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Resumen

La garrapata marron del perro, Rhipicephalus linnaei, es una de las especies méas
relevantes en medicina veterinaria debido a su amplia distribucion en México y el mundo;
ademas, de su capacidad para transmitir patdgenos con potencial zoonético. El control de
esta garrapata es crucial para prevenir enfermedades en animales y humanos. Sin embargo,
el uso indiscriminado de acaricidas quimicos ha generado problemas de contaminacion
ambiental y resistencia. Por lo tanto, es necesario buscar alternativas sustentables para el
control de estos parasitos, las vacunas contra garrapatas son una opcion prometedora, ya que
se basan en la utilizacién de proteinas inmunogeénicas con funciones bioldgicas relevantes
para la garrapata. La proteina de unién a la histamina 2 (HBP2) ha demostrado ser relevante
durante el proceso de alimentacion, en algunos parasitos como, Rhipicephalus
appendiculatus y se ha determinado que esta proteina tiene una funcion significativa en la
modulacion de la respuesta inmune del hospedante, permitiendo a las garrapatas alimentarse
eficientemente. Al ser una proteina con potencial inmunogénico, el objetivo de este trabajo
fue caracterizar la HBP2 de R. linnaei y evaluar su eficacia vacunal. Para esto, se identifico
la secuencia del gen hbp2 in silico, se amplifico mediante RT-PCR, se clon6 y secuencid.
Con base en la secuencia obtenida se seleccionaron 2 péptidos con epitopos B, se enviaron a
sintetizar de manera comercial y se utilizaron para formular dosis vacunales. Posteriormente,
se inmunizaron conejos con cada uno de los péptidos y se evaluo la respuesta inmunoldgica
mediante inmunoensayos. Se obtuvieron titulos especificos anti-HBP2 en el grupo
inmunizado con el péptido HBP2_2; ademas, se evaluo la eficacia vacunal mediante un
desafio controlado y en la evaluacion de los pardmetros bioldgicos para determinar la eficacia
vacunal, se evidencid una disminucion del 6.67% en el peso promedio de las garrapatas,
9.66% en la produccion de huevos y 16% en tasa de eclosién en las garrapatas desafiadas.
Finalmente, se obtuvo una eficacia vacunal del 29,42%. Los resultados de esta investigacion
permiten establecer las bases metodologicas para la caracterizacion de la proteina de union a

la histamina 2 (HBP2) de Rhipicephalus linnaei y evaluacién de su eficacia vacunal.

Palabras claves: canino, vacuna, garrapatas, HBP-2, R. linnaei.



Summary

The brown dog tick, Rhipicephalus linnaei, is one of the most relevant species in veterinary
medicine due to its wide distribution in Mexico and the world; in addition, its ability to
transmit pathogens with zoonotic potential. Control of this tick is crucial to prevent diseases
in animals and humans. However, the indiscriminate use of chemical acaricides has generated
problems of environmental contamination and resistance. Therefore, it is necessary to find
sustainable alternatives for the control of these parasites. Tick vaccines are a promising
option, since It’s based on the use of immunogenic proteins with biological functions relevant
to the tick. Histamine-binding protein 2 (HBP2) has been shown to be relevant during the
feeding process in some parasites such as Rhipicephalus appendiculatus and it has been
determined that this protein has a significant function in the modulation of the host's immune
response, allowing ticks to feed efficiently. Since it is a protein with immunogenic potential,
the objective of this investigation was to characterize HBP2 protein of R. linnaei and evaluate
the vaccine efficacy. For this purpose, the sequence hbp2 gene was identified in silico,
amplified by RT-PCR, cloned and sequenced. Based on the sequence obtained, 2 peptides
with B epitopes were selected, sent for commercial synthesis and used to formulate vaccine
doses. Subsequently, rabbits were immunized with each of the peptides and the immune
response was evaluated by immunoassays. Specific anti-HBP2 titers were obtained in the
group immunized with the HBP2_2 peptide; In addition, vaccine efficacy was evaluated by
means of a controlled challenge and in the evaluation of the biological parameters to
determine vaccine efficacy, a 6.67% decrease in the average weight of ticks, 9.66% in egg
production and 16% in hatching rate in challenged ticks was evidenced. Finally, a vaccine
efficacy of 29.42% was obtained. The results of this research allow establishing the
methodological bases for the characterization of the histamine binding protein 2 (HBP2) of
Rhipicephalus linnaei and the evaluation of its vaccine efficacy.

