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Analisis in silico del gen subolesina como posible vacuna contra garrapatas Rhipicephalus
microplus
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RESUMEN. El objetivo del estudio fue utilizar estrategias bioinformaticas para predecir propiedades antigénicas de interés
del gen subolesina, asi como realizar construcciones filogenéticas para identificar la relacién que existe entre los aisla-
dos geograficos de garrapatas reportados en el mundo. El gen subolesina presenta 98% de identidad entre los diferentes
aislados de garrapatas Rhipicephalus microplus, mientras que, entre diferentes géneros (/xodes spp., Amblyomma spp.,
Hyalomma spp.) presenta un menor grado de identidad (77%). Se detectaron cuatro epitopos lineales de células B con-
servados en diferentes especies de garrapatas. El andlisis de la estructura secundaria de la proteina Subolesina mostrd
dos a-hélices, tres regiones inespecificas (coil) y ninguna [ plegada. De los epitopos predichos, se debe demostrar su
capacidad inmunoprotectora para el desarrollo de un inmunégeno efectivo contra poblaciones de garrapatas R. microplus.
Palabras clave: Bioinformatica, ectoparasitos, filogenia, inmunégeno, Rhipicephalus microplus.

ABSTRACT. The objective was to use bioinformatic strategies to predict antigenic properties of interest of the subolesin
gene, as well as to carry out phylogenetic constructions to identify the relationship that exists between the geographic iso-
lates of ticks reported in the world. The subolesin gene has 98% identity among the different Rhipicephalus microplus tick
isolates, while among different genera (/xodes spp., Amblyomma spp., Hyalomma spp.) it has a lower degree of identity
(77%). Four linear epitopes of B cells conserved in different tick species were detected. Analysis of the secondary structure
of the Subolesin protein showed two a-helixes, three coil regions and no folded . Of the predicted epitopes, their immuno-
protective ability must be demonstrated for the development of an effective immunogen against R. microplus tick populations.
Key words: Bioinformatics, ectoparasites, phylogeny, immunogen, Rhipicephalus microplus.

INTRODUCCION repercuten en la productividad de los bovinos, sin
olvidar el papel que juegan en la transmision de

La garrapata Rhipicephalus microplus es el enfermedades como babesiosis (Babesia bovis, B.
principal ectoparasito que afecta a la ganaderia bigemina) y anaplasmosis (Anaplasma marginale)
bovina en regiones tropicales y subtropicales del (Almazan et al. 2018). Se estima que el costo global
mundo. Los efectos causados por las infestaciones ocasionado por las garrapatas y las enfermedades
representan uno de los principales problemas que que transmiten oscila entre los 2.5 billones de dolares
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anuales (Lew-Tabor et al. 2014). El método de control
mas utilizado para contrarrestar los efectos causados
por estos ectoparasitos ha sido por mucho tiempo
el control quimico, pero el uso constante de los
ixodicidas ha favorecido el desarrollo de garrapatas
resistentes (Rodriguez-Vivas et al. 2014). Desafortu-
nadamente, en la actualidad se han detectado cepas
de garrapatas que presentan resistencia a diversos
ixodicidas, lo que dificulta su control (Robbertse et
al. 2016). Por lo cual, el control inmunolégico
representa una alternativa promisoria, debido a que
ha logrado disminuir la infestacion y bloquear la trans-
misién de patdégenos a sus hospedadores (Almazan
et al. 2018). El antigeno Bm86, es el componente de
las vacunas comerciales contra garrapatas que exis-
ten; estas vacunas disminuyen los parametros repro-
ductivos de las garrapatas, afectando con ello la pro-
genie. Sin embargo, su eficacia es variable depen-
diendo de las cepas o aislados geograficos (Garcia-
Garcia et al. 1999, Popara et al. 2013).

