UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
) ¢ FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
MAESTRIA EN SALUD Y PRODUCCION ANIMAL SUSTENTABLE

Analisis proteémico comparativo de glandulas salivales de dos cepas de
garrapatas Rhipicephalus microplus resistente y susceptible a la ivermectina

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de

MAESTRA EN SALUD Y PRODUCCION ANIMAL SUSTENTABLE

PRESENTA:
MVZ ROSA ERENDIRA PENA TRUJILLO

DIRIGIDO POR:
DRA. GABRIELA AGUILAR TIPACAMU

CO-DIRIGIDO POR:
DRA. MARIA ELIZBETH ALVAREZ SANCHEZ

Santiago de Querétaro, Qro. Noviembre 2019.



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE GUERETARD

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
MAESTRIA EN SALUD Y PRODUCCION ANIMAL SUSTENTABLE

Analisis proteémico comparativo de glandulas salivales de dos cepas de
garrapatas Rhipicephalus microplus resistente y susceptible a la ivermectina

TESIS
Que como parte de los requisitos para obtener el grado de
MAESTRA EN SALUD Y PRODUCCION ANIMAL SUSTENTABLE

PRESENTA:
MVZ. ROSA ERENDIRA PENA TRUJILLO

DIRIGIDO POR:
DRA. GABRIELA AGUILAR TIPACAMU

~ CO- DIRIGIDO POR: )
DRA. MARIA ELIZBETH ALVAREZ SANCHEZ
SINODALES

Dra. Gabriela Aguilar Tipacamu
Presidente

Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez
Secretaria

Dra. Bertha Isabel Carvajal Gamez
Vocal
Dra. Angelina Rodriguez Torres
Vocal
Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito
Vocal

Campus Juriquilla,
Querétaro, Qro.
Noviembre, 2019

México



DEDICATORIAS

A mis padres Rosa Trujillo y Salvador Pefia quienes siempre han estado para mi,
las personas que me dieron la vida y el impulso de seguir mis suefios a pesar de lo
dificil del camino, sé que de sus manos me han compartido todo lo que ha estado

en ellas, los amo.

A mi hermana Pilar Pefia, por sus consejos y abrazos cuando mas los necesite en
esta bella pero dificil experiencia, gracias una vez mas por haber sido-mi mayor
inspiracion dentro de mi vida académica, sin haber seguido tu ejemplo jaméas

hubiera querido este camino. Te amo

A mis amigos, Dafne Amador quien fue mi apoyo y fortaleza, a Cristian Figueroa
gue con su amistad y compafierismo como profesionista estuvo a mi lado durante

el desarrollo de este proyecto, jamas olvidare todo lo que pasamos juntos. Gracias

A mi compairiero de vida Omar Garcia, por haber sido un pilar importante en la etapa
mas complicada del proyecto, por jamas dejarme sola, acompafiarme y tenerme

paciencia en los dias complicados gracias por coincidir conmigo en ese momento.

A mi directora de tesis la Dra. Gabriela Aguilar por toda su comprension brindada,
su tiempo, su apoyo incondicional, por su paciencia e impulso para que creciera
tanto profesionalmente como personalmente, agradezco su amistad y que haya

prestado sus ganas para dirigirme en dos etapas. Siempre gracias

A mi pais los Estados Unidos Mexicanos por brindarme la oportunidad de estudiar

un posgrado con un apoyo econdmico, espero el estudio retribuya a mi sociedad.

A los animales que participaron en este estudio, mi respeto a la vida siempre.

Gracias



AGRADECIMIENTOS

Mi mas profundo agradecimiento a mi maxima casa de estudios la Universidad
Auténoma de Querétaro (UAQ) que me ha brindado mi educacion media superior,
superior y ahora mi posgrado, gracias por ofrecerme el espacio, las aulas y a los

docentes mejor preparados para enriquecer mi formacion.

A la Universidad Auténoma de la Ciudad de México (UACM) por permitirme trabajar

y aprender en sus instalaciones.

A la Maestria en Salud y Produccion Animal Sustentable (MSPAS) por la guia, los

apoyos y por formarme dentro de su posgrado.

Al Consejo de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por-becarme durante estos dos
afos para poder desarrollar el proyecto de manera exitosa.

A mi comité tutoral, por ser parte de esencial del proyecto, por ejercer presion y
alentarme a crecer, a la Dra. Maria Elizbeth Alvarez Sanchez por su paciencia y
entrega al proyecto a pesar de las adversidades del mismo, a la Dra. Gabriela
Aguilar Tipacamu por depositar su confianza en mi para asignarme su proyecto, a
la Dra. Angelina Rodriguez Torres por abrirme las puertas de su laboratorio,
brindarme su apoyo y ensefiarme una parte muy inspiradora de la investigacion, a
la Dra. Bertha Isabel Carvajal Gaméz por sus ensefianzas y disposicion, por ultimo
y no por ello menos importante al Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito por el impulso
que me proporciono para mejorar dia con dia, por ser parte de mi formacién, un
excelente-docente, por haber sido y ser una fuente esencial de inspiracion de mi

pasion por la investigacion.

A mi equipo de trabajo el MSPAS Rodrigo Morales, la MVZ. Areli Esparza, al M. en
C. llwikatzin Guerrero, al P.MVZ Andrés Ismael Reynoso Ramirez y al P.MVZ Miguel

Angel Gonzéalez Garcia, por el esfuerzo, apoyo y trabajo en equipo.

A la Dra. Minerva Camacho Nuéz por compartir sus conocimientos y su tiempo



A la Dra. Maria Concepcion Méndez GoOmez Humaran por ser parte de este camino

Y por sus consejos y amistad.

Al equipo de la UACM por sus enseflanzas y un verdadero apoyo profesional, M.
En C. Ana Laura Vazquez, Biol. Vianey Jimeno Troncoso, Dra. Jaqueline Castafieda
Ortiz, Victor Saul Pefa Beltran, Biol. Victor Hugo Morales Bernardino, Mariana

Sanchez Calistro, Biol. José Antonio Hernandez Aparicio, Lic. Bryan N. Gracias.

CONACYT CB-2015-01-257257Ciencia Basica por el financiamiento del proyecto



INDICE

DEDICATORIAS ...ttt aeaseaseas s s saasssssassssssssssssssssssssssnnnssnssnnnnnnns I
AGRADECIMIENTOS .....cottiitiiiiiiiteet ettt e e e et e e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeees Il
INDICE ...ttt e e e e \Y,
INDICE DE CUADROS ..ottt ettt eae e eaeeaeeaeeaeeee s e Vi
INDICE DE FIGURAS ......ootiieeeeeee ettt ae e i et Vi
RS U1 S S 1
F = S Y I 2 ¥ 3 Ly PP 3
LINTRODUGCCION .....oouiiieieceeceecee ettt st e e e eteeaeeaeeteeaeseesenees 5
[I. ANTECEDENTES .....outtiiiiiiiiiiiiiiieeteieueaeeneeeadsensstne bnnsnnnnsssnssssssssnsssssnsssnnnssssnnnnnns 7
2.1importancia de la garrapata R. MiCroplus.................uuuuuimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnens 7
2.2 Garrapata R. MICIOPIUS ...........uuuimiueiuthniiiiiiiiiiiiii e 8
P R = V(o ] [0 1 1 = 8
2.2.2 Distribucién de la garrapata R. microplus en MéxiCo .........cccceeeviiinnnnnen. 9
2.2.3 Distribucién de la garrapata R. microplus en el mundo........................... 9
WA LA o [ I = 1 o] [0 To [ o o PR 11
2.3 Situacion actual de resistencia de R. microplus en México...................... 13
2.3.1 Mecanismos de resistencia a ivermectina...................eueeeeeeeeeiennnnnnnnnnn. 14
P V=T 01T o (] - 16
2.4.1 ESrUCtUra QUIIMICA .....cceeeiiieiiiiie et e e e e 17
22 Y, (=Tor=T o TS g T Jo [ IR= Lo o (o ) o 1S 18
LT O I I ] 1 20
RO TS 1 1 LY 1 RN 20
4.1 OBJETIVO GENERAL ......ouuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiasaasasassnnnsnnssnnnnnnes 20
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....cooiiiiiiieiieeeeetee e 20
V MATERIAL Y METODOS ......oiiiiieieeeee ettt ettt ste e aeaneas 21
5.1 Cepas de R. MICIOPIUS ......covvviiiiiiiiie e 21