Keywords: canine, vaccine efficiency, tick, HBP-2, R. linnaei.



I.  INTRODUCCION

Las garrapatas son artropodos hematdfagos obligados que parasitan a diversos
vertebrados (Parola y Raoult, 2001), tienen una distribucion mundial y ocupan el segundo
lugar como vector de enfermedades infecciosas despues de los mosquitos (Marquez-Jiménez
et al., 2005); por esta razon, se consideran parésitos de interés en la salud publica, debido a
su capacidad de transportar y transmitir diversidad de patdgenos a los humanos (Dantas-
Torres et al., 2006).

Se ha identificado que estos artrépodos son vectores de los patdgenos causantes de
las rickettsiosis, babesiosis, ehrlichiosis y hepatozoonosis (Parola y Raoult, 2001,
Dantas-Torres, 2010; Dantas-Torres y Otranto, 2015; Nava et al., 2015); ademas, tienen
capacidad para infestar a un gran nimero de vertebrados domésticos y silvestres
(Coimbra-Dores et al., 2016; Beati y Klompen, 2018).

Actualmente, la garrapata marron del perro, es una de las especies mas estudiadas debido
a su relevancia veterinaria; sin embargo, el estudio de esta especie se ha limitado a su biologia
y ecologia (Dantas-Torres, 2010), siendo deficientes las investigaciones acerca de las
enzimas y proteinas que facilitan el proceso de alimentacion de las garrapata; la mayoria de
estas moléculas tienen propiedades que permiten evadir la respuesta inmune (Aounallah et
al., 2020), y el estudio de estas, podrian contribuir en la busqueda de nuevas estrategias de
control sustentables, a través del uso de antigenos de garrapatas como inmundgenos
(Almazan, 2010); estos antigenos protectores contra la garrapata, tienen como funcion que
los anticuerpos generados por el sistema inmunitario del hospedante, puedan acceder en
cantidades suficientes a la garrapata durante la alimentacion, para unirse a la proteina de
interés, impidiendo su funcién normal, generando alteracion de parametros bioldgicos
durante alguna fase del ciclo de vida (De la Fuente y Contreras, 2015). No obstante, Parola
y Raoult (2001) mencionan que la bisqueda de nuevas estrategias habia aumento para la
fecha; sin embargo, a pesar de mas de 20 afios de investigacion, los resultados son muy

incipientes.



El propdsito de este trabajo es lograr un acercamiento a la proteina de unién a la histamina
2 (HBP2); debido a que esta proteina ha demostrado ser relevante durante el proceso de
alimentacion. Al ser una proteina con potencial inmunogeénico es relevante el identificar y
caracterizar esta proteina, debido a que permitira generar una propuesta sobre su uso en
estrategias de control inmunologico; es decir proponer un posible candidato vacunal

patentable.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 Clasificacion de las garrapatas

En la actualidad las garrapatas se clasifican en el Phylum Arthropoda, orden Ixodida
del superorden Parasitiformes, estas parasitan a toda clase de vertebrados en diversas
regiones del mundo (Parola y Raoult, 2001; Dantas-Torres, 2008; Nicholson et al., 2009;
Nodari et al., 2011) de gran importancia médica y veterinaria debido a que son vectores de
algunos patogenos como Borrelia burgdorferi, Babesia bigemina y Rickettsia conorii
(Anderson y Magnarelli, 2008).

