion salina estéril para eliminar la sangre y el material purulento producido por la
infeccion secundaria de los fortinculos. Seguidamente fueron clasificadas segun el estadio
y movilidad de las mismas. Un porcentaje de las larvas de tercer estadio (L3) se ubicé en
camaras con una mezcla de tierra y aserrin previamente esterilizada mediante horno o
autoclave. Elresto de las larvas L3 y el 100% de las L2 fueron conservadas en nitrogeno
liquido o RNA later y ubicadas a -80 °C. Las larvas con poca movilidad y/o muertas

fueron descartadas.

4.2 OBTENCION DE LARVAS DE PRIMER ESTADIO EN EL LABORATORIO

El desarrollo de adultos D. hominis para obtener el estadio infectante (L1) se realizo
siguiendo un protocolo experimental descrito en estudios previos. (Lello y Peracoli,
1993) con algunas modificaciones. Establecida en el Departamento de Microbiologia
Humana de la Facultad de Medicina de la Universidad de Panama.
Protocolo:
e Inmediatamente después de la colecta, las larvas L3 fueron lavadas con solucion
salina y colocadas en camaras plasticas conteniendo la mezcla de tierra y aserrin

previamente esterilizada. El espesor de la capa de tierra era de 4-5 cm.
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Las larvas se ubicaron en la superficie de la tierra para que se introdujeran
naturalmente en ella. Las camaras se cubrieron con una malla de tul para facilitar

la aeracion y evitar el escape de las moscas adultas.

Las camaras de tierra fueron transportadas al laboratorio de Microbiologia
Humana de la Facultad de Medicina e incubadas en un ambiente de 25 °C, poca

luz y humedad relativa (HR) no controlada (alrededor de un 80%).

Diariamente la tierra era rociada con agua para evitar la resequedad de la misma;

ademas se colocaron envases con agua para aumentar la humedad del ambiente.

Pasados diez dias las pupas formadas fueron retiradas de la tierra y lavadas con
agua, secadas a temperatura ambiente y nuevamente ubicadas en las camaras con

tierra.

Cercano al tiempo de emergencia de las moscas adultas (28-30 dias), se retir6 la
malla de tul de las cAmaras de tierra y se introdujeron en jaulas caseras (misma

condicion ambiental).

Al emerger las moscas fueron clasificadas de acuerdo al sexo y ubicadas en otras

jaulas dependiendo de la cantidad, cuando alcanzaron un dia de edad.
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Las jaulas con las moscas se mantuvieron bajo una condicién ambiental de 28°C y
80% HR e iluminacién suficiente, desde la parte superior. Esto favorece la copula

(Bapegas et al., 1966)

Se aplicO agua a microaspersion en el ambiente para que las gotas de humedad
ayudasen a saciar la sed de las moscas. Se colocaron cajas petri con algodén

humedecido con agua que sirvieron de bebedero.
Las jaulas fueron mantenidas en un ambiente oscuro a 24 °C.

Una vez las moscas hembras alcanzaron los dos dias de edad, las jaulas fueron
pasadas a un ambiente con 28 °C e iluminacion. Se introdujeron varios e¢jemplares
de Musca domestica como insectos foréticos, a razén de 5 a 10 M. domestica por

pareja.

Las jaulas fueron observadas diariamente para monitorear el periodo de vida de
los adultos y verificar la presencia de foréticos con huevos de D. hominis

adheridos a su abdomen.

Los huevos no fueron retirados de los vectores hasta luego de 5-7 dias, al menos
que murieran los foréticos, en este caso los huevecillos fueron retirados con

pinzas y se colocados en cajas petri sobre algodon hiimedo.
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e Una vez colectados, los huevos fueron tratados con RNA later y almacenados a

-80 °C hasta el momento de su uso.

4.3 LIOFILIZACION DE LARVAS

Las larvas conservadas a - 80 ° C fueron liofilizadas utilizando un liofilizador Teistar

lioalfa-6.

4.4 PREPARACION DEL HOMOGENADO PROTEICO:

e Preparamos homogenados a partir de cada uno de los estadios larvarios. Para ello,

las larvas liofilizadas fueron pulverizadas con la ayuda de un mortero.

e Por cada gramo de tejido de larvas se afiadieron 10 volumenes (peso/volumen) de
tampén de lisis y se mezclaron 2 minutos con ayuda de un vortex y se finalmente

se termino de lisar con ayuda de un sonicador.

e Las muestras fueron centrifugaron a alta velocidad y posteriormente se tomo el
sobrenadante, el cual fue colocado en viales que se calentaron en un termo bloque

a 96 °C durante 5 minutos.
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e Fijando previamente las tapas de los viales, se colocaron en un vaso quimico con

agua y se calentaron en un termo bloque a 96 °C durante 5 minutos.

e Centrifugamos las muestras a 3,500 rpm x 10 minutos y separamos el

sobrenadante.

e El sobrenadante resultante se utiliz6 para la realizar la electroforesis (SDS-

PAGE).

4.5 ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA (SDS-PAGE).

Una vez preparados cada uno de los homogenados correspondientes a los estadios
larvarios en tampon de carga (0.1 M Tris-HCI, pH 6.8, 4% (p/v) SDS, 20% glicerol, y
0.2% (p/v) de azul de bromofenol y calentados a 95 °C durante 5 minutos, las muestras y
el marcador de peso molecular (Low Molecular Weight Calibration Kit for SDS
Electrophoresis Cat: 17-0446-01, Presicion Plus Protein, cat: 161-0363, Bio Rad) se
procedié a la separacion electroforética de sus componentes proteicos a través de una
electroforesis en gel de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PAGE) al 12 % de acuerdo

al método de Laemmli (1970).
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Utilizando el sistema Mini-Protean 3 de Bio-Rad en tampoén de corrida conteniendo
100mM Tris-HCI, 0.1% SDS pH 8.3 a 100 voltios constantes en una fuente de
alimentacion (PowerPack HV cat: 164-5056 Biorad) a temperatura ambiente hasta que el
azul de bromofenol alcanzase el final del gel. Una vez finalizada la electroforesis, el gel
se tii0 con azul brillante de Coomassie R-250 y se destifi6 con solucion

destifiidora/fijadora conteniendo 40% (v/v) de metanol y 10% (v/v) de acido acético.

4.6 TINCION DE AZUL DE COMASSIE

e Se sumergio el gel durante 1 hora y 30 minutos y agitacion continua en una
solucion conteniendo 0.25 % Coomassie Brilliant Blue R-250, 40% metanol y
10% &cido acético. Posteriormente destifiéndose en agitacion por 5 minutos con
una solucion de: metanol al 30%, acido acético 10% y agua destilada 60% Este
paso se repitié hasta eliminar el tinte del fondo del gel. Finalmente el gel fue

mantenido en agua destilada.

e  Se procedié a analizar el patron de bandas de cada carril y a definir el carril en
donde se dio la mejor separacion y visualizacion de las bandas dependiendo del

volumen de muestra aplicada en cada carril.
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4.7 INMUNOBLOT

La deteccion de proteinas inmunogénicas se llevé a cabo mediante inmunoblot. Para ello,
las muestras de los homogenados de los estadios larvarios fueron cargadas por
duplicados en geles SDS-PAGE al 12% como se describe arriba. Al finalizar la
electroforesis, cada gel fue cortado por la mitad, cada una conteniendo las mismas
muestras. Una mitad fue tefiida con azul de Coomassie y la otra mitad fue transferida a
una membrana de nitrocelulosa para la realizacion del inmunoblot como se detalla a
continuacion.

Las membranas de nitrocelulosa (Hybond™-c extra GE), papel filtro y el gel (SDS-
PAGE) fueron incubados en tampon de transferencia conteniendo 25 mM Tris, pH 8.3,

192 mM glicina, 20% metanol durante 1 hora a temperatura ambiente.