5.2 ObtencCion de 1a MUESIIA ... c.oeeeee e 22

5.3 Procesamiento de 1S MUESHIAS ..........uuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiineeeieeaees 23
5.3.1 EXtraccion de ProteiNas............eeeiieeeeiiiiiiiiiiiieeee e 23
5.3.2 Purificacion de proteiNas............cuaeoiiiiiiiiiiieeeeeeeeeiiieee e 23
5.3.3 Cuantificacion de ProteiNas.........cceeuiiiiiuiiiiiiiiee e 24
5.3.4 Analisis de integridad .............uueeiiiiiiiiiii e 24
5.4 Electroforesis BidimenSioNal ..........cooooiiiiiiiiiiiiii et 24
5.4.1 Separacion de proteinas primera dimension............ccccvvvvueveviiiiinnennn. 25
5.4.2 Separacion de proteinas segunda dimension .............ccccvwiieiinnnnnnnnnnn. 26
5.5 ANAIISIS dE GEIES.......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e s shassessnnnnssnnnnnnes 26
5.6 Identificacion de proteinas por LC/MS/MS ........cccoovvviieiiiiie e, 27
5.7 Analisis in silico de 1as proteinas...........oooevves i i it 28
VI RESULTADOS ... e e e e e e e e e e e e e e e eaas 29
6.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford .............ccccvvvnneee 29
6.2 Integridad de ProteiNas .........c.uueeee ittt 30
6.3 Electroforesis Bidimensional ... 31
6.4 Identificacion de Proteinas por LC/MS/MS........ccooooiiiiiiiiiiiiiiieee e 39
6.5 Andlisis in silico de procesos moleculares y funciones bioldgicas ........... 39
VIIEDISCUSION ..o e ienin e e e ete et eteeteeaeete e ete et e etesaesteeteeteseeetesaeseesaeeee s 50
VI CONCLUSIONES ..o it ittt e e e e e e e e e e e e e e e nanes 54
IX LITERATURA CITADA . .ot e e e e e e e eaas 55



INDICE DE CUADROS
Cuadro 1 Concentracion de proteinas purificadas de extractos de glandulas
Salivales de 18S CEPAS ......cooiiiiiiiiiiiiiii e 29

Cuadro 2 Numero de manchas promedio obtenidos por condicion...................... 32

Cuadro 3 Andlisis semi cuantitativo densitométrico de los pixeles de cada mancha

seleccionada ambas CONAICIONES. ... ..ie e 35

Cuadro 4 Representacion 3D de las manchas seleccionadas con-expresion

AIfCIENCIAL ... .o e e, 36

Cuadro 5 Proteinas identificadas en glandulas salivales de garrapatas R. microplus

resistentes y susceptibles a Ivermectina ...............coovvvviiiiine e e, 40

Cuadro 6 Propiedades de las proteinas identificadas en glandulas salivales de
garrapatas R. microplus resistentes y susceptibles a ivermectina mediante ontologia

de genes y anotaciones fUNCIONAIES. ......u...ioisiiiiiiiiiiiie e 42

Cuadro 7 Funciones de [a calretiCUIING. ......con oo 49

Vi



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina

Figura 1 Situacion zoosanitaria de México acuerdo nacional para el control de la

(o P T g =1 o= U= W = ToTo] o] T (U ESTE=Y o] o 1SR 10
Figura 2: Distribucion geografica mundial de R. microplus y otras garrapatas....... 9

Figura 3 Ciclo de vida de garrapata Rhipicephalus spp. modificado de Sonenshine
L2 A= | 1 T e OSSR 12

Figura 4 Mecanismos de resistencia a las avermectinas en 3 especies de
artropodos (Clark et al., 1994).......ccooiiiiiie e e e 15

Figura 5 Estructura Quimica de la ivermectina (Gonzélez et al., 2009)................ 17

Figura 6 Sitio de accion de la ivermectina en el canal de cloro dependiente de
glutamato (Wolstenholme 2012). ... i e 19

Figura 7 Analisis de integridad de proteinas totales de glandulas salivales de
garrapatas R.microplus,en. gel de poliacrilamida al 10%, tefiido con azul de
COOMASSIE R-250. ... et e e e e e e e e e 30

Figura 8 Electroforesis SDS-PAGE doble dimension en gel de poliacrilamida al 12
% con un-‘rango de pH 4-7, tefiidos con Azul de Coomassie G-250 (240 pg de

o101 (=Y T T SRR 33

Figura 9 Gel maestro donde se muestran los spots diferencialmente expresados

que fueron seleccionados para su identificaciéon por MALDI-TOF............cccc.vuue... 34

Figura 10 Localizacién subcelular de las proteinas identificadas, en la grafica se
muestra el nimero de proteinas ubicadas por componente celular asi como el

PO CEINEA ... 45

Vi


file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868738
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868738
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868741
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868741
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868743
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868743

Figura 11 Funciones moleculares de las proteinas identificadas, en la grafica se

muestra el nimero de proteinas por actividad asi como el porcentaje. ................ 46

Figura 12 Procesos biolégicos de las proteinas identificadas, en la gréafica se

muestra el nimero de proteinas que participa en cada proceso asi como el

L0 (1= o) 7= [ ERPRP 47
Figura 13 Modelo 3D de la proteina calreticulina .............cccoooeeeiiiiiiiiiii i 48
Figura 14 Resultados del modelaje 3D de calreticulina..................euveuneiiiiniinnnne. 49

viii


file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868750
file:///C:/Users/erend/Dropbox/nueva%20tesis/Erendira%20Peña.docx%23_Toc29868751

RESUMEN

La garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus) es el ectoparasito
del ganado bovino de mayor importancia ya que es vector de patdgenos como
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale, ademas de ocasionar
pérdidas econdmicas por los dafios directos e indirectos. Uno de los métodos
quimicos para controlarlas son los ixodicidas, sin embargo, su uso continuo ha
ocasionado la presencia de garrapatas multirresistentes. En la actualidad se ha
reportado resistencia a IVM en Uruguay, Brasil y México.  Las lactonas
macrociclicas (LM) como la ivermectina (IVM) forman parte de los medicamentos
de dltima generacion para el control de endoparasitos y por su ventaja de
acumularse en grasa ha sido utilizada para el control de R. microplus, por esto
altimo resulta importante identificar los mecanismos moleculares de resistencia
a IVM. El presente trabajo tuvo como objetivo obtener las proteinas expresadas
diferencialmente entre las glandulas salivales de las garrapatas susceptibles y
resistentes a ivermectina. Dos cepas de garrapatas fueron utilizadas, una
susceptible de referencia media joya y una resistente a las IVM (IR=5.2). Se
extrajeron las glandulas salivales de 100 garrapatas hembras adultas semi
repletas de ambas cepas para la extraccion de proteinas totales. Los extractos
se separaron mediante una electroforesis 2D con un rango de pH de 4-7 para su
posterior andlisis en geles de acrilamida al 12% y una post-separacion con
tincién de Azul de Coomassie 250. El andlisis de los spots se llevd a cabo en el
programa PDQuest y los spots con expresion diferencial se analizaron por
espectrometria de masas. Se obtuvieron de los 10 puntos que fueron enviados
para su identificacion por espectrometria de masas 8 fueron identificados
exitosamente de las cuales se identificaron 12 proteinas, de las cuales 10
presentaron sobre expresion en garrapatas resistentes contra 2 proteinas sobre
expresadas en garrapatas susceptibles. Después de esto, las proteinas fueron
analizadas mediante herramientas bioinforméticas, Expasy compute pi/Mw y
predict protein open para determinar las caracteristicas de cada una de las

proteinas identificadas, se determiné la localizacion sub celular predicha de las
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proteinas expresadas diferencialmente, asi como el porcentaje de distribucion
en el citoplasma y en la membrana de la mitocondria. Los resultados mostraron
que existen proteinas que son factores de crecimiento, precursores de
transportadores mitocondriales, proteinas de estructura celular, asi como
proteinas de respuesta a estimulos de estrés. Actualmente no existen estudios
de proteémica de expresion diferencial de proteinas entre cepas resistentes y
susceptibles de garrapatas de R. microplus a Ivermectina por lo que este trabajo
representa un acercamiento en el entendimiento del mecanismo molecular de

resistencia a IVM en este ectoparasito.

Palabras clave: Resistencia, lvermectina, Proteomica, Glandulas Salivales,

R. microplus



ABSTRACT

The Rhipicephalus microplus tick (R. microplus) is the most important
ectoparasite of cattle as it is the vector of pathogens such as Babesia bovis,
Babesia bigemina and Anaplasma marginale, in addition to causing economic
losses due to direct and indirect damage. One of the chemical methods to control
them is ixodicides aplication, however, their continued use has caused the
presence of multidrug ticks. Actually, resistance to IVM has been reported in
Uruguay, Brazil and Mexico. Macrocyclic lactones (LM) such as ivermectin (IVM)
are part of the latest generation drugs for the control of . endoparasites and
because of their advantage of accumulating in fat has been affected by the control
of R. microplus, for the last is important to know the molecular mechanisms of
resistance to IVM. The present work aimed to-obtain differentially expressed
proteins between the salivary glands of susceptible ticks and resistant to

ivermectin.

Two strains of ticks were used, one susceptible of medium jewel
reference and one resistant to IVM (IR = 5.2). Salivary glands were extracted
from 100 adult female ticks semi-engorged both strains for total protein extraction.
The extracts were separated by a 2D electrophoresis with a pH range of 4-7 for
subsequent analysis «in-12% acrylamide gels and post-separation with
Coomassie Blue 250 staining. The spot analysis was carried out. in the PDQuest
program and. spots with differential expression were analyzed by mass
spectrometry.~They were obtained from the 10 points that were sent for
identification by mass spectrometry 8 were successfully identified of which 12
proteins were identified, of which 10 presented on expression in resistant ticks
against 2 proteins on expressed in susceptible ticks. After this, the proteins were
analyzed using bioinformatics tools, Expasy compute pi / Mw and predict protein
open to determine the characteristics of each of the identified proteins, the
predicted sub-cellular location of the differentially expressed proteins was

determined, as well as the percentage of distribution in the cytoplasm and in the



membrane of the mitochondria. The results showed that there are proteins that
are growth factors, precursors of mitochondrial transporters, cell structure
proteins, as well as response proteins to stress stimuli. Currently there are no
studies of proteomics of differential protein expression between resistant and
susceptible strains of R. microplus ticks to Ilvermectin, so this work represents an
approach in the understanding of the molecular mechanism of resistance to IVM

in this ectoparasite.