Las investigaciones filogenéticas realizadas, estiman que hace aproximadamente 120
millones de afios en el cretacico tardio se produce la aparicién de la garrapata (Klompen et
al., 1996); siendo el fdsil méas antiguo descubierto hasta el momento, el del Argasido Carios
jerseyi con una antigiiedad cercana a los 90 millones de afios, lo que evidencia una temprana
diversificacion del grupo en las familias conocidas (Marquez-Jiménez et al., 2005). En la
actualidad, se han descrito alrededor de 900 especies diferentes de garrapatas, pertenecientes
a tres famillias Argasidae, Ixodidae y Nuttalliellidae; esta Gltima, con un Gnico genero
Nuttalliella namaqua reportado en Namibia, Surafrica y Tanzania; aunque se desconoce
sobre su biologia, esta especie parece no tener importancia médica veterinaria (Marquardt et
al., 2000). En general, estas familias mencionadas difieren en su ciclo biolégico, anatomia
(Figura.l) y fisiologia (Estrada-Pefia, 2015).

La familia Argasidae comprende dos subfamilias, Argasinae y Ornithodorinae con 4
géneros: Argas, Carios, Ornithodoros y Otobius (Parola y Raoult, 2001; Nava et al., 2009;).
Este linaje se conoce cominmente como “garrapatas blandas” denominadas asi, por la
presencia de una cuticula externa flexible (Sonenshine y Roe, 1991); adicionalmente
presentan palpos con un aspecto similar a las patas, los estigmas respiratorios son pequefos,
y se encuentran por delante de las coxas del cuarto par de patas; las larvas presentan un
escudo rudimentario y pulvilos tarsales bien desarrollados, mientras que las ninfas y adultos

carecen de estos; Asimismo, poseen gnatosoma situado ventralmente bajo el idiosoma, en



una depresion que se conoce como camerostoma y no muestran dimorfismo sexual

(Méarquez-Jiménez et al., 2005).

Por otro lado, la familia Ixodidae o ‘“garrapatas duras”, poseen placa dorsal
esclerotizada, gnatosoma ubicado apicalmente y algunos atributos que mejoran su capacidad
de transmitir patdgenos (Dantas-Torres, 2008). La familia Ixodidae incluye 2 grupos
principales, Prostriata (subfamilia Ixodinae, género Ixodes) y Metastriata (Parola y Raoult,
2001).

Beati y Klompen (2018) mencionan que las Metastriata incluyen cuatro subfamilias:
tres monogenéricas (Amblyomminae, Bothriocrotoninae y Haemaphysalinae) vy
Rhipicephalinae, contiene los géneros Anomalohimalaya, Cosmiomma, Dermacentor,

Hyalomma, Margaropus, Nosomma, Rhipicentor, y Rhipicephalus.

Gnathosoma

Escudo dorsal

Idiosoma

Idiosoma
Palpos

Queliceros

Areas porosas Poro coxal
Palpos
Palpos
Hipostoma Hipostoma

Figura 1. Detalles morfoldgicos de las garrapatas de la familia Ixodidae (A, B, C) y Argasidae (D,
E, F) (Modificado de Estrada-Pefia, 2015).



Los ciclos bioldgicos tanto de los argasidos como los ixodidos presentan tres estadios: larva,
ninfa y adulto (macho o hembra), con un desarrollo indirecto, difieren entre si, en su
evolucion de estadios larvarios (Nuttall, 1904), asi como en la duracion del ciclo; es decir,
las ixddidas se alimentan durante varios dias; mientras que las argasidas se alimentan solo
durante minutos, y comunmente durante la noche, mientras los animales descansan en sus

madrigueras (Estrada-Pefia, 2015).