Seguidamente se colocamos la membrana de nitrocelulosa sobre el gel, asegurandose que
no se formasen burbujas. El sindwich para la transferencia se prepar6 en el sistema de

Bio Rad. La transferencia se realizd a 140 voltios durante 45 minutos.

Marcamos con una aguja la ubicacion de las bandas del marcador de peso molecular, para
contar con una marca de referencia en caso de que luego de la transferencia no se

observaran claramente.
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Cortamos en tiras cada carril, distinguiendo bien las que se utilizarian con los sueros

como controles negativos y positivos.

Bloqueamos las membranas con tampén de bloqueo conteniendo 2% de leche

descremada y 0,3% Tween-20 en PBS durante toda la noche a 4°C.

Se realizaron 4 lavados por 5 minutos cada uno con tampoén de lavado (PBS, 0,3%

Tween 20).

Como anticuerpos primarios, empleamos pooles de sueros de animales infectados por D.
hominis y como control negativo, sueros de animales sanos. Los sueros fueron diluidos
1:250 en tampodn de bloqueo, las tiras fueron incubadas con cada uno de estos anticuerpos

primarios durante dos horas a 37 ° C en agitacion continua

Repetimos los lavados y seguidamente se incubaron con el anticuerpo secundario anti

vaca www.abcam.com (anticuerpo policlonal de cabra anti vaca IgG HRP) marcado con

peroxidasa diluido 1:200 en tampo6n de bloqueo.

Las membranas fueron incubadas una hora a 37 °C en agitacion constante y en oscuridad.

Repetimos los lavados nuevamente, seguidamente las membranas fueron incubadas en el
tampon sustrato de la peroxidasa (0.1M Tris-HCI, pH 7.4, 0.05% 3-3’ Diaminobencidina

tetrahidroclorhidrico (DAB) y 30% H,0, (50 /100 ml)) durante unos 20 minutos.

Detuvimos la reaccion con agua destilada.

SISTCMA  DE BIBLIOTETAS DE LA
ynIVERSINAD DE PANAMA
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4.8 INTERPRETACION DEL INMUNOBLOT

e Analizamos cada uno de los carriles y sus respectivas bandas.

e Iniciamos por analizar el marcador de peso molecular utilizado, 1a ubicacién de

cada una de las bandas y su tamafio correspondiente.

e Posteriormente se le asigné una numeracion a cada una de las bandas mas fuertes

observadas en los carriles de muestras, segun el estadio de la larva utilizado.

e Se calcul6 el peso molecular de cada una de las bandas numeradas.

e Una vez establecido el peso molecular de cada una de las bandas, estas se

ubicaron en la otra mitad del gel que fue tefiida con azul de Coomassie.

e La mitad del gel tefiido con azul de Coomassie fue procesado y conservado con
agua calidad mili Q, con el objetivo de cortar las bandas mas inmunogénicas
segun el resultado del inmunoblot y su posterior envio para el respectivo analisis

por espectrofotometria de masas.
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4.9 ESPECTROMETRIA DE MASAS

Para identificar las proteinas de las bandas con mayor reactividad en el western blot, estas
fueron identificadas y cortadas de los geles duplicados y teflidos con Coomassie y
enviados al Laboratorio de Proteémica del Centro de Investigacién Principe Felipe
para la digestion en gel con tripsina y posterior sometimiento a MALDI-TOF
desorcion/ionizacién mediante laser asistida por Matriz), acoplada a un analizador TOF
(Time-Of-Flight, tiempo de vuelo) para producir las huellas peptidicas de masas. Los
resultados fueron comparados con las base de datos NCBI utilizando el servidor

MASCOT (htip://www.matrixscience.com).

4.10 ANALISIS BIOINFORMATICO.

Las huellas peptidicas obtenidas del estudio por MS y MS/MS de las 11 bandas se
analizaron detalladamente utilizando las principales bases de datos: National Center for

Biotechnology Information (NCBI) hittp://www.ncbi.nlm.nih.gov/ , Database of

Drosophila Genes & Genomes (FlyBase) http:/flybase.org/ y la European Data Base

Institute (EMBL-EBI) http://www.ebi.ac.uk/Databases/protein.htm] .

Un analisis de cada una de las proteinas que coincidieron con el resultado de la huella

peptidica fue realizado mediante una revision de la literatura previa (tesis, articulos)
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previa que la relacionara como potencial blanco para la elaboracién de una vacuna. Las
proteinas estructurales como por ejemplo actina, miosina, fibronectina no fueron tomadas

en cuenta como posibles blancos de estudio.

4.10.1 ALINEAMIENTO MULTIPLE.

Una vez seleccionado un posible blanco, fue analizado utilizando la herramienta BLAST

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) ubicando las principales especies en donde se

describia la presencia de una proteina similar. Tomando en cuenta la relacion filogenética
y el porcentaje de identidad de la huella peptidica versus una proteina consenso de
secuencia completa se selecciond la misma para realizar un posterior alineamiento
miltiple utilizando la herramienta Multiple Secuence Alignment de EMBL-EBI

(http://www.ebi.ac.uk/).

Se ingres6 la secuencia completa de la proteina en estudio en formato FASTA y se realizo
un BLAST contra la especie B. faurus. El resultado del alineamiento fue analizado
buscando las proteinas que mayor puntaje obtuvieron, se observ6 la homologia, el

porcentaje de identidad y los huecos (gaps) entre una secuencia y otra.

Posteriormente se ubicé dentro de la secuencia de la proteina en estudio las regiones
correspondientes al sitio catalitico y las regiones en donde el porcentaje de identidad

versus las proteinas de B. taurus fuera minimo.
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Ingresamos la secuencia completa de la proteina en estudio en formato FASTA y
realizamos un BLAST contra la especie B. faurus. El resultado del alineamiento fue
analizado buscando las proteinas que mayor puntaje obtuvieron, se observo la homologia,
el porcentaje de identidad y los huecos (gaps) entre una secuencia y otra.

Posteriormente ubicamos dentro de la secuencia de la proteina en estudio las regiones
correspondientes al sitio catalitico y las regiones en donde el porcentaje de identidad

versus las proteinas del B. taurus fuera minimo.

4.10.2 SELECCION DE EPITOPES ANTIGENICOS

Fue utilizado el software European Molecular Biology Open Software Suite (EMBOSS)

de biologia  molecular, especificamente la  aplicacion ANTIGENIC

http://emboss.sourceforge.net/  programa disefiado para predecir sitios potencialmente

mas antigénicos de una secuencia peptidica.

Sumado al analisis de las secuencias peptidica de mayor puntuacion, se tomaron en
cuenta los péptidos con menor identidad en relacion al B. taurus.

Fundamento de la herramienta ANTIGENIC: se basa en estudios previos donde el
analisis de los datos de los sitios antigénicos determinados experimentalmente en
proteinas ha revelado que los residuos hidrofébicos Leu Cys, Val, se producen‘ en la
superficie de una proteina y tienen mas probabilidades de ser una parte de los sitios

antigénicos. También se hace uso de las propiedades fisicoquimicas de los residuos de
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aminoacidos y sus frecuencias de ocurrencia en los epitopos conocidos

experimentalmente.