La proteina Subolesina, descubierta en la
garrapata Ixodes scapularis (Almazan et al. 2010),
se encuentra presente en los diferentes estadios de
la garrapata y en varios 6rganos como intestino, glan-
dulas salivales y ovarios (Merino et al. 2013). Ac-
tualmente, se sabe que es eficaz como antigeno pro-
tector, y es estructural y funcionalmente ortélogo de
las akirinas en insectos y vertebrados (Manzano-
Roman et al. 2012, Sultana et al. 2015). Por
ello, se han desarrollado inmunégenos que con-
tienen el antigeno subolesina que induce proteccién
inmunolégica en contra de las infestaciones de
garrapatas en hospedadores vertebrados. A la fecha,
subolesina es considerado como un candidato vacu-
nal de importancia (Merino et al. 2013, Shakya et al.
2014, Sultana et al. 2015), ya que la inmunizacion de
los animales, genera proteccion cruzada frente a di-
versas especies de vectores hematéfagos, sugiriendo
la posibilidad de usar subolesina como antigeno para
desarrollar una vacuna universal para diversos or-
ganismos. Por lo anterior, el objetivo fue utilizar
herramientas basadas en la gendémica, protedmica
y bioinformatica para analizar el gen subolesina de
diferentes aislados geograficos, con la finalidad de
disefiar un antigeno vacunal con regiones conser-

www.ujat.mx/era

Merino-Charrez et al.

Andlisis bioinformdtico del gen subolesina
Ecosist. Recur. Agropec.
6(16):129-136,2019

vadas e inmunogénicas que confieran proteccion efi-
ciente contra distintas cepas de garrapatas (R. mi-
croplus).

MATERIALES Y METODOS

Se utiliz6 la base de datos del GenBank
para obtener las secuencias del gen subolesina
de R. microplus, procedente de diferentes aisla-
dos geograficos, asi como de distintos géneros de
garrapatas. Las secuencias obtenidas se compara-
ron realizando un alineamiento mudltiple con el pro-
grama CLUSTAL W (Thompson et al. 1994), para de-
terminar su identidad genética. Se realizé una ma-
triz de sustitucién para obtener el grado de identi-
dad y similitud entre aislados geograficos de R. mi-
croplus, con el servidor SIAS disefiado por la Uni-
versidad Complutense de Madrid. El andlisis filo-
genético se realiz6 con el software MEGA 6 (Tamura
et al. 2013), para el cual se consideraron los
siguientes parametros: como modelo de sustitu-
cién nucleotidica, se utilizé el método Tamura de 3
parametros (Tamura 1992), elegido con base en el
valor del criterio de informacién Bayesiana. Como
método de reconstruccién filogenética se utilizé el
método de maxima verosimilitud (Guindon y Gascuel
2003) y para soporte estadistico se utilizaron 1000 ré-
plicas de bootstrap (Felsenstein 1985). Se consider6
la secuencia del gen subolesina de la garrapata
Ixodes scapularis como grupo externo.

La secuencia que codifica para la proteina
Subolesina de R. microplus cepa “Tamaulipas”,
México (Numero de acceso AGl44615.1) se analiz
con diferentes programas bioinformaticos para pre-
decir propiedades de interés. Se utilizé el programa
Protscale (Gasteiger et al. 2005), para predecir re-
giones hidrofébicas e hidrofilicas. Para los analisis de
las estructuras secundarias (o-helices y B plegadas)
se utilizé el programa PSIPRED (Buchan et al. 2013)
y prediccion del potencial antigénico se realiz6 con
el método de Kolaskar y Tongaonkar (1990) con el
programa Antigenic. La prediccién de epitopos B se
realiz6 con los servidores BcePred y ABCpred (Saha
y Raghava 2004, 2006). Para el servidor BcePred se
determind un indice de 2.38%, al considerar que este
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algoritmo posee diferentes valores de corte para cada
una de las propiedades fisicoquimicas seleccionadas
a partir de las cuales los péptidos predichos son
considerados como epitopos. Para el servidor de
ABCpred se seleccionaron epitopos de células B de
12 aminodcidos de longitud con un indice de inmu-
nidad de 0.5%.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron del GenBank 66 secuencias que
codifican para la proteina Subolesina, reportadas en
Brasil, China, India, Laos, México, Mozambique y
Estados Unidos (Figura 1). La reconstruccién del
arbol filogenético muestra cuatro clados definidos,
que corresponden a los géneros: Rhipicephalus spp.,
Hyalomma spp., Amblyomma spp., Ixodes spp. EI
73% de las secuencias analizadas se agrupan den-
tro del clado de R. microplus mostrando una iden-
tidad del 98% entre los aislados geogréficos. Los
resultados sugieren que la longitud de la proteina
Subolesina presenta diferentes procesos evolutivos
que se reflejan en aspectos morfolégicos, fisiolégicos
y genéticos; dando como resultado variabilidad en la
longitud de las secuencias aminoacidicas, siendo en
Ixodes spp. mas largas que en Amblyomma spp.,
Hyalomma spp. y Rhipicephalus spp.