2.2 Rhipicephalus linnaei

La garrapata marron del perro, es probablemente el parasito con la distribucion global
méas grande en todo el mundo (Dantas-Torres, 2008; Almeida et al., 2017); introducida
inicialmente desde la regién africana a diversos paises del mundo, eventualmente por la
importacion de perros domésticos infestados (Dantas-Torres et al., 2006); esta especie se
encuentra establecida en Africa, América del Norte, Central y del Sur, Asia, Europa y
Oceania (Moraes-Filho et al., 2011); sin embargo, existe una mayor diversidad de especies
en paises tropicales y subtropicales (Anderson y Magnarelli, 2008; Paez-Triana et al., 2021).
Estos artropodos son de gran importancia econémica y de salud publica, dado que se han
identificado como vectores de los patdgenos causantes de las rickettsiosis, babesiosis,
ehrlichiosis y hepatozoonosis, entre otras (Parola y Raoult, 2001; Dantas-Torres, 2010;
Dantas-Torres y Otranto, 2015; Nava et al., 2015); con capacidad para infestar a una amplia
variedad de vertebrados domeésticos y silvestres (Coimbra-Dores et al., 2016; Beati y
Klompen, 2018).

2.2.1 Taxonomia

Esta especie fue descrita inicialmente por Latreille (1806) como Ixodes. Sin embargo,
la posicion taxonomica actual de esta especie dentro del suborden Ixodida fue determinada
por Koch (1844) quien lo transfirié al género Rhipicephalus. A pesar de que Koch (1847)
presentd una breve descripcion de R. sanguineus, la primera descripcion completa de esta
especie fue dada por Neumann (1897); no obstante, los recientes estudios geneticos,
bioldgicos y andlisis de secuencias de los genes del DNAr mitocondrial 16S y 12S separan
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las muestras de garrapatas en diferentes poblaciones en al menos 2 linajes distintos; “linaje
tropical”, distribuido desde el norte de Argentina hasta México y “linaje templado” en zonas
de bajas temperaturas en el sur de Argentina, Brasil, Chile, Estados Unidos, Egipto, Israel ,
Francia y Uruguay (Figura. 2) (Moraes-Filho et al., 2011; Gray et al., 2013; Nava et al.,
2015); asi mismo, Slapeta et al. (2022) sefialan en su articulo, una reclasificacion basada en
estudios filogenéticos de Rhipicephalus sanguineus a Rhipicephalus linnaei el “linaje

tropical” de la garrapata marron (Figura. 3).
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Figura 3. Relaciones filogenéticas de R. sanguineus (Zemtsova et al., 2016)
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Figura 4. Filogenia del genoma mitocondrial de R. linnaei sensu lato (s.l.) Slapeta et al. (2022)

2.2.2 Ciclo bioldgico

La especie presenta cuatro estadios: huevo, larva, ninfa y adulto; las tres ultimas
etapas son activas y el paso de una etapa a otra dependera de la ingestion de sangre de un
hospedante; la digestion de la misma, implica cambios morfoanatémicos (Cuadro 1) que
finaliza con la muda del tegumento y un periodo de vida libre a la basqueda de un nuevo
anfitrién (Marquez-Jiménez et al., 2005).

R. linnaei es una garrapata de tres hospederos siendo el perro el principal hospedero
(Szabo, 2001) (Figura 4); sin embargo, en su etapa inmadura (larvas y ninfas) habitualmente
se alimentan de pequefios huéspedes (roedores y pajaros), mientras que los adultos
usualmente se alimentan de animales grandes, incluidos carnivoros y ungulados (Estrada-
Pefiay De la Fuente, 2014).



Cuadro 1. Descripcion de las fases del ciclo biolégico de R. linnaei.

Etapa Aspecto Descripcién
Larva Largo 0,5 mm Amarillo claro Se alimenta durante 3-10 dias;
Ancho 0,4 mm muda a los 5-15 dias; puede
sobrevivir hasta 8 meses sin
comer.
Ninfa Largo 1-1,3 mm Amarillo, marrén Se alimenta durante 3-11 dias;
Ancho 0,5-0,6 mm claro muda a los 9-47 dias; puede
sobrevivir hasta 6 meses sin
comer.
Macho Adulto Largo 2-3 mm Plano, rojizo-marrén, | Puede Sobrevivir hasta 19
Ancho 1-1,6 mm con pequefias meses sin comer.
cavidades en el dorso.
Hembra Adulta Largo 2-3 mm Similar a los machos | Se alimenta durante 5-21 dias;
Ancho 1-1,6 mm excepto por el escudo | puede sobrevivir hasta 19
dorsal, mas corto meses sin comer.
Hembra repleta Largo 11,5 mm Gris verdoso con un | El periodo de ovoposicién es
de sangre Ancho 7,5 mm escudo dorsal marron | de 16-18 dias; después de la
puesta la hembra muere.