4.11 SINTESIS DE PEPTIDOS.

Una vez identificadas las secuencias peptidicas de interés (péptido antigénico) se sintetizo
un péptido sintético para ser utilizado en pruebas de dot blot y en futuras inmunizaciones
experimentales. Los péptidos fueron sintetizados en GenScript

http://www.genscript.com/protein service.html

4.12 DOT BLOT

La antigenicidad de los péptidos seleccionados mediante la herramienta Antigenic fue
determinada inicialmente mediante dot blot utilizando el péptido sintético seleccionado
con sueros de ganado bovino infestado naturalmente por D. hominis y utilizando como

anticuerpo secundario un anti vaca. www.abcam.com (anticuerpo policlonal de cabra anti

vaca IgG HRP)

Procedimiento:
e Se realizaron dos diluciones del antigeno (péptido sintético) en PBS y se agregd

una gota de cada dilucién en la tira de nitrocelulosa correspondiente. Se dejaron
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secar a temperatura ambiente las tiras de nitrocelulosa por aproximadamente 5

min.

Se incubaron todas las tiras con el tampon de bloqueo (leche desnatada al 2% en

PBS 0.1% Tween 20) por 30 min en agitacién a temperatura ambiente.
Se realizaron 3 lavados por 5 min con tampon de lavado (PBS 0.3% Tween 20).

Se incubaron las tiras por 30 min a 37°C, con diferentes diluciones de anticuerpo
primario (“pooles” de suero de ganado vacuno infestado con D. hominis y

“pooles” negativos) en PBS, 0.1% Tween 20.

Se lavaron 3 veces por 5 min con tampén de lavado y se incubaron por 30 min a
37 °C con el anticuerpo secundario anti vaca marcado con peroxidasa (1:1000)
diluido en PBS 0.1% Tween 20. Se lavaron 3 veces por 5 min con tampdn de

lavado.

Se prepard el sustrato de la peroxidasa: 20 ml Tris HCL + 0.01 g DAB + 10 ul

peroxido de hidrégeno.
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e Las tiras fueron incubadas con el sustrato por aproximadamente 10 min a
temperatura ambiente en oscuridad y se lavaron con agua destilada.

Posteriormente se dejaron secar a temperatura ambiente.
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V. RESULTADOS

5.1 RESULTADOS OBTENIDOS DE LAS GIRAS DE CAMPO.

Realizamos en total 9 giras de campo (Figura 9), de las cuales seis fueron en la
provincia de Chiriqui, una en la provincia de Veraguas, en la Comarca Ngobe

Buglé y en Colon. Ver cuadro de resultados de las giras de campo (Cuadro IV).

Se obtuvieron en total de 519 larvas L3, de las cuales 389 se ubicaron en camaras
de tierra para establecer una cria de D. hominis y 130 para conservacioén a — 80°C.
Un total de 22 L2 fueron colectadas, las cuales en su totalidad se transportaron

conservadas en RNA later y se conservaron a — 80 °C.

Un total de 70 bovinos infestados fueron sangrados. Los 70 sueros colectados se
preservaron con glicerol (1:1 v/v) y posteriormente fueron almacenados a -20 °C.
Adicionalmente se obtuvo el suero de S animales sin exposicion a D. hominis

como controles negativos
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Ubicacion y fecha de las areas en donde se realizaron las giras de campo:

Provincia de Veraguas, Calobre: 28 de enero de 2011.

Comarca Ngobe Buglé, Paredon: 9 y 10 de marzo de 2011.
Provincia de Chiriqui, Rio Sereno: 7,8 y 9 de abril de 2011.
Provincia de Chiriqui, Rio Sereno: 26 y 27 de mayo 2011.
Provincia de Colon, Quebrada Bonita: 28 de junio de 2011.
Provincia de Chiriqui El Roble de Bugaba: 12 de octubre de 2011.
Provincia de Chiriqui, David: |2 18 y 19 de mayo 2012.

Provincia de Chiriqui: 22 de junio 2012.

Provincia de Chiriqui, Dolega, El Flor 30 y 31 de agosto de 2012.

Figura 9. Ubicacion geogrifica de las giras de colecta.

Comarca
Kuna Yala
(San 8las)

Comarca ;
tmbers - Darien
w‘!ﬂ‘lﬂ s

COLOMBIA

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011
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Cuadro IV. RESULTADOS OBTENIDOS EN LAS GIRAS DE CAMPO.

Total de Giras Larvas L3 Larvas L3 Larvas L2 Sueros
realizadas. (camaras de . . )
tierra) (-80°C) (-80°C) (animales infestados)
9 389 130 22 70

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011

 Del total de ganado bovino reconocimos ejemplares de diferentes razas y colores
infestados con larvas de D. hominis en diferentes partes de la anatomia del animal

(Figura 10 a, b, c y d).

Figura 10a. Bovino blanco de la raza cebu infestado con Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011. (Finca de la Comarca Ngobe Buglé)
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Figura 10 b. Bovino de color pardo infestado con Dermatobia hominis.

= wrrﬂx
. f‘ MQ ’

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011 (Finca de el Roble de Bugaba, Chiriqui)

Figura 10c. Bovinos de color blanco y marrén infestados con Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011 (Finca de Rio Sereno, Chiriqui)
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Figura 10d. Bovino de color negro con infestacion en el area lateral derecha.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011 (Finca de David Chiriqui)

De los animales infestados por larvas de D. hominis se observo que el area
mayormente afectada correspondia a la region lateral toraxico-abdominal derecha
(Figura 2 d) y en cuanto al color se observaron casos de térsalo en diferentes
razas y colores de ganado, sin embargo fue mas frecuente en animales de color

oscuro.

Se encontraron animales afectados con gran cantidad nddulos causados por la
presencia de miltiples larvas, los cuales presentan infecciones bacterianas

produciéndose secreciones purulentas (Figura 11ay 11b).
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Figura 11a. Nédulo con larvas de Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011(Finca en Comarca Ngobe Buglé)

Figura 11b. Nédulo con larvas de D. hominis infectados.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011 (Finca en Dolega Chiriqui)
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5.2 CRIA DE Dermatobia hominis.

e La metodologia implementada para el establecimiento de una cria en el
laboratorio permiti6 el desarrollo adultos de D. hominis. Obtuvimos un total de 35
adultos entre machos y hembras de D. hominis (Figura. 12); a los cuales una vez
apareados se les colocd dentro de las jaulas especimenes de M. domestica como

trasportadores foréticos.

e De los transportadores foréticos se obtuvo un total de 160 huevos de D. hominis
(Figura 13). En cada transportador forético se pudo registrar un total de 40 a 50
huevos ubicados en el abdomen. Los cuales obtuvimos luego de una incubacion

de seis asiete dias, L1 (Figura 14), las cuales fueron conservadas a -80 °C.

Figural2. Ejemplares adultos de Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011
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Figural3. Transportadores foréticos con huevos de Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011

Figura 14. Larva infectante de primer de estadio emergiendo de un grupo de
huevos.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011.
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5.3 ANALISIS DE PROTEINAS.

e Resultado del proceso de liofilizacion de las larvas de segundo y tercer estadio se
obtuvieron mas 500 mg de larvas liofilizadas para el estudio de electroforesis de

proteinas (Figura 15).

Figura 15. Larvas liofilizadas de Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Ying. 2011

El patrén electroforético de las proteinas que constituyen el homogenado de las larvas, de
cada uno de los estadios larvarios de D. hominis, fue obtenido mediante SDS-PAGE

12% y tincion con nitrato de plata y con Azul de Coomassie (Figura 16 y 17). Se observo
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una mayor resolucion y por ende un mejor analisis de las bandas en los geles tefiidos con
azul de Coomassie. En total se observaron 18 bandas bien definidas en las muestras

diluidas, algunas de mayor grosor comparadas con otras de menor intensidad (Figura 17).

Figura 16. SDS-PAGE 12% de los homogenados de Larvas en tincién con nitrato de

plata

Fuente: Eskildsen y Cedefio, 2011.