Key words: Resistance, Ivermectin, Proteomics, Salivary Glands, R.

microplus



[.INTRODUCCION

La garrapata Rhipicephalus microplus (R. microplus) es el ectoparasito del
ganado bovino de mayor importancia ya que es vector de patbgenos como
Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma marginale, (Johnsons et al., 2008
Pérez-Cogollo, et al., 2010; Ojeda, et al., 2011). Ademas de ocasionar pérdidas
econdmicas por los dafos directos e indirectos. Uno de los métodos quimicos
para controlarlas es la aplicacion de los ixodicidas, sin embargo, su uso continuo
ha ocasionado la presencia de garrapatas multirresistentes. Las lactonas
macrociclicas (LM) como la ivermectina (IVM) forman parte de los medicamentos
de dltima generacion para el control de endopardsitos y por su ventaja de
acumularse en grasa ha sido utilizada para el control de R. microplus,
actualmente se han reportado casos de poblaciones de garrapatas con
resistencia a IVM en Uruguay, Brasil y México. (Martins y Furlong, 2001), (Pérez-
Cogollo et al., 2010), (Fernandez-Salas et al., 2012). En garrapatas se han
realizado varios estudios con el objeto de identificar los mecanismos moleculares
que atribuyen la caracteristica de resistencia a los ixodicidas, dentro de la fase |
del metabolismo de los farmacos se ha asociado a la actividad catalitica del
citocromo P450, a las carboxylesterasas, en la fase Il a las glutation S-
transferasas (Bellgard et al., 2012). Y en la fase Il se ha asociado a las proteinas
transportadoras ABC conocidas asi por sus siglas en inglés ATP binding casette,
que son moléculas muy conservadas, encontradas practicamente en cualquier
ser vivo y.encargadas del transporte activo de moléculas ayudando a detoxificar
diferentes -metabolitos. Estos transportadores de membrana han sido
caracterizados como mecanismo de resistencia a la quimioterapia en ceélulas
cancerigenas y algunos patégenos (Lage, 2008, Pohl P.et al., 2011). También
se han identificado mutaciones puntuales en la secuencia que codifica al canal
de cloro dependiente de glutamato que es el sitio de accion de las LM, pero alun
no se han asociado a la resistencia (Aguilar et al.,2015; Maldonado et al., 2017).,
hasta el momento no se ha reportado el mecanismo molecular especifico de

resistencia a ivermectina, mismo que ayudaria a mejorar las técnicas de control
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integral de las garrapatas, dentro de las necesidades de dilucidar el mecanismo
de resistencia se encuentra el area de monitoreo de las poblaciones de R.
microplus que se establecen en la republica mexicana para ello se realizan
pruebas diagnosticas de resistencia; tales como la prueba de paquete larvario
(Haydock y Stone 1962; FAO, 1971) haciendo uso de la dosis discriminante (DD),
técnica vigente y a pesar de ser econdmica para llevarse a cabo exitosamente;
es necesaria una gran cantidad de material biolégico (aproximadamente 50
hembras ingurgitadas) y la entrega del resultado requiere de un periodo de

tiempo.

Por ello el presente trabajo tuvo como objetivo obtener las proteinas
expresadas diferencialmente entre las glandulas salivales de las garrapatas
susceptibles y resistentes a ivermectina



II. ANTECEDENTES

2.1lmportancia de la garrapata R. microplus

La garrapata (R. microplus) es un ectoparasito del ganado bovino de
importancia mundial que se encuentra principalmente en zonas con condiciones
climatologicas que favorecen su desarrollo y proliferacion; representando
grandes pérdidas economicas durante la infestacion por dafios directos en la
produccion e indirectos debido a que es vector de algunos patégenos como los
hemoparasitos Babesia bovis, B. bigemina y Anaplasma marginale (Pérez-
Cogollo, et al., 2010; Ojeda, et al., 2011).

En la produccion de ganado bovino se han reportado pérdidas de
aproximadamente 90.24L de leche por vaca por lactacion y disminucion de
ganancia de peso de 1.18g y 1.379g por garrapata por animal dependiendo de la
linea genética del ganado Bos Taurus y Bos indicus (Rodriguez-Vivas, et al.,
2017). En cuanto a la produccion de ganado bovino para exportacién en 2017 se
exportaron 713 425 cabezas de ganado siendo Estados Unidos el principal pais
de destino (INEGI), este pais es libre de la garrapata R. microplus, por ello si el
ganado bovino llega a la frontera con este ectoparasito es motivo de rechazo de

la transaccion.

El manejo de las infestaciones por R. microplus tiene un alto costo en la
unidad de produccién siendo el uso de ixodicidas el principal método de control
entre ellos se encuentran las amidinas (Am), organofosforados (OP), piretroides
sintéticos (PS) y lactonas macrociclicas (LM), sin embargo, el uso frecuente de
estos productos ha incrementado la presion de seleccion de poblaciones

resistentes y multiresistentes (Pérez-Cogollo et al., 2010).



2.2 Garrapata R. microplus

2.2.1 Taxonomia

Nombre comun: Garrapata del ganado

Super Reino: Eukaryota
Reino: Metazoa

Super phylum: Ecdysozoa
Phylum: Arthropoda
Subphylum: Chelicerata
Clase: Arachnida

Sub clase: Acari

Super orden: Parasitiformes
Orden: Ixodida

Super familia: Ixodoidea
Familia: Ixodidae

Sub familia: Rhipicephalinae
Género: Rhipicephalus
Subgénero: Boophilus

Especie: Rhipicephalus (B) microplus

(Canestrini 1888).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=2759&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=33208&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=1206794&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6656&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6843&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6854&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6933&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6934&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6935&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=297308&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6939&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=426437&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Undef&id=6940&lvl=3&keep=1&srchmode=1&unlock

2.2.2 Distribucién de la garrapata R. microplus en el mundo

R. microplus es una especie de garrapata cosmopolita, su identificacion
en lugares donde antes no se habia detectado es reflejo de la capacidad que
tiene de adaptarse y establecerse en diferentes zonas. En 2007 fue identificada
por primera vez en el continente africano en costa marfil (Boka et al., 2017).

Actualmente se ha registrado la presencia de R. microplus-en todo el
continente en paises como Benin Burkina Faso, Mali y mas recientemente en
Togo (Boka et al., 2017). Se han realizado algunos estudios filogenéticos para
relacionar el parentesco de lineas genéticas de distintas garrapatas, en el caso
de R. microplus se muestra en la figura la distribucion que tiene alrededor del

mundo. (Figura 2)

o b, (Bo.) annulaty >,

¢ &h. {Bo.) australs
R s ®h. {Bo.) microplus

Figura 1: Distribucion geografica mundial de R. microplus y otras garrapatas

(Burger et al., 2014).



2.2.3 Distribucién de la garrapata R. microplus en México

En México R. microplus se encuentra distribuida en mas del 60% del
territorio nacional considerando las zonas dentro de las fases de control de
acuerdo al acuerdo nacional contra la garrapata Boophilus spp. En 2015 el
estado de Sonora fue reconocido como libre de garrapata Boophilus spp. por el
Servicio de Inspeccién de Sanidad Animal y Vegetal (APHIS) del Departamento
de Agricultura de Estados Unidos (USDA), en la actualidad el 30.60% del pais
es considerado libre, el 3.44% del pais se encuentra en erradicacion y el area en
control comprende un 65.96% del territorio nacional. (SENASICA, 2019) (figura
1).

(| /AGRICULTURA §* SENASICA

ACUERDO POR.EL QUE SE ESTABLECE LA CAMPANA
g NACIONAL PARA EL CONTROL DE LA
\\/\ GARRAPATA  Boophilus spp.
B, 2
( N \\ Estatus zoosanitario ‘“‘-\_\
2 [ tibre
[ Erradicacion
/ [_] Control J £ oy

Figura 2 Situacion zoosanitaria de México acuerdo nacional
para el control de la garrapata Boophilus spp
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2.2.4Ciclo Biologico

R. microplus como antes se menciono es una garrapata perteneciente
a la familia de los ixodidos, estas garrapatas se caracterizan por tener uno o dos
huéspedes, sin embargo, R. microplus solo tiene un huésped preferentemente
un bovino Figura. 3 teniendo dos fases una parasitica y la otra no parasitica 0
de vida libre, en la primera se encuentran los huevos depositados en el ambiente
y la larva en vida libre, y en la fase parasitica se encuentran la larva, ninfa y
adulta (Quiroz et al., 2011).