Para generar la matriz de identidad/similitud
(Tabla 1), se seleccionaron 23 secuencias del gen
subolesina de distintos aislados geograficos de
garrapatas. El analisis mostr6 valores del 98 al 100%
para la especie R. microplus. Los resultados reve-
lan alto grado de conservacién y por ende una es-
tructura similar entre los diferentes aislados; ademas,
los valores de identidad/similitud al compararse con
el grupo ortélogo, mostraron una identidad de 77%.
Con el propésito de predecir regiones antigénicas y
epitopos lineales de células B, en la secuencia de
la proteina Subolesina; se realiz6 un analisis con las
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herramientas bioinformaticas BcePred y ABCpred. La
prediccion sugiere que existen cuatro epitopos B a lo
largo de la secuencia de aminoacidos con un indice
de inmunidad superior a 0.8%, lo que es indicativo de
alta inmunogenicidad. Con respecto a la topologia,
posicion y localizacion de los péptidos predichos, se
presume que se encuentran dentro de estructuras o-
hélices o muy cercanos a ellas (Figura 2). Los resul-
tados indican que la proteina Subolesina podria ser
un candidato vacunal para el control de garrapatas
en distintas regiones del mundo.

La literatura indica que Subolesina es una pro-
teina de interés, que protege contra diferentes es-
pecies de artropodos (Almazan et al. 2018). En en-
sayos de inmunizacién de bovinos contra garrapatas
se ha observado una eficacia del 40 al 60% (Almazan
et al. 2010, Merino et al. 2013, Shakya et al. 2014),
por lo que es un antigeno atractivo para el control
de garrapatas. Actualmente se utilizan diferentes ra-
mas de la bioinformatica, como la inmunoinformatica,
que se basa en la aplicacion de herramientas com-
putacionales al estudio de las moléculas del sistema
inmune, capaz de guiar el disefio de experimentos
para responder a importantes interrogantes en la in-
munobiologia y la vacunologia (Tomar y De 2010). La
prediccion de epitopos lineales de células B podria
disminuir en gran medida el trabajo experimental en la
busqueda de candidatos vacunales, como se ha he-
cho en otros modelos de investigacién (Vaughan et al.
2010, Mahajan et al. 2010). Se detectaron cuatro epi-
topos lineales de células B tomando en cuenta Unica-
mente la regién extracelular de la proteina, por lo que
seria util demostrar la capacidad inmunoprotectora de
dichos epitopos en ensayos de inmunizacion de bovi-
nos contra garrapatas R. microplus. Si la premisa de
que son inmunoprotectores se cumple, seria una ven-
taja utilizarlos para el desarrollo de una vacuna contra
garrapatas, considerando que no existe variabilidad
en la proteina.
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R. microplus (China) Hunan - AIS66740.1

R. microplus (Mexico) Santa Luisa - ABA62329.1

R. microplus (Mozambique) - ABI79458.1

R. microplus (India) Ivri line | - AFH57334.1

R. microplus (India) Alwar - AFH57335.1

R. microplus (India) Sikar - AFH57338.1

R. microplus (India) Firozpur - AFH57340.1

R. microplus (India) Mukteshwar - AFH57341.1

R. microplus (India) Udaipur - AFH57344.1

R. microplus (India) South 24-Parganas - AFH57346.1

R. microplus (India) Navsari - AFL65875.1

R. microplus (India) Jaipur - AFL65879.1

R. microplus (Mexico) Cepich - AGI44602.1

R. microplus (Mexico) - AGI44603.1

R. microplus (Mexico) Mora - AGI44604.1

R. microplus (Mexico) San Alfonso - AGI44605.1

R. microplus (Mexico) Sauta - AGl44606.1

R. microplus (Brazil) T40 - AG144617.1

R. microplus (Mexico) Munoz - ABA62328.1

R. microplus (Mexico) Cepich - ABA62327.1

R. microplus (China) - ABZ89745.1

I~ R. microplus (India) Sangli - AFQ91885.1

[~ R. microplus (India) West Tripura Urban - AFQ91884.1
I~ R. microplus (India) Bharatpur - AFH57336.1