Carril 1: homogenado de 1.2 diluido 1:2, Carril 2: homogenado de L.3diluido 1:2, Carril 3:
marcador de peso molecular, Carril 4: homogenado de L3 sin diluir.
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Figura 17. Gel SDS-PAGE 12% de homogenado de larvas L2 y L3 de D. hominis
teilido con azul de Coomassie.

Fuente: Eskildsen y Cedefio, 2011.

Carril 1: homogenado de L3 sin diluir, carril 2: homogenado de L3 diluidol:2, carril 3:

marcador de peso molecular, carril 4: homogenado de L3 diluido 1:2, earril 5: marcador de peso

molecular. carril 6: homogenado de L2 sin diluir, carril 7: homogenado de 1.2 diluido 1:2.

En el carril 2, 4 y 7 se observan los homogenados diluidos 1:2, con una mejor separacion
de las bandas. En el carril 4 se observa la numeracion asignada a las bandas (P1-P11)

seleccionadas para el analisis por espectrofotometria de masas. Debido a que inicialmente
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no contabamos con el anticuerpo secundario anti-vaca, esta seleccion se hizo en base a
las bandas mas representativas presentes en los diferentes estadios larvales.
Posteriormente se realizé otro andlisis por espectrofotometria de masas en base a los

resultados del western blot una vez se conté con el anti-vaca (www.abcam.com

(anticuerpo policlonal de cabra anti vaca IgG HRP)).

Figura 18. Western blot de las proteinas de Dermatobia hominis.

Fuente: Eskildsen y Cedeiio, 2011.

Carril 1: marcador de peso molecular (Full-Range Rainbow Molecular Weight Markers. GE
Healthcare. Code: RPN80OE), carril 2 - 6: homogenado de 1.2, carril 7 - 10: homogenado de L3.
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En el resultado del western blot (Figura 18) se puede observar que casi todas las bandas
de proteinas presentes en L2 , estdn presentes también en la larva de tercer estadio, con la
diferencia de que algunas bandas pertenecientes a larvas de segundo estadio se observan
con menor intensidad comparadas con L3 que muestran mayor reactividad hacia los
sueros positivos. Las bandas mas reactivas en la larva de segundo estadio fueron las de:
14 kDa, 25 kDa, 40 kDa y 140 kDa. Para L3 las bandas mas reactivas fueron: 25 kDa,
36 kDa, 38 kDa y 50 kDa. En el carril 3 y 8 se muestra la numeracion asignada (1-12)
a cada una de las bandas seleccionadas para estudio por espectrofotometria de masas en
base a inmunogenicidad de las proteinas al suero de animales infestados y a su presencia
en los diferentes estadios larvales. Estas bandas se ubicaron y cortaron en el gel tefiido

con azul de Coomassie para su estudio por espectrofotometria.

Figura 19. SDS-PAGE 12% de homogenado de Larvas L2y L3

Fuente: Eskildsen y Cedeiio, 2011.

Carril _1: homogenado de L2, carril 2:
homogenado de L3, carril 3: marcador de
peso molecular (Precision plus proteina
standards catdlogo # 161-0363 Bio-rad)
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Se compar6 el patron de bandas obtenidos en el inmunoblot con el patron en SDS-PAGE y se

identificaron las bandas que fueron reconocidas por el pool de sueros de bovinos infestados por

D. hominis.

5.4 PRIMER ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA DE MASAS:

Se obtuvieron las secuencias de huellas peptidicas y espectros (Figura 20) de
diferentes proteinas presentes en las 11 bandas analizadas por espectrometria de
masas. Logrando en ocasiones de cada banda un pool de péptidos pertenecientes a
una gran cantidad de posibles proteinas identificadas por el MASCOT (Cuadro
V). En total se logrd relacionar los resultados de los péptidos identificados con
mas de 400 proteinas encontradas en las bases de datos, en su gran mayoria

proteinas estructurales.

5.5 ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS HUELLAS PEPTIDICAS.

HOMOLOGIA

El analisis de las huellas peptidicas obtenidas identific6 en la banda de
aproximadamente 25 kDa (Cuadro V) una proteina de interés la cual segun los
resultados del MASCOT estd presente en tres isoformas, dicha proteina es
identificada como Arginina quinasa (ArK), Identificamos un total de 16 péptidos

correspondientes a Arginina quinasa que representan el 57% de las secuencia
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peptidica completa de la proteina. Se realiz6 un alineamiento multiple de las tres
formas de la proteina utilizando Clustal W, obteniéndose puntuaciones de 85 a 98
de identidad comparandose entre ellas (Cuadro VI). La secuencia de esta proteina
no habia sido descrita parcial o completamente en la literatura, ni en las bases de
datos actuales en esta especie. Sin embargo ha sido identificada parcial o
completamente en especies como: Tesserocerus dewalquei, Schistocerca
americana, Glossina morsitans y Drosophila melanogaster, estas dos ultimas con

una alta homologia taxondémica con la D. hominis.

Cuadro V. PROTEINAS IDENTIFICADAS POR EL MASCOT, BANDA 9

(25 kDa)
Accession Mass Score Description

1. gi|157887504 4182¢ 107 actin II [Plasmodicphora brassicae]

2. gi)13563555799 42054 107 PREDICTED: actin-3-like isoform 1 [Nasonia vitripern:s]
3. gi]1666228 41870 10€ actin [Pisum sativum]

4. gi)325182101 42395 105 PREDICTED: similar to Actin putative [Albugo laibachii Ncl4]
5. gi{112280267 32425 104 actin [Asgiceras coraiculatum)

6. gi]350418628 33€79 1cl PREDICTED: actin, clone 403-like [Bombus impatiens]

7. gi}1703107 42121 100 RecName: Full=Actin~1

8. gi11319998245 41531 100 actin [Ananas comosus)

9. gi]217069854 23577 95 unknown [Medicago truncatula)l
10. gi| 66547471 421€5 9% PREDICTED: actin, cione 403-like [Apis mellifera])
11. gi]307195447 42316 98 Actin, clone 403 [Harpegnathos saltator)
19 ﬂ 59 m‘_ - <
13. g1(3183060 40333 96 RecName: Full=Arginine kinase; Shoxte,

. gi|328679756 27528 65 axginine kinase [Tesserocerus dewalquei)

328679754 30411 54 arginine kinase [Tesserocerus ericius
[ZZ6493810  XISEl 53 A&CTini-~ [Z&8 NAVS;

17. gi]242039123 41897 §3 hypothetical protein SORBIDRAFI_01g017380 ([Sorxghum bicolor]
18. ¢i|255635153 41398 $3 unknown [Glycine max]

19. 91193139007 20587 $3 beta-actin [Crassostrea ariakensis])

20. gil217072384 41866 $3 unknown [Medicago truncatulal

21. gi|255115691 41867 $3 actin 1 [Boehwmeria nivea]

22. gi1]115454971 42014 93 0s03g0718100 [Oryza sativa Japonica Group)

23. gi 226492795 41558 §3 LOC100284052 [Zea mays])

24. gi]224352368 41983 %3 actin [Carica papaya]

25. gi|315613886 41560 $3 actin I [Morus alba}

26. gi1346683577 41563 $3 actin 1 [Mangifera indica)

27. gil1168324 41836 92 RecNaxe: FullsActin-3

28. gi|32186894 41866 92 actin [Gossypium hirsutum)

29. gi) 6683504 41831 $2 actin isoform B [Mimosa pudaca)

30. gi]34541966 41385 2 actin [Trifolium pratense]

31. gi}301131212 41983 92 actin [Cicer arietinum]

32. gi|157887507 4137¢€ §2 actin I [Plasmodiophora trassicae)

33. gi|37694465 41892 2 actin [Lingulodinium pclyedrum)

34. 911166582 42022 2 actin-l [Arabidopsis thaliana)

35. g1]328869097 42060 62 actin [Dictyostelium fascaculatum)

36. gi|326671940 31€6€1 $1 PREDICTED: dynein heavy chain 1, axonemal [Danio rerio]
37. !i|326408133 418498 51 prediacted protean [Hordeum vulgare subsp. vulgare)

38. gi]323450901 42677 91 actin A [Aureococcus anophagefferens)

39. gi|323452389 42663 91 actin A [Aureococcus anophagefferens)

40. gi|2 97442 527254 91 hypothetical protein NAEGRDRAFT_55628 [Naegleraia gruberi]
41. ¢i]318083438 15305 $0 actin [Corylus heterophylla}
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Figura 20. Espectros obtenidos por el MALDI TOFTOF.
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Figura 21. Alineamiento multiple (Clustal W) de secuencias de tres formas de ArK.
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g1]3183060

gi|328679756
gi|328679754
gil3183060

57% de cobertura.
52% de cobertura.
40% de cobertura.

AGKFNLQVRGSTGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLTEYDAVKEMNDGILELIKIEGSL 356
A ORRRRRE KREEREERE KXRRERRRRS

Cuadro VI. ANALISIS DEL CLUSTAL TRES FORMAS DE Ark.

ArK Secuencia 1: gi|3183060 356 aa
ArK Secuencia 2: gi|328679756 242 aa
ArK Secuencia 3: gi|328679754 267 aa

Schistocerca americana

Tesserocerus dewalquei

Tesserocerus dewalquei

Anélisis de.las alineaciones por-pares:
Secuencia (1:2) alineada. Puntuacion: 85
Secuencia (1:3) alineada. Puntuacién: 86

Secuencia (2:3) alineada. Puntuacién: 98

5.6 RESULTADOS DEL SEGUNDO ANALISIS POR ESPECTROFOTOMETRIA

DE MASAS:

e Las masas identificadas en cada una de las 12 bandas inmunogénicas

(seleccionadas a partir del resultado de inmunoblot) se correspondieron con un

sin numero de proteinas presentes en las distintas bases de datos de proteinas.
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e Enlabanda W 11 de aproximadamente 25 kDa presente en los diferentes estadios
larvales, se identificaron secuencias peptidicas correspondientes a la proteina

Arginina quinasa de Drosophila melanogaster.

e Se realizod un alineamiento multiple de esta forma de arginina quinasa con las tres
formas identificadas anteriormente del primer analisis de masas. (Figura 21), en
rojo se muestra la secuencia exacta de los péptidos identificados, obteniéndose

valores de 85 a 98 de identidad cuando se comparan entre si. (Cuadro VII).

Figura 22. Alineamiento multiple de cuatro secuencias consenso de ArK.

gi|328679756
gi|328679754

gi|24661336 MFALWYLTFAVDEIRKRLAWLFSSNKPAAPALDNKPANPAPAKESAPAPAPAPTPKPAVV 60
Gil3183060 mmmmmmmmm e e
gi|328679756 ———=--- — B
Q11328679754 mmmmmmmm oo
gi|24661336 PPAPKPDPPKPAPAVAKPTPVPVPATAPAPPKEEPAPKPKPEPVPSPVVAPPKPTPPPAK 120
Q113183060 mmmmmmmmmmmm e oo e e e
Q11328679756 —mmmmmmmmm e o e e e
Gi[328679754 —mmmmmmmm e
gi|24661336 PSSPPKQADKMPIPLPKSLTEANTNGQNGNAANGGNVDELVFGGQQAEKVLPAAKEASND 180
Q113183060 —mmmmm e o
gil328679756 —mmmmmm—-oe T TR
Q11328679758 oo e
gi|24661336 FIKGETNAFIQSIKEAQQLGERKQDTMVDAAVLAKLEEGYAKLAASDSKSLLKKYLTKEV 240
gi|3183060 =  ~~-——---———omsem—o———m———ee MVDAAVLEKLEAGFKKLEASDSKSLLKKYLTREV 34
Q11328679756 mmmmmmmm e e e KGLA 4
gi|328679754 2 = —==-----moemmsoeoo—oooo——ooooooooooooe DAESYSVFAALFDPIIEDYHKGFG 24
gi|24661336 FDNLKNKVTPTFKSTLLDVIQSGLENHDSGVGIYAPDAEAYTVFADLFDPIIEDYHGGFK 300
gi|3183060 FDKLKTKKTPSFGSTLLDCIQSGLENHDSGVGIYAPDAEAYTVFADLFDPIIEDYHGGFK 94
* .

gi|328679756 RXDKHPAKNWGDVSVFGNLDPNGEFVVSTRVRCGRSLEGYPFNPCLTEAQYKEMEQKVSS 64
gi|328679754 KNDKHPAKNWGDVSVFGNLDPNGEFVVSTRVRCGRSLEGYPFNPCLTEAQYKEMEQKVSS 84
gi|24661336 KTDKHPASNFGDVSTFGNVDPTNEYVISTRVRCGRSMQGYPFNPCLTEAQYKEMESKVSS 360
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gi| 3183060 KTDKHPPKNFGDVDTLANLDPNGEYVISTRVRCGRSMQGYPFNPCLTEAQYKEMEQKVST 154
M ****'.*:#**..:.*:*#"*:*:ﬂ********::*****************_***:
gi|328679756 TLSGLEGELKGTFYPLTGMSKDVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRFWPSGRGIYHNE 124
gi| 328679754 TLSGLEGELKGTFYPLTGMSKDVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRFWPSGRGIYHNE 144
gi|24661336 TLSGLEGELKGKFYPLTGMEKAVQQQLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRFWPSGRGIYHND 420
gi}3183060 TLSSLEGELKGQFYPLTGMSKEVQQKLIDDHFLFKEGDRFLQAANACRFWPSGRGIYHND 214

dhkhk KHhkhkhhkhdh ThhkhhAatkt K khktohkFhkrkdrhkddkrdhkhhhhhdhrhdhhhhdkhhkhkh.

gi| 328679756 NKTFLVWCNEEDHLRI ISMOKGGDLGEVYRRLVTAVNEIEKRIPFSHHDRLGFLTFCPTN 184
gi| 328679754 NKTFLVWCNEEDHLRI ISMQKGGDLGEVYRRLVTAVNEI EKRIPFSHHDRLGFLTFCPTN 204
gi|24661336 AKTFLVWCNEEDHLRIISMQQGGDLGQIYKRLVTAVNEIEKRVPFSHDDRLGFLTFCPTN 480
gi| 3183060 NKTFLVWCNEEDHLRI I SMQPGGDLGQVYRRLVHAVNEIEKRIPFSHDDRLGFLTFCPTN 274
khkkkhkkhkhkhdhkhhhhrhik* *****::*:*** ********:****.************
gi|328679756 LGTTVRASVHIAVPKLAANKAKLEEVAAKYNLQVRGT RGEHTEAEGGI YDISNKRRMG-- 242
gi| 328679754 LGTTVRASVHIAVPKLAANKAKLEEVAAKYNLQVRGTRGEHTEAEGGIYDISNKRRMGLT 264
gi|24661336 LGTTIRASVHIKVPKLASNKAKLEEVAAKYNLQVRGTRGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLT 540
gi| 3183060 LGTTLRASVHIKLPKLAADRTKLEEVAGKFNLQVRGSTGEHTEAEGGVYDISNKRRMGLT 334
****:****** :*t**::::******.*:******: *********:**********

gi|328679756 ——=—-———-mmmmmme———— o

911328679754 EFD-—=====——=——————=-- 267
gi]124661336 EFEAVKEMYDGITELIKLEKSL 562
gi]3183060 EYDAVKEMNDGILELIKIEGSL 356

gi|328679756: Arginina quinasa de Tesserocerus dewalquei. gi|328679754: arginina
quinasa de Tesserocerus ericius. gi|24661336: arginina quinasa, isoforma A de
Drosophila melanogaster. gi|3183060: arginina quinasa de Schistocerca americana

Cuadro VII. ANALISIS DEL CLUSTAL DE LAS CUATRO FORMAS DE ARK.