La fase de vida libre tiene como inicio una hembra-ingurgitada que se
desprende de un bovino y busca un lugar para ovopositar, pudiendo depositar
miles de huevos que dependeran de su grado de ingurgitamiento generalmente
ovopositaran del 40 al 60% de su peso, los huevos eclosionaran en un periodo
de aproximadamente 15 dias si las condiciones climatolégicas lo permiten, las
larvas se encontraran en forma libre hasta localizar un huésped, una vez
encontrado buscan un lugar para fijarse y comienzan la alimentacién para que
puedan mudar a ninfas, las ninfas se alimentaran hasta convertirse en adultas,
llegando a la adultez se-diferencian en macho y hembra encontrandose listos
para la copula de inmediato. Al macho puede encontrarsele movil en todo el
huésped y la hembra una vez fijada no se movera esperando al macho hasta
ingurgitarse y-dejarse caer, la fase parasitica dura aproximadamente 21 dias
(Sonenshine, et al., 2013).
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Figura 3 Ciclo de vida de garrapata Rhipicephalus spp. modificado de

Sonenshine et al. 2013
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2.3 Situacion actual de resistencia de R. microplus en México

En México poblaciones de R. microplus con problemas de resistencia a
OP fueron identificadas desde 1981, esto permitié que pudieran comercializarse
otros productos y en 1986 se introdujeron al mercado Am y PS, sin embargo, en
poco tiempo se localizaron poblaciones que presentaban no solo resistencia a
uno si no a varios de los ixodicidas disponibles representando asi un problema
para el control de las infestaciones por R. microplus (NOM-019-ZO0-1994).

En 1995 se establecié dentro de esta norma la campafia nacional en
contra de la garrapata Boophilus spp. que actualmente .es un acuerdo, tiempo
después se localizaron poblaciones de garrapatas que tenian un
comportamiento fenotipico de resistencia -a diferentes ixodicidas antes
mencionados (multirresistencia), por ello las lactonas macrociclicas
representaron una novedosa opcion para su-control en especial la moxidectina
(MOX) vy la ivermectina (IVM) (Arieta et al., 2010), las lactonas macrociclicas

tienen su sitio de accion en el canal de cloro dependiente de glutamato.

Si bien estas moléculas han sido una novedosa opcion del manejo de
infestaciones en diferentes partes de Latinoamérica se detectaron casos de
resistencia a ivermectina (Martins y Furlong, 2001, Klafke et al., 2006, Villar et
al., 2016).

En México el primer caso reportado fue en el estado de Yucatan (Pérez-
Cogollo et al., 2010) y posteriormente en Veracruz (Fernandez-Salas., 2012)
disminuyendo asi las opciones disponibles en el mercado para el control de este

parasito.
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2.3.1 Mecanismos de resistencia a ivermectina

La caracteristica de resistencia a las avermectinas en artropodos, es
multifactorial, autosomal, recesiva y poligénica por ello para que esta pueda
hacerse presente existen diferentes mecanismos, que pueden ser clasificados
como de excrecion, de metabolismo oxidativo y dificultad de penetracion.
Ademas de ello pueden existir otros factores como alteraciones en el sitio de

accion, hidrolisis, secuestro y conjugacion Figura 4 (Clark et al., 1994).

Se han reportado en artropodos como Leptinotarsa decemlineata
mecanismos de resistencia de detoxificacion enzimética como el.incremento del
Citocromo P-450 monooxigenasa, presencia de carboxylesterasas con actividad
secuestradora y de hidrolisis de la lactona. En la Musca domestica se atribuyé la
resistencia avermectinas por cambios en el sitio. de accion, en Tetraichus.

urticae, y a mecanismos de excrecion (Clark et al., 1994).

En garrapatas se han reportado las proteinas ABC transportadoras
conocidas asi por sus siglas en inglés ATP binding casette, son moléculas muy
conservadas, encontradas en practicamente cualquier ser vivo, encargadas de
transporte activo transmembranal de moléculas, participan en la detoxificacion
de diferentes metabolitos. Estas proteinas se han asociado a los fenémenos de
resistencias hacia algunos medicamentos (Pohl et al., 2012).

Se han estudiado sustituciones de nucleotidos en la secuencia de RNA
codificante del canal de cloro dependiente de glutamato en cepas mexicanas con
resistencia fenotipica y con susceptibilidad no encontrando diferencia alguna
entre ellas pero si con respecto a la secuencia reportada en GenBank
(GU562859.1) perteneciente a la cepa susceptible Mozo de Brasil (Aguilar-
Tipacamu et al., 2015), reportando una secuencia de 852pb, la mutacion se

localiz6 en el nucledtido 546 donde se sustituye una timina por una citosina.
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En otro estudié se encontraron 25 mutaciones de la cepa de referencia
susceptible mexicana media joya en comparacion con la secuencia reportada
GenBank: KF881800, siendo la mayoria de ellas mutaciones silenciosas, sin
embargo, existen 7 mutaciones que codifican para aminoacidos diferentes, a los
cuales no se les atribuye un cambio estructural importante (Maldonado, et al.,
2017).

Resistance Pest insect
mechanisms CPB* HF TSSM*
Penetration - ++ + (Cl-n)
Excretion + - +4+

Oxidative metabolism  ++ + (LPR and dairy) + (HO-def and CIL-r)

Esteratic metabolism/  + - + (HO-def)
sequestration

Altered target site NA ++4 NA

GST-dependent - < +
conjugation

* Abbreviations: CPB, Colorado potato beetle; HF, house fly; TSSM, two-spotted spider mite.

®Minus (=) indicates absence of mechanism, plus (+) indicates possible presence of mech-
anism, plus plus (+ +) indicates presence of mechanism, and NA indicates that the mechanism
has not been assessed.

¢ Parentheses indicate specific strain of pest insect.
9 Reduced target site density.

Figura 4 Mecanismos de resistencia a las avermectinas en 3
especies de artropodos (Clark et al., 1994).
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2.4 lvermectina

Este compuesto pertenece al grupo de farmacos llamados lactonas
macrociclicas que incrementan la liberacion del acido gamma aminobutirico
(GABA) del sistema nervioso de los insectos. Se utilizan para el control de endo
y ectoparasitos (endectocidas). Existen 2 grupos: Las Avermectinas y las
milbemicinas. Dentro del grupo de las avermectinas se encuentra: la
ivermectina, doramectina, eprinomectina y dentro de las milbemicinas se

incluye a la moxidectina. (Rojas-Ramirez et al., 2011).

La ivermectina es un compuesto perteneciente a -las lactonas
macrociclicas, este grupo de medicamentos fue sintetizado por Chavala y
colaboradores en 1980 a partir de un fermentado de Streptomyces avermitilis, y
fue introducida la medicina veterinaria en 1981. Debido a algunas ventajas como
su margen de seguridad en el huésped, su hovedoso mecanismo de accion y su
accion endectocida se convirti6 en un compuesto de primera eleccién, La
ivermectina es una avermectina semisintética sus productos se usan en el
tratamiento contra nematodos y artrépodos (&caros y garrapatas), es decir contra
pardsitos internos y externos (Mendoza, 2008), este es el compuesto mas
utilizado de este grupo dentro de medicina veterinaria. El uso que se le ha dado
en medicina humana es para el tratamiento de la oncocercosis (Carrasco, 1998).

En humanos solo se encuentra permitida la via de administracion oral.
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2.4.1 Estructura quimica

La ivermectina es una mezcla de dos avermectinas modificadas
conteniendo al menos el 80% de 22,23-dihydroavermectina Bla y el 20% de
22,23 dihydroavermectina B1b Figura 5 (Gonzalez et al., 2009).

Cn-X-Cn Ra

» 80% C,H;,

B < 20% CH,

Figura 5 Estructura Quimica de la ivermectina (Gonzalez et al., 2009)
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2.4.2 Mecanismo de accion

El sitio de accion de las LM son los canales de cloro dependientes de
glutamato (GIuCL) este canal es especifico de organismos protostomados y
resulta de gran importancia de estudio por sus diferentes funciones, se ha
asociado a los procesos de alimentacion, reproduccién y funciones motoras, se
encuentra ampliamente distribuido tanto en neuronas motoras como

interneuronas. (Wolstenholme 2012).

La activacidon de este canal es lenta pero una vez que se abre el canal
este se mantiene asi por largo tiempo, siendo esencialmente irreversible, el flujo
de iones de cloro, teniendo como resultado. una hiperpolarizacion de la
membrana celular, neuronal o muscular cambiando el potencial de accion. El
canal de cloro dependiente de glutamato esta conformado por 5 dominios, cada
uno conformado por 4 sub unidades M1, M2 M3 y M4. La ivermectina tiene su
sitio de unién entre las subunidades M1y M3 de cada dominio expandiendo asi
cada uno de ellos abriendo el canal Figura 6, el glutamato se une al receptor

GLC-1 cuando la ivermectina se-ha unido al canal (Wolstenholme 2012).
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Figura 6 Sitio de accidn de la ivermectina en el canal de cloro dependiente de

glutamato (Wolstenholme 2012)
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I HIPOTESIS

Las glandulas salivales de garrapatas Riphicephalus microplus (R.
microplus) resistentes a ivermectina sub 0 sobre expresan proteinas

involucradas en el mecanismo de resistencia al farmaco

IV OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Obtener las proteinas expresadas diferencialmente entre las glandulas

salivales de las garrapatas susceptibles y resistentes a ivermectina.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtener las glandulas salivales de garrapatas R. microplus susceptibles y
resistentes a ivermectina mediante diseccion

2. Obtener el perfil proteémico de glandulas salivales de garrapatas R.
microplus susceptiblesy resistentes a IVM

3. Caracterizar in_silico a las proteinas identificadas que se expresaron
diferencialmente en las glandulas salivales de garrapatas resistentes a |V
y susceptibles.