Fuente: Adaptado de Dantas-Torres (2008; 2010).
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™

e

Ry coos

Adult females drop
off host to lay eggs

Adults attach to the third host for feeding
and mating, and may acquire R. rickettsii ii

Eggs hatch into
six-legged larvae

Adult Adult
male female

Nymphs molt into adults <J

after leaving second host Larvae feed on first host
\ and may acquire R. rickettsii
< 4 .

- 2

@

———
Larvae molt into nymphs.
Nymphs feed on second host after leaving first host
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Figura 4. Ciclo biolégico de las garrapatas R. linnaei (modificado del Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades CDC).
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El ciclo biologico de las garrapatas se deriva de un proceso de adaptacion a
condiciones ambientales y la disponibilidad de hospedadores adecuados para cada uno de los
estadios que aparecen en su ciclo biolégico (Marquez-Jiménez et al., 2005); es decir, los
periodos de alimentacion varian por factores bidticos (especie huésped) y abioticos
(temperatura y humedad) (Gray et al., 2013).

Adicionalmente, las hembras requieren grandes cantidades de sangre para producir
huevos (4.000, incluso hasta 7.273 huevos) logrando aumentar hasta cien veces su peso
corporal (Dantas-Torres, 2008); contrario a las hembras, los machos pueden permanecer
adheridos al huésped durante varias semanas y no se repletan de la misma manera, pero deben
ingerir pequefias cantidades de sangre para que su espermatogénesis proceda y complete el
proceso de apareamiento (Dantas-Torres, 2010), mientras que las larvas y las ninfas necesitan

sangre para su proceso de muda (Gray et al., 2013).

2.2.3 Morfologia general de R. linnaei

Las garrapatas son parasitos de gran tamafio (2 a 30 mm) (Parola y Raoult, 2001),
siendo la caracteristica diferencial de las garrapatas duras, el escudo dorsal que cubre toda la
parte dorsal de los machos y parcialmente el de las hembras (Estrada-Pefia, 2015); el escudo
dorsal de la hembra, mas corto, permite que su cuerpo se expanda durante su alimentacién

con sangre (Gray et al., 2013).

El cuerpo de las garrapatas carece de segmentacion (Marquez-Jiménez et al., 2005);
generalmente su estructura consiste en dos partes fusionadas capitulum (gnathosoma) y
cuerpo (idiosoma) (Estrada-Pefia, 2015). La parte anterior del cuerpo, el capitulum, contiene
las piezas bucales, incluidos los palpos tetrasegmentados (cuatro artejos) dispuestos
lateralmente que presentan capacidad sensorial, un par de queliceros y el hipostoma con
numerosos dientes curvados que anclan la garrapata a la piel del huésped (Méarquez-Jimenez,
et al., 2005; Anderson y Magnarelli, 2008).
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Las larvas tienen 3 pares de patas, contrario a los adultos que tienen 4 pares de patas
para desplazarse, al igual que las ninfas; sin embargo, son sexualmente inmaduras, es decir,

no tienen abertura genital (Dantas-Torres, 2008).

Estos parésitos tienen una variedad de organos sensoriales periféricos (Parola y
Raoult, 2001). Estos incluyen una estructura para la busqueda y deteccion que se realiza
mediante el Ilamado 6rgano de Haller, el cual se ubica en el extremo dorsal del primer par de
patas (Estrada-Pefia, 2015); asimismo, una estructura similar a pelos en el cuerpo, las piernas,
las piezas bucales y un complejo sensorial con receptores olfativos y gustativos; ademas
posee un sistema circulatorio encargado de irrigar todos los 6rganos y tejidos con su fluido
hemolinfa (Parola y Raoult, 2001).