Secuencia 1: gi|3183060 356 aa
Secuencia 2: gi|328679756 242 aa
Secuencia 3: gi|328679754 267 aa
Secuencia 4: gi|24661336 562 aa

Analisis de las alineaciones por parejas

Secuencia (1:2) alineada. Puntuacién: 85
Secuencia (1:3) alineada. Puntuacién: 86
Secuencia (1:4) alineada. Puntuacion: 86
Secuencia (2:3) alineada. Puntuacion: 98
Secuencia (2:4) alineada. Puntuacién: 86
Secuencia (3:4) alineada. Puntuacion: 87
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Se realiz6 un BLAST de la secuencia de arginina quinasa con mayor puntaje
(gi|328679756) versus las proteinas del B. taurus disponibles en el NCBI (Figura 24), con
el objetivo de seleccionar regiones no idénticas a alguna proteina del B. taurus. Se
encontré a la creatina quinasa (gi: 60097925) como la proteina con mayor homologia;
seguidamente se realizo un alineamiento multiple de estas dos proteinas (Cuadro VII)
obteniéndose un valor del 41%.

Figura 23. Alineamiento multiple de Creatinina del Bos taurus (gi: 60097925) vs
Arginina kinasa de Tesserocerus ericius (gi|328679756).

creatine MPFGNTHNKHKLNFKAEEEYPDLSKHNNHMAKALTLEIYKKLRDKETPSGFTLDDVIQTG 60
arginine = = @ —-m-mmm—mmeeme e e oo omoo— o —meeo
creatine VDNPGHPFIMTVGCVAGDEESYTVFKDLFDPIIQDRHGGFKPTDKHKTDLNHENLKGGDD 120
arginine = = ---------------——cemo——oo——eooooooooo KGLARY.DKHP- AKNWGDVSVFGN 22
creatine LDPN--YVLSSRVRTGRSIKGYALPPHCSRGERRAVEKLSVEALNSLTGEFKGKYYPLKS 178
arginine LDPNGEFVVSTRVRCGRSLEGYPFNPCLTEAQYKEMEQKVSSTLSGLEGELKGTFYPLTG 82
* kv :t:’:*** t'i::'?': * .. : :‘h. .:t"* f':ii.:***"
creatine MTEQEQQQLIDDHFLFDKPVSPLLLASGMARDWPDARGIWHNDNKSFLVWVNEEDHLRVI 238
arginine MSKDVQQKLIDDHFLFKE GDRFLQAANACRFWPSGRGIYHNENKTFLVWCNEEDHLRII 141
. **:i*t"ti": . : :' ‘i t*..ii*:tt:t*:***’ if*****:*
creatine SMEKGGNMKEVFRRFCVGLQKIEEIFKKAGHPFMWNEHLGYVLTCPSNLGTGLRGGVHVK 298
arginine SMQKGGDLGEVYRRLVTAVNEIEKR ————— IPFSHHDRLGFLTFCPTNLGTTVRASVHIA 196
* ek kk o LI RN A Y .. .. LI A - * K .
creatine LAHLSK-HPKFEEILTRLRLQKRGTGGVDTAAVGSVFDVSNADRLGSSEVEQVQLVVDGV 357
arginine VPKLAANKAKLEEVAAKYNLQVRGTRGEHTEAEGGI YDISNKRRMG-~-~==~=====~~ 242
. :'. ..*:t*: 3 '1'4: L .1 * 1‘::’:f0 ':Q—
creatine KLMVEMEKKLEKGQSIDDMIPAQK 381

arginine = = -------o----------------
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Cuadro VIII. ANALISIS DEL CLUSTAL DE CREATINA DEL Bos taurus (gi:

60097925) VS ARGININA (gi|328679756)

Secuencia 1: gi: 60097925 381 aa
Secuencia 2: gi|328679756 242 aa
Analisis de las alineaciones por parejas

Secuencia (1:2) alineada. Puntuacion: 41

5.7 PRODUCTOS DEL ANALISIS BIOINFORMATICO.

REGIONES ANTIGENICAS

Con base a los resultados de analisis bioinformaticos con la herramienta ANTIGENIC
sumado al analisis los alineamientos multiples se seleccionaron dos secuencias peptidicas

(Cuadro IX).

CUADRO IX. SECUENCIAS PEPTIDICAS SELECCIONADOS

Péptido Secuencia de a.a Longitud

Péptido 1 LGFLTFCPTNLGT Péptido de 13 a.a

Péptido 2 NEIEKRVPFSHDDRLG Péptido de 16 a.a
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5.8 DOT BLOT

Se obtuvo un péptido sintético con la secuencia LGFLTFCPTNLGT. Se realiz6 un dot
blot utilizando sueros de animales infestados y suero de animales sin previo contacto con
D. hominis. Los resultados mostraron la presencia de anticuerpos presentes en los sueros
de animales infestados (Figura 24 A y B) hacia el péptido sintético, resultados estos

contrarios a los observados con los sueros de animales no infestados (Figura 24 C)

Figura 24. Inmuno deteccion del péptido sintético (dot blot)

A B c

@ @

@® @

Tirilla A y B: Péptidos sintético_expuesto a pooles de sueros de bovinos infestados con D.
hominis. Tirilla C: Péptidos sintético expuesto a pooles de sueros de bovinos no infestados con

D. hominis
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V1. DISCUSION

En la actualidad el control de las miasis se ha logrado principalmente por estrategias
como el uso de insectos estériles (gusano barrenador) y con el uso de agentes quimicos
como es el caso del toérsalo, acarreando problemas de seguridad alimentaria y

potenciales casos de resistencia a estos quimicos.

Los avances cientificos en las areas de la biotecnologia y la inmunologia han estimulado
la proliferacion de estudios sobre el control de las enfermedades parasitarias a través de

estrategias vacunacion (Smith, 2006; Crapton, 2007; Fernandes et al., 2012)

En nuestro estudio los resultados obtenidos del analisis electroforético (SDS-PAGE) de
los homogenades de L2 y L3 revelaron la presencia de al menos 18 fracciones proteicas
con patrones distintos en el tamafio e intensidad de las fracciones, que sugieren

diferencias en su composicion.

En nuestros resultados de la inmunodeteccion las fracciones proteicas mas reactivas en
L2 fueron las de: 14 kDa, 25 kDa, 40 kDa y 140 kDa. En L3 las bandas mas reactivas

fueron las de 25 kDa, 36 kDa, 38-40 kDa y 50 kDa. La banda de 50 kDa, no mostré
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reactividad en la bisqueda de anticuerpos anti-L2, pero en cambio si ante la banda de 25

kDa.

Las diferencias de reactividad en las fracciones proteicas segun el estadio larval podrian
estar directamente relacionados con los titulos de anticuerpos mas bajos ante antigenos de

L2 dirigido a esas fracciones.

Estas observaciones pueden sugerir un posible aumento o disminucién de la expresién de
ciertos genes durante el crecimiento larvario, relacionados con componentes antigénicos
que se liberan durante el crecimiento y metamorfosis, resultados similares fueron

encontrados por Fernandes et al. (2012).