4. Analizar mediante analisis in silico las vias y procesos celulares en las que
participan las proteinas identificadas, asi como su participacion en el

mecanismo de resistencia a ivermectina
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V MATERIAL Y METODOS
5.1 Cepas de R. microplus

Dos cepas de garrapata R. microplus fueron utilizadas para este estudio;
la cepa considerada control, que es una cepa de referencia susceptible mexicana
denominada Media Joya, la cual tiene como caracteristica ser susceptible a
todos los ixodicidas que se encuentran disponibles en el mercado nacional y la
misma cepa susceptible que fue presionada para hacerla resistente a las IVM y
a esta cepa se le asigno el titulo de “resistente a las IVM”; esta cepa fue
presionada en la Universidad Autonoma de Querétaro, por medio de una presién
in vivo con sub dosificaciones de 200ul de IVM por Kg de peso vivo en bovinos,
realizando infestaciones continuas y también con una presion in vitro, haciendo
paquetes larvarios con las larvas provenientes de la eclosion de 0.5g de la
ovoposicidn de las garrapatas adultas sobrevivientes a la presion in vivo, a estas
larvas se les reto con una dosis menor a la Dosis DD (20 ppm) y con la DD (40
ppm), las larvas que sobrevivian se utilizaban para infestar a nuevos animales y
de esa forma aumentar mas rapido el IR; al mismo tiempo, se les realizd un
andlisis PROBIT utilizando la técnica de inmersién de larvas modificada por
Klafke et al., 2006. Esta presion fue realizada consecutivamente a través de cada
generacion de garrapatas hasta la obtencidon de un indice de resistencia (IR) de
(5.2) segun la escala de Castro y Janer, en donde se menciona que a partir de
un IR de 2 una poblacion es considerada resistente, el indice de resistencia se
obtiene de la relacion (CL50 muestra/CL50 de una cepa de referencia

susceptible) (Castro-Janer et al., 2011).

Las cepas se mantuvieron en bovinos de aproximadamente 300kg con
acceso ad libitum a agua y alimento. Durante el proceso de presion, las cepas
se monitorearon en cada generacion con la técnica de inmersion de larvas

modificada y descrita por klafke et., al 2006.
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5.2 Obtencidon de la muestra

Para realizar los estudios proteomicos de las glandulas salivales de
ambas cepas de garrapatas, 100 garrapatas adultas semi repletas hembras con
un tamafo de 0.5 a 0.7mm fueron disectadas en cajas petri, siendo fijadas con
cinta adhesiva doble vista. Se accedio a los 6rganos internos realizando un corte
transversal en la parte posterior del idiosoma, sobre el extremo caudal del
opithosoma, una vez realizado el corte, con unas tijeras vannas se rodeé por los
costados hasta llegar al capitulum por encima de los cuatro pares de patas, se
tomo la cuticula dorsal y se separ6 con ayuda del bisturi, una vez expuestos los
organos se ubicaron las glandulas salivales, desplazando el intestino medio
hacia la parte central. Se ubicaron los acinos de ambos lados'y fueron extraidos

con pinzas de microcirugia y se realizé la escision‘'de los ductos salivales.

Para este procedimiento se utilizé un microscopio estereoscoépico Leica
Zoom 2000. Durante la obtencion de los 6rganos se utilizé solucion salina
tamponada de fosfatos (PBS) por sus siglas en inglés, con un pH 7 a 4°C, para
evitar la deshidratacién de los 6rganos, una vez extraidas las glandulas salivales
se colocaron en tubos de micro centrifuga, en grupos de 20 érganos cada uno,
con inhibidor de proteasas al 1x (complete protease inhibitor cocktail. Cat. No.
11697 498 001, ROCHE®) y se almacenaron a -80°C hasta que fueron utilizadas

para su analisis.
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5.3 Procesamiento de las muestras
Las muestras de glandulas salivales se procesaron en la unidad de
proteo genodmica de la Universidad Auténoma de la ciudad de México UACM.

5.3.1 Extraccién de proteinas

Para la extraccion de proteinas totales, un juego de 20 glandulas
salivales de cada cepa fueron descongelados paulatinamente a 4°C, se
realizaron tres lavados con 1ml de PBS pH 7, en cada lavado se mezclaba por
medio del vortex, y se centrifugaron a 14000 rpm, para realizar la lisis quimica
de las células se agregaron 490ul de TNTE y 10ul de Inhibidor de proteasas
complete 50x, se mezclé por medio de vortex, incubando durante 15min, por
altimo, una lisis fisica con un protocolo de sonicacion de 30 segundos de
pulsaciones por 30 segundos de descanso durante 3 min con una amplitud de
80% en bafio de hielo, se centrifugo a 14000 rpm durante 5 min. y se realiz6 una

cuantificacion por el método de Bradford para su posterior purificacion.

5.3.2 Purificacion de proteinas

Las proteinas totales fueron purificadas mediante el kit de purificacion
ReadyPrep 2-D cleanup kit No. Cat. 1632130, siguiendo las instrucciones del
proveedor, introduciendo al sistema 500ug por cada 100pul, terminado el
protocolo la pastilla fue reconstituida en 108ul de buffer 2D (Urea 7M, DTT
50mM, Chaps 4% w/v, Thiourea 2M) y 8pul de inhibidor de proteasas complete
S0x.
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5.3.3 Cuantificacion de proteinas

Las proteinas fueron cuantificadas antes y después de su purificacién
mediante el método de Bradford directo en micro placa de 96 pozos, utilizando
una curva estandar con 6 diluciones seriadas de albumina sérica bovina Sigma
Aldrich No. Cat. 9048-46-8, (0.08, 0.04, 0.02, 0.01, 0.005, 0.0025 pg/ul); el
ensayo se realizd por triplicado adicionando 80ul de dilucion estandar o de
muestra a cuantificar en una dilucién 1:100 y 20pul del reactivo Bradford en cada

pozo. Se realizo la lectura a 595nm en un lector de placa BIO TEK® ELx-800.

5.3.4 Andlisis de integridad

Una electroforesis discontinua en gel de poliacrilamida con SDS, fue
realizada para descartar una degradacion en las proteinas en pasos previos a la
doble dimensién. Haciendo uso de un gel concentrador al 4% y un gel separador
al 10%, se utilizd un marcador de peso molecular Dual Color® BioRad, No. Cat.
1610374 de 250KDa - 10KDa, se cargaron 15ul de muestra con 5ul de
amortiguador de carga SDS, la muestra fue preparada con este amortiguador
desnaturalizando las proteinas durante 5 min en bafio de agua caliente,
posteriormente fueron centrifugadas 14000rpm durante un minuto. Se le aplicé
108V a la electroforesis usando como amortiguador de corrida TGS 1x. Una vez
resueltos los geles, fueron lavados con agua bi destilada y tefiidos con azul de
coomassie R-250 durante al menos 2 horas, posteriormente para Su
visualizacion se destifieron con una solucién decolorante (4cido acético 5% y

metanol 16.5%) durante una hora, los geles se lavaron con agua bi destilada.

Al finalizar estos se visualizaron en un fotodocumentador Bio Rad con

ayuda del programa Image Lab®

5.4 Electroforesis Bidimensional

Para la electroforesis bidimensional se preparo la placa de hidratacion,
retirando el exceso de grasa con SDS y etanol al 90%.
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5.4.1 Separacion de proteinas primera dimension

En el isoelectroenfoque (IEF) se utilizaron tiras de gradiente de pH
inmovilizado de 4-7 (Ready Strip IPG Strips de Bio Rad) de 7cm. Las tiras se
hidrataron pasivamente durante 18h con 240ug de proteina, 5ul de anfolinas
(BioLyte® 100x 3-10, Bio Rad), 5ul de azul de bromofenol al 1% y aforado a
130pl con buffer de rehidratacion 2D. las tiras se incubaron durante 15minutos a

temperatura ambiente y posteriormente se cubrieron con aceite mineral las 18h.

Al terminar la hidratacion pasiva se retird el exceso de aceite mineral con
ayuda de papel absorbente sin manipular el gel de la tira y se transfirieron a una
charola de isoelectroenfoque previamente preparada con paper-bridge electrode
wicks humedecidos con 20ul de agua miliQ, en cada electrodo de los carriles

donde se ubicarian las tiras a resolver y se cubrieron con aceite mineral.

El isoelectroenfoque se llevé a cabo en el equipo PROTEAN® IEF Cell
de BioRad con un programa de 3 pasos: 250V/1h L, 4000V/1h L, 4000V -10000V
R.