2.2.4 Alimentacion

Para completar su ciclo de vida, las garrapatas necesitan alimentarse de sangre para
la reproduccién y desarrollo (Anderson y Magnarelli, 2008) siendo la hemoglobina, la
principal fuente de alimento, excluyendo a los demés nutrientes. Como parasitos obligados,
las garrapatas deben buscar un hospedante adecuado, adherirse a la superficie de la piel con
sus garras tarsales, comenzar a cortar la epidermis y la dermis con sus queliceros y anclar en
el tejido, el hipostoma para acceder a los vasos sanguineos (Dantas-Torres, 2008). La
alimentacion implica tres regiones del tubo digestivo: (1) boca, faringe y esofago (para
adquirir la sangre); (2) intestino medio (digestion de la sangre); y (3) saco rectal/canal anal

(almacenamiento y eliminacion de residuos) (Sonenshine y Roe, 2013).

La digestidn de las proteinas de la sangre, como la hemoglobina y otras moléculas es
totalmente intracelular, se realiza dentro de las células epiteliales del intestino medio
(Anderson y Magnarelli, 2008); sin embargo es relativamente lenta, por lo que el
proceso de la digestién de grandes cantidades de sangre es progresivo, lo que permite
a la garrapata mantener grandes volumenes del alimento ingerido, como reserva o
almacenamiento en su tracto digestivo (Sonenshine y Roe, 2013), el tiempo que se tarda la
garrapata en alimentarse, varia de acuerdo con el estado de desarrollo en que se encuentre

cémo se muestra en el Cuadro 1, pagina 11 (Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2016).
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Las glandulas salivales también contribuyen al proceso de alimentacién en la
lubricacién de partes o piezas bucales, y en la secrecién de sustancias (cemento) para anclar
las piezas bucales a la piel del huésped (Parola y Raoult, 2001). Adicionalmente, debido a
que la alimentacion puede durar tiempo prolongado, es necesaria la participacion de

sustancias que evadan la respuesta inmune del hospedante (Estrada-Pefia, 2015).

Estas moléculas que permiten la evasion de la respuesta inmune son consideradas
como buenos candidatos para el desarrollo de una vacuna. Dado que, al aislar el
inmunosupresor salival, se evidencia un efecto en el establecimiento del parésito y se induce
la generacion de anticuerpos contra este componente para neutralizar su actividad bioldgica
(De la Fuente y Contreras, 2015).

2.2.5 Control

El control de las garrapatas es fundamental para disminuir pérdidas econdémicas y
problemas en la salud animal y publica; sin embargo, el control de garrapatas se debe basar
en un concepto de manejo integrado; es decir, adaptacion a diferentes métodos de control en
un area y contra una especie de garrapata, considerando el impacto ambiental (Parola y
Raoult, 2001) entendiendo que: solo el 5% de las garrapatas estan en el perro; el restante 95%

estd en el medio ambiente (Dantas-Torres, 2008).

Los métodos de control en perro pueden tratarse con una amplia gama de
preparaciones como: aerosoles , bafos, collares, champus y polvos; siendo los acaricidas
quimicos los mas utilizados; estos productos han ido perdiendo su eficacia ya que las
poblaciones de garrapatas expuestas constantemente a estos quimicos generan resistencia
hacia ellos, sumado a los altos costos, riesgos a la salud humana y contaminacion ambiental

que conlleva el uso de estos quimicos (Dantas-Torres, 2008; Rodriguez-Vivas, 2010).