La intensidad del reconocimiento de cada fraccién puede estar asociado a una mayor
produccion de anticuerpos en el huésped, como se ha demostrado por pruebas de ELISA
en animales inmunizados, De igual manera puede ser el resultado de una mayor actividad
metabodlica de L3, lo cual est4 relacionada con la intensidad del crecimiento de las larvas,

informacion ya sugerida anteriormente por Tabouret et al. (2003).

La banda antigénica descrita de 25 kDa se observé marcadamente en los estadios larvales
estudiados. En dos ocasiones los andlisis por espectrometria de masas (MS) coincidieron

en detectar una proteina conocida como arginina quinasa (ArK).
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Del analisis de los resultados de MS se identificaron cuatro (4) posibles secuencias de
esta proteina; la cual no habia sido descrita anteriormente en D. hominis y por lo tanto no

se encontraba en los bancos de datos para esta especie.

La comparacion de estas secuencias peptidicas (BLAST) con las bases de datos encontrd
una alta homologia con la ArK presente en organismos como: Tesserocerus dewalquei,
Schistocerca americana, Drosophila melanogaster Glossina morsitans y otras especies

filogenéticamente relacionadas.

En nuestro estudio el alineamiento multiple de las secuencias peptidicas de ArK
detectadas por el andlisis de masas muestran homologias entre las cuatro formas de la
enzima de hasta de 98 %. A partir de estos resultados podemos deducir que D. hominis
presenta varias formas de la proteina, posiblemente codificados por un solo gen, como se

ha reportado en D. melanogaster.

Arginina quinasa (ArK) es la unica fosfigeno quinasa de la mosca de la fruta, D.
melanogaster, esta presente en todo el ciclo de vida de la mosca. La mayor parte de la
actividad de ArK se encontré en los musculos del tracto digestivo, del cerebro, los
ganglios y los 6rganos reproductores, la enzima se presenta seis transcriptos producidos

de un solo gen (Ghosh, 2010).
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El péptido sintético de 13 aminodcidos (LGFLTFCPTNLGT) seleccionado por el
resultado de estudios bioinformaticos en la bisqueda de epitopes antigénicos, fue
probado mediante un dot blot frente a grupos de sueros de animales infestados

paturalmente.

Los resultados de la inmunodeteccion (dot blot) mostraron una fuerte reaccion antigeno-
anticuerpo, lo que sugiere que el antigeno seleccionado puede presentar buenas
caracteristicas antigénicas ya que fue reconocido por animales expuestos a la infestacion

natural.

Fernandes et al., (2012) describieron la secuencia de una proteina de 50 kDa
(nombrada Dh50). Esta proteina fue seleccionada, purificada, y administrada a los
animales anteriormente libres de ectoparasitos. Después de la inmunizacién, expusieron el
ganado a infestacién de campo, obteniendo resultados con 91% de proteccion, lo que
indica que el control del térsalo puede lograrse a través de la vacunacion. El extracto
crudo de L3 también produjo inmunidad similar a la observada en el grupo que recibio la

proteina Dh50.

El uso de este tipo de inmunizaciones basadas en extractos totales tiene amplias
desventajas desde el punto de vista comercial, ya que requiere la obtencion de grandes

cantidades de larvas para la inmunizacion de animales. (Gingrich, 1982).
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Taboured (2001) reportd6 que una proteina clonada de Hypoderma spp dio un 90% de
proteccion contra infestaciones posteriores, dato que sugiere la posibilidad de utilizar una
estrategia similar para el control del térsalo ya que D. hominis e Hypoderma spp

pertenecen a la misma familia y tienen caracteristicas similares.

Nuestros resultados y el analisis de publicaciones relacionadas nos permiten sugerir la
realizacion de una segunda fase de inmunizacion con este péptido sintético. El objetivo
seria demostrar experimentalmente la eficacia del mismo como una posible estrategia

inmunoldgica para el control del térsalo.
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VII. CONCLUSIONES

A pesar del control quimico, la infestacion por D. hominis continua siendo un
problema importante en Panama; afectando en su mayoria a pequefios ganaderos

de todas las provincias.

La metodologia con las modificaciones empleadas para la obtencién de adultos y

larvas de primer estadio de D. hominis fue exitosa.

De acuerdo al andlisis electroforético (SDS-PAGE) en los homogenados
proteicos de las larvas L2 y L3 existen al menos 18 fracciones principales de

patrones distintos en tamafio e intensidad.

Existen diferencias antigénicas en la composicion y concentracion de las

fracciones proteicas de las larvas en sus diferentes estadios.

Las fracciones antigénicas presentes en las larvas de tercer estadio son
reconocidas con mayor reactividad por los sueros de bovinos naturalmente
infectados. Estd mayor reactividad puede estar asociado a altos titulos de

anticuerpos especificos, producto de la liberacion temprana de estos antigenos.
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Las fracciones mas reactivas en la larva de segundo estadio son las fracciones de:
14 kDa, 25 kDa, 40 kDa y 140 kDa. En las larvas de tercer estadio son las de:

25 kDa, 36 kDa, 38-40 kDa y 50 kDa.

Se identificaron secuencias peptidicas homologas a la arginina quinasa (ArK).
Los analisis bioinformaticos demuestran que D. hominis presenta al menos cuatro

(4) formas de la proteina.

El péptido sintético de 13 aminoéacidos (LGFLTFCPTNLGT) seleccionado por el
resultado de estudios bioinforméaticos en busqueda de epitopes antigénicos,
mostréd mediante un dot blot ante grupos de sueros de animales infestados

naturalmente, una fuerte reaccion antigeno-anticuerpo
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VIII. RECOMENDACIONES

Realizar trabajos para probar la efectividad del péptido sintético por pruebas de
inmunizacion en animales para conocer la eficacia del péptido como posible

estrategia inmunologica para el control del torsalo.

Probar otras secuencias peptidicas como posibles dianas para la formulacion de

una vacuna basada en polipéptidos.

Se sugiere como tercera fase la extraccion de ARNm de las larvas de D. hominis
para la construccion de una biblioteca de ADNc con miras a realizar un
inmunocribado y detectar asi nuevas dianas para la produccion de proteinas
recombinantes capaces de inducir algun tipo de respuesta inmune protectora, Util

en el control o prevencion de la infestacion con torsalo.
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X. ANEXOS

10.1 TINCION CON NITRATO DE PLATA.

e Solucion fijadora 10 minutos en agitacion.

e Retirar la solucion fijadora.

e Solucion de nitrato de plata 10 minutos
e Retirar solucion de nitrato de plata.

e Lavar con H20 destilada.

e Solucién reveladora en agitacion hasta que aparezcan las bandas.

e Retirar la solucion reveladora.

e Calcular los pesos moleculares.

Gel separador:

102 PREPARACION DE GEL DE POLIACRILAMIDA.

Reactivo 7.5% 10% 12% 15%
Acrilamida 30% | 2.5 ml 3.25ml 3.9 ml 4.875 ml
H20 d 5 ml 4.05ml 3.45 ml 2.475ml
Tris 1.5Mph 8.8 | 2.5 ml 2.5ml 2.5ml 2.5ml
10% SDS 0.1 ml 0.1ml 0.1 ml 0.1 ml
10% APS 0.2ml 0.2 ml 0.2 ml 0.2 ml
TEMED 10 pl 10 ul 10 pul 10 pl
Gel Concentrador:

Reactivo Volumen
Acrilamida 30% 0.435 ml
H20d 1.8 ml
Tris 1.5 M ph 8.8 0.313 ml
10% SDS 0.025 ml
10% APS 0.025 ml
TEMED 10 pl
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10.3 PREPARACION DE BUFER DE MUESTRA (SAMPLE BUFFER

REDUCTOR)
Reactivo Volumen
DTT 0.125 mg
H20d 3.6 ml
Tris 0.5 M ph 6.8 1 ml
10% SDS 1.6 ml
Glicerol 0.8 ml
BPB Unos granitos

Gel no reductor no lleva DTT

10.4 SOLUCIONES. TINCION DE AZUL DE COOMASSIE:

Azul de Comassie 0.025g

40 ml Metanol

10 ml Acido acético
50 ml H20 destilada

Solucion para destefiir:

10 ml de Propanol

10 ml de Acido Acético

80 ml de H20

Colocar el gel con el tinte en rotacion, mas o menos por una hora.