Posteriormente las tiras con las proteinas enfocadas fueron equilibradas,
se retiraron del equipo y se quito el exceso de aceite mineral con ayuda de papel
absorbente y enjuagando las tiras con amortiguador de corrida TGS1x (Glicina
192 mM, Tris base 25 mM y SDS 0.1%), se redujeron las tiras con 2.5ml cada
una de una solucién de dithiothreitol (DTT) al 1% con amortiguador de equilibrio
en un tubo falcon de 15ml, se mantuvieron en agitacion durante 15min.
Terminando este paso las proteinas reducidas se alquilaron con 2.5ml de una
solucion de iodoacetamida (IAA) al 2.5% con amortiguador de equilibrio en un
tubo falcon de 15ml, se mantuvieron en agitacion durante 15min. Cada muestra

se realizé por triplicado para verificar la reproducibilidad del experimento.
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5.4.2 Separacion de proteinas segunda dimension

La separacion de la segunda dimension se realiz6 con una electroforesis
vertical en gel de poliacrilamida al 12%, para la separacién de las proteinas con
respecto a su peso molecular, para ello un gel de acrilamida al 12% fue
preparado, la tira se coloco en el borde superior del gel, con el lado positivo hacia
la derechay el gel hacia el frente del vidrio, en el otro extremo un trozo de papel
filtro whatman del #1 fue colocado con 3ul de marcador de peso molecular Dual
Color® BioRad, No. Cat. 1610374 de 250KDa - 10KDa, el sistema fue sellado
con agarosa con azul de bromofenol al 0.5% en punto de fusion . Se aplicaron

108V hasta que el frente de corrida llegara al borde de los soportes de vidrio.

Los geles fueron desmontados y lavados 3 veces durante 15min con
agua miliQ, se fijaron con una solucién de (40% etanol y 10% acido acético)
durante 30 min, y se tifieron con 50ml de azul de.coomassie G-250-HCI durante
12h.

Se retird el colorante y los geles fueron lavados con agua miliQ estéril,
las imagenes fueron visualizadas en un fotodocumentador Bio Rad con ayuda

del programa Image Lab®

5.5 Andlisis de Geles

Las imagenes digitalizadas de los geles fueron analizadas con el
programa PDQuest 2D Analysis No. Cat.1709630 (Bio Rad). Dicho programa es
una herramienta capaz de identificar las diferencias entre imagenes provenientes

de geles de doble dimension, detectando las proteinas (puntos).

De esta forma se cuantificé la presencia, ausencia, disminucion o
aumento de intensidad de los puntos en forma de pixeles en los geles de interés.
Para reducir la variacion entre cada una de las imagenes se utilizé un modelo de
regresion lineal y se ajustaron de forma manual los puntos que coincidian entre

cada una de las repeticiones.
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Se realiz6 un analisis densitométrico semi cuantitativo para determinar
los valores relativos de concentracion de las proteinas (puntos) de interés,
utilizando como criterios de inclusion la reproducibilidad del resultado, aumento
o disminucion en la cantidad de pixeles identificados en el gel y que se
encontraran aislados o claramente visibles en los geles de donde se iba a

recortar el punto para su identificacion por espectrometria de masas.

5.6 Identificacion de proteinas por LC/MS/MS

Los puntos seleccionados en el andlisis semi cuantitativo, fueron
recortados con puntas estériles de micropipeta de 1ml, con ayuda de un
transluminador para la visualizacion de los puntos. Cada uno fue debidamente
identificado y puesto en tubos para microcentrifuga de 1.5ml con agua miliQ
estéril.

Las muestras fueron enviadas al laboratorio PlanTECC, del Cinvestav
Irapuato para su identificacion por medio del método de bottom proteomics, en
donde la proteina es digerida por una proteasa y los péptidos resultantes son
analizados por un sistema de cromatografia liquida acoplado a un espectrémetro
de Masas NanoAcquity (Waters Corporation Milford, Massachusetts, Estados
Unidos) acoplado a una trampa de iones LTQ velos (Thermo Fisher Scientific,
Bremen, Germany). Con los espectros se realiz6 un analisis con ayuda del
programa SEQUEST con una base de datos de UNIPROT de Rhipicephalus que

contiene 38,110 secuencias.
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5.7 Andlisis in silico de las proteinas

Las proteinas identificadas fueron analizadas in silico utilizando
diferentes bases de datos y programas; el peso molecular y punto isoeléctrico de
las proteinas fueron calculadas en ExPasy Swiss-Prot/TrEMBL pl/Mw, los datos
propios de cada secuencia se obtuvieron de las bases de datos disponibles en
el National Center for Biotechnology Information (NCBI), en el andlisis se incluyo
la clasificacién por localizacién subcelular, funcién bioldgica y procesoe molecular
utilizando la base de datos de Gene Ontology and GO Annotations de EMBL-
EBI.
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VI RESULTADOS

6.1 Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford

Una vez extraidas las proteinas totales de las glandulas salivales de
ambas cepas, se cuantificaron antes de su purificacion para determinar la
cantidad de proteina que se introdujo al sistema Cleanup Bio Rad®. Una alicuota

de 20ul fue tomada y el resto del extracto se almacenoé a -80°C.

En el método de Bradford directo en microplaca con la curva descrita en
la seccién 5.3.3, se obtuvieron resultados de las regresiones lineales con una r?
de 0.99 en todas las cuantificaciones, dato que nos permitié sugerir la bondad
del ensayo. Se purificaron 500ug de proteina de cada condicion, ajustando los
volumenes del sistema Cleanup Bio Rad ®.

Una vez purificados se realiz6 la segunda cuantificacion con la curva

descrita en la seccion 5.3.3 para determinar la concentracion de pg por pl.

Cuadro 1 Concentracion de proteinas purificadas de extractos de glandulas
salivales de las cepas

Proteinas de cepa Concentracion post. purificacion
Mg/ pl
Media Joya 15.05ug/ ul
indice de resistencia 5.2 18.4 ug/ pl

Determinando asi que se contaba con la suficiente cantidad de proteina para

realizar la separacion bidimensional.
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6.2 Integridad de proteinas

Posterior a la cuantificacion de proteina purificada se realiz6 el andlisis
de integridad con una electroforesis unidimensional SDS-PAGE (Figura 5)
utilizando 15ul de la alicuota de extracto de proteinas de cada cepa para cargar
en cada pozo. De acuerdo a lo observado se determind que la integridad de las
proteinas fue apropiada sin degradacion, encontrando bandas nitidas
correspondientes a proteinas de alto y bajo peso molecular.

1 2 3
kDa

250
150
100
75

50

37

25

20

Figura 7 -Andlisis de integridad de proteinas totales de glandulas salivales de
garrapatas R.microplus,en gel de poliacrilamida al 10%, tefiido con azul de
Coomassie R-250 Carril 1: Marcador de peso molecular 250kDa, Carril 2:
Extracto de proteinas de glandulas salivales de R. microplus resistente a
ivermectina con un IR 5.2, Carril 3: Extracto de proteinas de glandulas salivales
de R. microplus susceptible a ivermectina
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6.3 Electroforesis Bidimensional

El analisis 2D de las glandulas salivales de garrapatas resistentes y
susceptibles a ivermectina se realiz6 en rangos de gradiente de pH inmovilizado
de 4-7, para la separacion de las proteinas en una primera dimension de acuerdo
a su punto isoeléctrico (PI), para la segunda dimension las proteinas enfocadas
fueron separadas de acuerdo a su peso molecular en geles de poliacrilamida al
12% post- equilibrio, una vez resuelta la electroforesis los geles fueron tefiidos
con azul de Coomassie G-250 para su posterior digitalizacion en el foto

documentador de Bio Rad® Figura 6

Digitalizadas las imagenes de los geles por triplicado, se realizd un
analisis en el software PDQuest, para determinar las diferencias entre los perfiles
protedmicos de las dos condiciones estudiadas. El andlisis diferencial mostré un
promedio de 74 manchas o proteinas para la condicidén susceptible (Media Joya)
y un promedio de 94 manchas para la condicién resistente a ivermectina (IR 5.2),
en el cuadro 2 se presenta el numero promedio de manchas por condicion
identificados. En promedio 75 machas encontradas dentro de ambas
condiciones se parearon, es decir coincidieron o hicieron “match” y de estas se
encontraron 51 con expresion diferencial en términos de aumento o disminucion,
10 manchas (17 y|3) que se observaron de forma consistente fueron
seleccionadas Figura 7.

En el-andlisis por PDQuest se analizaron los datos obtenidos de los
pixeles provenientes de cada mancha seleccionada contenidos en las imagenes
pudiendo sugerir el grado de expresion aparente de las proteinas en cada
condicion observando proteinas con hasta 21 veces mas densidad en pixeles.
Cuadro 3 pudiendo observar las diferencias de la mancha en cada condicion en

una visualizacion 3D en el Cuadro 4.

31



Cuadro 2 Numero de manchas promedio obtenidos por condicion

Manchas Media Joya Resistentes IR 5.2
Totales 75 94

Pareados (Match) 75

Diferenciales 51
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pl pH

Figura 8 Electroforesis SDS-PAGE doble dimension en gel de poliacrilamida al 12 % con un rango de pH 4-7, tefiidos con
Azul de Coomassie G-250 (240 pg de proteinas).