I R. microplus (Laos) T41 - AGl44618.1

[ R. microplus (India) Rani Bazar - AFQ91883.1

I~ R. microplus (india) Rai Bareilly - AFH57343.1

R. microplus (India) Bhilwara - AFL65876.1

R. microplus (India) Banswara - AFH57347.1

R. microplus (India) Hissar - AFL65877.1

|_|R. microplus (India) Sitarganj - AFH57345.1

52 ™—R. microplus (India) Pratapgarh - AFL65878.1

I~ R. microplus (India) Muzaffarpur - AFH57342.1

[T R. microplus (India) Chittorgarh - AFH57339.1
— R. microplus (India) Fatehabad - AFH57337.1

R. microplus (Mexico) Tabasco - AGI144616.1

R. microplus (Mexico) Tamaulipas - AGI44615.1

R. microplus (Mexico) Tamaulipas - AGI44614.1

R. microplus (Mexico) Guerrero - AG144613.1

R. microplus (Mexico) Nayarit - AG144612.1
(
(
(

65

Rhipicephalus microplus

87

2

R. microplus (Mexico) Quintana Roo - AGI44611.1
1 R. microplus (Mexico) Guerrero - AGI44609.1
R. microplus (Mexico) Tamaulipas - AG144607.1
R. microplus (Mexico) Susceptible - ABA62330.1
R. microplus (Mexico) Veracruz - AG144610.1
% 'R. microplus (Mexico) Quintana Roo - AGI44608.1 _|
_|R. sanguineus (Brazil) T62 - AGI44621.1 — .
o IR sanguineus EUSA))protective antigen 4D8 - ABA62332.1 ] Rhipicephalus sanguineus
H. anatolicum (India) Raebareli - ALR87019.1
H. anatolicum (India) Pratapgarh - ALR87018.1
H. anatolicum (India) Udaipur - ALR87016.1
H. anatolicum (India) Junagadh - ALR87015.1
H. anatolicum (India) Jaipur - ALR87014.1
H. anatolicum (India) Hissar - ALR87017.1
H. anatolicum (India) Hassan - ALR87013.1
A. cajennense (Mexico) T14 - AGI44599.1
americanum (USA) T13 - AGI44598.1
americanum (USA) T11 - AGI44596.1
americanum (USA) T10 - AGI44595.1
americanum (USA) putative subolesin - JAG90526.1
americanum (USA) Osu - ABA62326.1
I. scapularis (USA) T04 - AGI44591.1
|: 1. scapularis (USA) T03 - AGI44590.1
1. scapularis (USA) protective protein 4D8 - AAV67031.
1. scapularis (USA) TO5 - AG144592.1
1. scapularis (USA) T02 - AGI44589.1

= Hyalomma anatolicum

Amblyomma spp.

>>>>>

Ixodes scapularis

Figura 1. Anadlisis filogenético de la proteina Subolesina. El arbol fue construido por el método de méxima
verosimilitud con secuencias de referencia de distintas especies de garrapatas obtenidas del GenBank. Los
numeros en los nodos indican valores de bootstrap y probabilidad posterior del analisis Bayesiano, cada secuen-
cia se identifica con su origen y nimero de acceso.
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- coil AR target smequence

Figura 2. Anadlisis de prediccion de la estructura secundaria de Subolesina. Los cilindros
representan estructuras o-hélices (helix), las flechas indican estructuras ldmina beta (strand)
y las lineas en negro son los residuos que no tienen una estructura secundaria definida (coil).
En color negro subrayado se muestran los epitopos lineales de células B.
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