Descartar el tinte

Desteiiir en agitacion por 5 minutos. (Repetir hasta que sea necesario)

Agregar H20.

10.5 BUFFER DE CORRIDA.

5X 5X 1X
TRIS base 302 g 151¢g 303 g
Glicina 144 g 72.8 144 ¢
SDS lg 5g lg
Vol. Final 200 ml 1000 ml 1000 ml
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10.6 EXTRACCION DE ADN

Para la extraccién de ADN se utiliz6 el kit: DNeasy Blood & Tissue

Todos los pasos de centrifugacion fueron realizados a temperatura ambiente (15-25 °C)

En los pasos de vortex se realizaron por 5-10 segundos.

Procedimiento.

e Sepesd 15 mg del tejido de la larva conservada en RNA later.

e Se agrego el tejido en un tubo de 1.5 ml

e Se afiadio 180 pl de buffer ATL

e Se afiadi6 20 pl de proteinasa K y se mezcl6 con el vortex.

e Se incubo por 56° overnight. hasta que el tejido quedo totalmente lisado. Se le dio

vortex durante la incubacion ocasionalmente.

e Se dio vortex por 15 segundos
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Se afiadi6 200 pl de bufer AL.

Se mezclar y se dio vortex.

Se afiadio 200 pl de etanol (96-100%)

Se mezcld y dio vortex por 10-20 segundos minimo.

Se pipeteo 2 ml de la mezcla incluyendo cualquier precipitado y se colocé dentro

de la columna.

Se centrifugar a 6000 x g (8000 rpm) por 1 minuto.

Se descarto todo el filtrado del tubo

Se coloc6 la columna en un tubo nuevo de 2 ml.

Se agregd 500 pl de buffer AWI.

Se centrifugo por 1 minuto a 6000 x g (8000 rpm)

Se descarto el filtrado.
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Se colocd la columna en un tubo nuevo de 2 ml.

Se agreg6 200 pl d_e buffer AW2.

Se centrifugo por 3 minutos a 20,000 x g (14000 rpm).

Se descart? el filtrado.

Con el objetivo de eliminar el etanol se volvié a centrifugar la columna por 1

minuto a 20,000 x g (8000 rpm) el eluido.

Se agrego 100 pl de buffer AE y se incubo a temperatura ambiente por 1 minuto y

se centrifug6 por 1 minuto a 8000 rpm.

Se agrego 100 ul de buffer AE y se incubo a temperatura ambiente por 1 minuto y

se centrifugd por 1 minuto a 8000 rpm.

El ADN se conservo a menos 20°C
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10.7 EXTRACCION DE RNA TOTAL.

Para la extraccion de ARN total se utilizo el kit RNeasy.
Procedimiento:
e Se inici6 el proceso con la muestra congelada, se coloc la misma a
temperatura ambiente para descongelarla y luego se extrajo con unas
pinzas limpias el tejido sumergido en RNA later y se removid cualquier

cristal que se halla formado.

e Se corté el tejido con un bisturi en una superficie limpia.

e Se peso 15 mg de tejido.

e Debido a que el RNA later estabiliza el tejido durante el corte del mismo,
se puedo realizar a temperatura ambiente. El tejido restante se puede

conservar nuevamente en el RNA later.

e Se afiadio 600 pl del bufer RLT.

e Se homogenizo por 20-40 segundos en un rotador o con la ayuda de una

pipeta.
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Se centrifugo el lisado por 3 minutos a méxima velocidad.

Se separd el sobrenadante cuidadosamente con una micropipeta y se

transfirié a un nuevo tubo para microcentrifuga.

En los siguientes pasos solo se utilizo el sobrenadante.

Se afiadié etanol al 70%, un volumen igual al del sobrenadante separado
en el paso anterior (350-600 pl). Se mezcl6 inmediatamente utilizando una

pipeta. No centrifugar.

Se transfirid 700 pl de la muestra, incluyendo cualquier precipitado que se
formoé en una columna RNeasy en un tubo de 2 ml. Se cerr la tapa

suavemente.

Se centrifugo por 15 seg. a unas 10,000 rpm (8000 x g). en caso de que el
volumen excediera los 700 pl, se centrifugo la columna sucesivamente y

se alicuoto en varios tubos.

Se afiadi6 350 pl de bufer RW1 a la columna. Se tapé suavemente y se

centrifugo por 15 seg. > 10,000 rpm para lavar la columna.
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Se afadié 10 pl de DNase de la solucién stock a 70 ul de bufer RDD
(4°C). Se mezclo suavemente invirtiendo el tubo. Se centrifugo
rapidamente solo para recoger liquido de las paredes del tubo. Se mezclo
suavemente invirtiendo el tubo, sin dar vortex ya que la DNase I es

sumamente sensitiva a sufrir desnaturalizacion fisica.

Se afiadié 80 ul a la mezcla anterior directamente a la membrana de la

columna e incubar 20-30 ° C durante 15 minutos.

Se afiadio 350 ul de bufer RW1 a la columna. Se tapo suavemente y

centrifugo por 15 seg. > 10,000 rpm. Se descarto el centrifugado.

Se afiadié 700 pl de bufer RW1 a la columna, se tapé suavemente y se

centrifugo por 15 seg. > 10,000 rpm. se descarté el centrifugado.

Se afiadié 500 pl de bufer RPE, tapar suavemente y se centrifugo por 15

seg.> 10,000 rpm.

Se afiadié 500 pl de bufer RPE, se tapo suavemente y se centrifugo por 15

seg.> 10,000 rpm.
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e Se colocé la columna en un nuevo tubo de 1.5 ml. Se afiadi6 de 35 pl H,O
libre de RNase, Tapar suavemente y centrifugar por 1 minuto. > 10,000
rpm. (opcional repetir el paso anterior)

e Se midio la concentracion de RNA total.

e Se conservo a— 80 °C.

10.8 AISLAMIENTO DE mRNA POLY A PARTIR DE RNA TOTAL

Se utilizo el kit: Oligotex mRNA Spin-Column.

Precauciones que se tomaron en cuenta: usar siempre guantes y cambiarlos
constantemente, mantener los tubos en lo posible cerrados, mantener una técnica aséptica,
limpiar todo el material a utilizar para que est¢ libre de RNasas, usar tubos de
polipropileno.

Procedimiento:

e Se calenté la suspension de Oligotex a 37 °C en un bafio de agua o bloque caliente

y se mezcl6 por vortex, colocandose luego a temperatura ambiente.
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Se transferirio la small spin column a un nuevo tubo de 1.5 ml y se agregé 400 pl
de buffer OW?2 a la columna. Se centrifugo por 1 minuto a maxima velocidad y se

descarto el centrifugado.

Se transfiri6 la small spin column en un nuevo tubo de 1.5 ml. Se agreg6 de 20 a
70 pl de buffer OEB (caliente a 70°C) dentro de la columna, se pipeteo tres a
cuatro veces para re-suspender la resina y se centrifugo por 1 minuto a maxima

velocidad.

Posteriormente se pipeteo otros 20 pl de Buffer OEB dentro de la columna, de tres
a cuatro veces para re suspender la resina y se centrifugo por 1 minuto a maxima

velocidad.

Se conservar a— 80 ° C.