A: Proteinas de glandulas salivales de garrapatas semirepletas susceptibles a ivermectina. B: Proteinas de glandulas
salivales de garrapatas semirepletas resistentes a ivermectina con un indice de resistencia de 5.2
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Figura 9 Gel maestro donde se muestran los spots diferencialmente expresados que fueron seleccionados para su

identificacion por MALDI-TOF.

A En cuadros rojos se marcan las proteinas sobre expresadas en glandulas salivales de garrapatas resistentes a
ivermectina con un indice de resistencia de 5.2. B En cuadros verdes se marcan las proteinas sub expresadas en glandulas
salivales de garrapatas resistentes a ivermectina con un indice de resistencia de 5.2,
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Cuadro 3 Andlisis semi cuantitativo densitométrico de los pixeles de cada mancha seleccionada ambas condiciones.

Diferencia del contenido en

Mancha Pixeles media joya Pixeles IR 5.2 Expresion aparente pixeles comparativo con

media joya
2302 83762 534014.8 1 6.375382632
4408 663644 1499584.1 1 2.259621273
4714 16828.8 354551.2 1 21.06812132
5801 34252.8 713877.4 ) 20.84143194
5807 206941.5 491744.4 ) 2.37624836
6814 84196.6 746520.3 1 8.866394843
4711 790506.3 2134265 1 2.69987096
3726 183473.8 84035.5 ! 0.458024524
2822 520453.4 258421.1 ! 0.496530717
4628 635741.6 231310.7 ! 0.363843895
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Cuadro 4 Representacion 3D de las
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6.4 ldentificacion de Proteinas por LC/MS/MS

De las 10 proteinas que fueron enviadas para su identificacion por
espectrometria de masas 8 fueron identificados exitosamente de las cuales de
identificaron 12 proteinas, en donde se obtuvieron porcentajes de cobertura
desde 16.67% a 76.40% (Cuadro 5), las proteinas que fueron identificadas se
encuentran principalmente involucradas en los procesos de plegamiento. de
proteinas, respuesta a estrés, trasporte de protones, estructura celular y sintesis
de ATP.

6.5 Andlisis in silico de procesos moleculares y funciones biol6gicas

Las proteinas que se identificaron se compararon con la base de datos
Gene Ontology and GO Annotations de EMBL-EBI, haciendo uso de la ontologia
de genes y anotaciones funcionales. (Cuadro 6), se realizo la clasificacion de las
proteinas de acuerdo a su localizacion subcelular, funcion molecular en la cual

tiene actividad y participacion dentro de un proceso biologico.

En la primera clasificacién _por su localizacion subcelular Figura 8 se
encontré que con una (n=13) el 40% de las proteinas se encuentran en el
citoplasma, 15% en reticulo endoplasmico, 15% en membrana celular y 15% en

citoesqueleto.

En la segunda clasificacion por su funcion molecular Figura 9 con una
(n=13) se observo un 37% de las proteinas con union a ATP, 18% transferencia
de electrones, 18% constituyentes estructurales, 9% transportador de protones,
9% Catalizador de plegamiento de proteinas, 9% Union a nucleétido, y 9%unién

a proteinas.

Por ultimo, una tercera clasificacion del proceso bioldgico en el cual se
encuentran involucrados donde con una (n=13) el 34% tienen actividad en el
proceso de plegamiento proteinas, el 25% tiene actividad de sintesis de ATP,
25% pertenecen a la respuesta de estrés, 8% a procesos asociados a micro

tubulos y un 8% a la regulacion de la contraccion muscular.
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Cuadro 5 Proteinas identificadas en glandulas salivales de garrapatas R. microplus resistentes y susceptibles a ivermectina

Mancha Proteina No. de acceso Masa Punto Cobertura Longitud Gen
KDa isoeléctrico % a.a Locus
tedrico
2302 X X X X X X X
ATP synthase AOA131YF10 20.02 4.99 16.67 174 GEDV01011060
4408 subunit d,
mitochondria
Putative 60 kDa L7M6W4 60.98 5.46 76.40 572 GACK01000000
heat shock
protein
4714 Protein 85.29 4.84 49.70 499 GFPF01000000
disulfide- AOA224Z4Y6
isomerase
5801 Chaperonin AOA131YRI2  61.07 5.44 69.93 572 GEDV01007369
GroEL
Heat shock AOA13173P5 - 72.44 5.32 57.36 659 GEDV01002543
70kDa protein 5
5807 NADH
dehydrogenase = AOAl131YWE7 79.90 5.77 36.73 735 GEDV01000000
(Ubiquinone)

Fe-S protein 1
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6814 Heat shock AOA131YWHS5 71.07 5.43 56.02 648 GEDV01005004
70kDa protein
1/8
Heat shock AOA034WXY9 51.51 5.29 54.58 469 GBB0O01000028
protein 70
cognate
4711 ATP synthase  AOA131YYS7  56.30 5.45 70.29 525 GEDV01004224
subunit beta
Tubulin beta ~ A0A224YT70 49.83 4.78 54.04 446 GFPF01006317
chain
3726 X X X X X X X
2822 Calreticulin JI9QSA7 47.63 4.51 28.71 411 JX502831
4628 Tropomyosin AOAOYOAHW?7 33.00 4.68 73.94 284 KU297182
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Cuadro 6 Propiedades de las proteinas identificadas en glandulas salivales de garrapatas R. microplus
resistentes y susceptibles a ivermectina mediante ontologia de genes y anotaciones funcionales.

Mancha Proteina Localizacién Funcion Proceso Organismo
subcelular molecular Biologico
2302 X X X X X
Actividad
4408 ATP synthase transportadora Transporte de
subunit d, Membrana de protones de  protones acoplado a Rhipicephalus
mitochondria interna manera sintesis de ATP appendiculatus
de la transmembranal
mitocondria
Putative 60 Citoplasma Unién a ATP Replegamiento de Rhipicephalus
kDa heat shock proteinas pulchellus
4714 protein
Actividad Homeostasis
catalizadora de reductora celular
Protein Reticulo los enlaces (Catalizador del Rhipicephalus
disulfide- endoplasmico disulfuro intrae  reordenamiento de zambeziensis
isomerase inter catenarios  enlaces di sulfuro en
en proteinas proteinas )
Rhipicephalus
5801 Chaperonin Citoplasma Unién ATP Replegamiento de appendiculatus
GroEL proteinas
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5807 Heat shock

70kDa protein Citoplasma Unién a ATP Respuesta a estrés Rhipicephalus
5 appendiculatus
NADH Actividad de
dehydrogenase transferencia de Rhipicephalus
(Ubiquinone) Membrana electrones, Sintesis de ATP appendiculatus
Fe-S protein 1 celular interaccion con
lones Fe-/S
Interaccion Respuesta a estrés Rhipicephalus
Heat shock Citoplasma selectiva 'y no appendiculatus
6814 70kDa protein covalente a
1/8 ATP
Respuesta a estrés Rhipicephalus
Heat shock Citoplasma  Unién a microplus
protein 70 nucleotido
cognate
Habilita la
Membrana  transferencia de Transporte de Rhipicephalus
ATP synthase celular electrones de protones acoplado a appendiculatus
subunit beta Membrana manera sintesis de ATP
mitocondrial . transmembranal
4711 por medio de un
mecanismo
rotacional
Constitiyete Procesos asociados Rhipicephalus
Tubulin beta. Citoesqueleto  estructural del a microtubulos zambeziensis
chain citoesqueleto,
actividad
GTPasa
3726 X X X X X
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2822 Calreticulin Reticulo Union a Plegamiento de Rhipicephalus
endoplasmico  proteinas no Proteinas microplus
plegadas,
union a calcio
4628 Tropomyosi  Citoesqueleto Constitlyete de Regulador de Rhipicephalus
estructural del  contraccion muscular microplus

citoesqueleto
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15% (2) 15% (2)

15% (2)

40% (5)

15% (2)

B Membrana interna de la mitocondria ® Citoplasma
W Reticulo endoplasmico B Membrana celular

m Citoesqueleto

Figura 10 Localizacion subcelular de las proteinas identificadas, en la grafica
se muestra el nUmero de proteinas ubicadas por componente celular asi
como el porcentaje.
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37% (4)

9% (1)

18% (2)

MW Transportador de protones B Unién a ATP W Trasferencia de electrones

m Unidn a nucleotido m Constituyente estructural m Unidn a proteinas

Figura 11 Funciones moleculares de las proteinas identificadas, en la grafica se

muestra el nimero de proteinas por actividad asi como el porcentaje.
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M Sintesis de ATP M Plegamieto de proteinas
W Respuesta a estrés M Procesos asociados a microtubulos

M Regulacion de constraccion.muscular

Figura 12 Procesos bioldgicos de las proteinas identificadas, en la grafica se
muestra el nimero de proteinas que participa en cada proceso asi como el
porcentaje.
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6.6 Calreticulina

Figura 13-Modelo 3D de la proteina calreticulina

Una vez realizado el analisis de las funciones moleculares, procesos biologicos
y revision de bibliografia de las proteinas identificadas con expresion diferencial
de las glandulas salivales de garrapatas R. microplus se propone a la
calreticulina para continuar con los estudios para dilucidar su participacion en el
mecanismo molecular de resistencia a la ivermectina. Se realiza el modelaje en
3D de la proteina con codigo de acceso UNIPROT J9QSA7 (Figura 13),
seleccionando el modelo predicho con una QMEAN de —1.58. (Figura 14).
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Figura 14 Resultados del modelaje 3D de calreticulina

Cuadro 7 Funciones de la calreticulina

Calreticulina
Funciones

Homeostasis de Ca2+ intracelular
Chaperona en el plegamiento de otras proteinas
Marcador de superficie celular para apoptosis
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VII DISCUSION

La presencia de poblaciones de garrapatas multirresistentes dificulta su control
limitando las opciones de ixodicidas disponibles en el mercado (Rodriguez et al.,
2012). Las glandulas salivales juegan un papel fundamental en la alimentacion
de la garrapata, homeostasis de la garrapata y en la fijacion al hospedero, estos
organos producen una gran cantidad de moléculas bioactivas de interés
(Sonenshine et al., 2013) y son responsables de generar diferentes tipos de
respuesta humoral dependiendo de la linea genética del bovino (Rocha et al.,
2017).

Debido a que este es el primer estudio de proteomica de glandulas salivales en
garrapatas resistentes a IVM los resultados determinan una aproximacion para
la comprension de los mecanismos moleculares de resistencia a la IVM ademas
de presentar una herramienta para identificar moléculas que pudieran
proponerse como antigenos vacunales o hiomarcadores. En este estudio se
encontraron 12 proteinas de las cuales Unicamente 3 han sido descritas en R.
microplus ya que el genoma de la garrapata no se encuentra secuenciado en su
totalidad, estas proteinas son la tropomiosina, la calreticulina y la Heat shock

protein 70 cognate.

La tropomiosina con nimero de identificacion 4628, sub expresada en garrapata
resistente es una proteina altamente conservada e inmunogénica (Rocha et al.,
2017) propuesta con anterioridad como un antigeno vacunal para 4caros como
Dermanyssus gallinae, (Harry et al., 2016)., en garrapatas como Hyalomma
anatolicum (Manjunathachar et al.,, 2018) y en Rhipicephalus microplus
(Mohamamd et al., 2015).al encontrar subexpresada a la tropomiosina se sugiere
que este tipo de antigenos vacunales podrian no ser funcionales para
poblaciones de garrapatas resistentes. Ademas, es uno de los alérgenos mas
importantes en acaros (Wright et al., 2016) con la reduccion de la expresion
podemos especular que este podria ser un mecanismo de inhibicion de la

respuesta inmunitaria por parte del hospedero.
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La calreticulina con niumero de identificacion 2822 también sub expresada en
garrapata resistente se ha mencionado en algunos parasitos como en
Heamonchus contortus, como anticoagulante al unirse al Ca2 + y a los factores
de coagulacion, lo que permite que el parasito se alimente de la sangre del
huésped, también se ha observado que es capaz de regular la respuesta inmune
del hospedero al unirse al complemento Cl1q, teniendo como resultado una
supervivencia. (Suchitra et al., 2005). En garrapatas la calreticulina se ha
identificado como una proteina, con las mismas funciones antes mencionadas
ademas de su funcibn como chaperona en el plegamiento de proteinas.
(Hajdusek et al, 2013). La calreticulina puede encontrarse tanto dentro del
reticulo endoplasmico rugoso (RER) como fuera de él, cuando se encuentra
translocada en la superficie celular actia como un marcador de apoptosis (Wang
et al., 2012) debido a que en este estudio encontramos sub expresada en las
células de glandulas salivales de la cepa resistente estudiada podemos sugerir
gue dentro de la respuesta a la resistencia se encuentra el atrasar o disminuir la

muerte celular programada.

La proteina Heat shock protein 70 cognate, esta proteina sobre expresada en
garrapatas resistentes con nhumero de identificacion 6814 se ha reportado como
una proteina de respuesta a estrés causada principalmente por el consumo de
sangre caliente, en el vector Rhodinus prolixus un heterdptero triatomino que
transmite Tripanosoma cruzi (causante de la enfermedad de chagas) ademas de
esta caracteristica se le han atribuido funciones reguladoras de la digestion de
sangre, respuestas inmunitarias del intestino medio, por otro lado, las otras 9
proteinas fueron identificadas en diferentes especies de Rhipicephalus, también
se observO que el proteoma de las glandulas salivales de garrapatas
susceptibles tiene un mayor niumero de proteinas expresadas, en comparacion
con las de la cepa resistente, esto debido a que los ambientes adversos
provocan la adaptacion de un organismo regulando la expresion de proteinas en

presencia del agente estresor. (Paim et al., 2016).

51



Dentro de las proteinas sobre expresadas se observaron dos de ellas que se
encuentran relacionadas, la ATP synthase subunit d con el namero de
identificacion 4408 y la ATP synthase subunit B con el nimero de identificacién
4711, ambas subunidades del complejo sintasa una enzima mitocondrial
transmembranal altamente conservada encargada de sintetizar ATP (Wenchang
y Faraldo., 2018). En mamiferos esta sintasa se encarga de producir mas del
90% del ATP (Pecina et al., 2018) siendo una de las vias metabdlicas mas
importantes para la producciéon de ATP dentro del proceso de fosforilacion

oxidativa.

En este estudio ambas subunidades se encuentran sobre expresadas lo que nos
sugiere un aumento en la expresién del complejo enzimatico sintasa, es
importante recordar que la resistencia a los ixodicidas nunca se puede atribuir a
una razon en especifico pudiendo ser multifactorial (Metcalf R., 1989). La
presencia de esta enzima aumentada en mitocondrias de células de las
glandulas salivales nos hace suponer que el metabolismo de la cepa resistente
exige una mayor demanda energética para la produccion de las moléculas
activas presentes en saliva, tales como inmunomoduladores, inhibidores de
agregacion plaquetaria, inhibidores del dolor y su respuesta, anticoagulantes y
vasodilatadores. Esto inclusive para una mayor fijacion al hospedero. En este
estudio también se identificé otra proteina asociada a la cadena respiratoria 'y se
encontr6 de igual manera sobre expresada la NADH deshydrogenase
ubiquinone, namero de identificacion 5807 dicha proteina ha sido identificada en
glandulas salivales de H. longicornis como una proteina esencial para la
alimentacion de las garrapatas se ha mostrado que conforme pasan los dias de
alimentacion y fijacion los niveles de expresion de esta proteina disminuyen
(Wang et al., 2019), también se he atribuido a la disminucién de expresion al
proceso natural de degradacion de las glandulas salivales, proceso que progresa
conforme pasan los dias de fijacion y alimentacion de la garrapata, esta proteina
tuvo una marcada expresion diferencial conforme a la cepa de referencia
susceptible, nos habla también de un aumento en el metabolismo de las células

de las glandulas salivales de garrapatas resistentes.
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Otra de las proteinas sobre expresadas fue la Heat shock 60 KDa (Hsp60)
también conocida como Chaperonin GroEL, con numero de identificacién 5801
esta es una proteina mitocondrial encargada de unir proteinas parcialmente
plegadas y mediar sus cambios conformacionales, ademas, Hsp60 actua
directamente en células presentadoras de antigeno (APC) para vincular la
respuesta inmune innata y adaptativa (Zhang et al., 2015). Esta proteina ha sido
estudiada en algunas especies de garrapatas como H longicornis y D. silvarum

como antigeno vacunal (Zhang et al., 2015).

Dentro de las proteinas sobre expresadas se encontrd la Protein Disulfide
Isomerase (PDI) con un numero de identificacion 4714 esta proteina con
multiples funciones como el plegamiento de proteinas, ensamble y modificacion
pos-traduccional dentro del RER siendo un.catalizador en la formacién de
enlaces di sulfuro entre dos cisteinas (Liao et al., 2008). Ademas, se han
identificado algunas isoformas en H. longicornis como la isoforma HIPDI-1 en

glandulas salivales que son asociadas con la alimentacion (Liao et al., 2007).

Por ultimo, mencionaremos a la 3 tubulin una proteina estructural, que conforma
parte de cito esqueleto de las células de las glandulas salivales de garrapatas,
se encontr6é sobre expresada en la cepa resistente, esta proteina que conforma
el cito esqueleto participa en el transporte de moléculas dentro de la célula, se
ha observado que las expresiones de estas proteinas pueden ser modificadas
incluso por la invasion de un patégeno, para contrarrestar o modular la invasion

y continuar con el metabolismo celular (Cabezas et al., 2017).
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VIII CONCLUSIONES

e El perfil proteomico de las glandulas salivales provenientes de la cepa de
referencia susceptible Media Joya presenta una expresion diferencial con
respecto a las glandulas salivales de la cepa resistente IR 5.2.

e Se encontr6 un perfil proteébmico con proteinas sugerentes a un aumento en
la tasa metabdlica para la produccion de moléculas activas entre ellas

proteinas estructurales encargadas del transporte de las mismas.

e Las proteinas sobre expresadas identificadas. se relacionan con la

resistencia a ivermectina

e Las proteinas sub expresadas identificadas se relacionan con la resistencia

a ivermectina

Por lo que se resalta la importancia de continuar con este tipo de estudios para

identificar mas blancos terapéuticos, antigenos vacunales o biomarcadores.
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