En México entre los afios 1974 y 1984 se realizo la Campafia Nacional de erradicacion
de la garrapata, detectandose el primer caso de resistencia a organofosforados dado su uso
excesivo en R. microplus en un rancho en el sur de México (Tuxpan, Veracruz) en 1983. Por

otro lado, el amitraz producto muy usado en el control de ectoparasitos, tuvo un uso limitado
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inicialmente; sin embargo, su uso se volvio mas frecuente después de 1993; no obstante, en
2002 se informa el primer caso de resistencia en México. Actualmente, los ixodicidas mas
empleados son: fipronil, piretroides sintéticos, amitraz y lactonas macrociclicas (Rodriguez-
Vivas et al., 2013).

La busqueda de nuevas estrategias de control sustentables contra las garrapatas ha ido
en incremento en los ultimos afios (Parola y Raoult, 2001). Uno de los métodos de control
sustentable, es el control inmunolégico, a través del uso de antigenos de garrapatas como
inmunogenos (Almazan, 2010). El fundamento basico por el cual funcionan los antigenos
protectores contra la garrapata, es que los anticuerpos generados por el sistema inmunitario
del hospedero puedan acceder en suficientes cantidades a la garrapata durante la
alimentacion, para unirse a la proteina de interés y bloguear su funcion normal, viéndose
afectado algun parametro biolégico durante alguna fase de su ciclo de vida (De la Fuente y
Contreras, 2015).

2.3 Proteina de unién a histamina

La histamina (HA) producto de la descarboxilacién del aminoacido histidina es un
mediador inmunoldgico de reacciones inflamatorias (Paesén et al., 1999; Jang et al., 2022),
que puede encontrarse en casi todos los tejidos del cuerpo de los mamiferos (Alrashdi et al.,
2022). Esta molécula es sintetizada principalmente por mastocitos y baséfilos (Karasuyama
et al., 2020). Existen cuatro receptores de histamina (H1, H2, H3 y H4) que median distintos
efectos en el momento de la unién a histamina y tienen diferentes distribuciones en los tejidos
(Owen et al., 2016).

La proteina de unién a la histamina (Histamine Binding Protein- HBP2) fue estudiada

por primera vez en la garrapata Rhipicephalus appendiculatus.

Paesen et al. (2000) caracterizaron en las glandulas salivales de R. appendiculatus
tres proteinas de unién a histamina, denominadas RaHBP1, RaHBP2 y RaHBP3. La
caracterizacion de esta proteina permitié conocer que HBP-1 y HBP-2 se expresan
exclusivamente en garrapatas hembras, que su expresion maxima se da en 48 h después de la

adhesion con el hospedero y que estd ausente despues del cuarto dia de alimentacion; por
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otro lado, la proteina HBP3 es secretada exclusivamente por larvas, ninfas y garrapatas
macho adultas; este hallazgo se correlaciona con el hecho de que los machos se unen méas de
una vez durante una fase de alimentacidn y es necesario regular la respuesta inmune en cada
sitio de unién (Mans, 2005).

Paesén et al. (2000) menciona que la proteina de union a histamina es miembro de la
familia de proteinas lipocalinas, estas moléculas tipicamente son pequefias con una masa
molecular promedio de 18- 20 kd (Garcia et al., 2007). Las lipocalinas en general, se han
clasificado como proteinas de transporte extracelular, tienen la capacidad para unirse a
moléculas pequefas, principalmente hidrofobicas y consiguen acarrear sobre si pequefias
moléculas lipofilicas como vitaminas, hormonas esteroideas y tiroideas, cidos grasos, acidos

biliares, agentes inmundgenos y moléculas odorantes (Flower, 1996; Garcia et al., 2007).

Estructuralmente la proteina HBP2 esta constituida por 171 residuos y se secreta
como mondmero de 20 kDa no glicosilados y mientras que la mayoria de las lipocalinas
tienen cavidades de union altamente hidrofdbicas disefiadas para unir compuestos lipofilicos,
las HBP han evolucionado para atrapar moléculas cationicas e hidrofilicas (Paesén et al.,
2000).

Wang et al. (2016) sefialan que estas proteinas secretadas por las glandulas salivales de las
garrapatas, estan involucradas con la capacidad de estas para superar los mecanismos
inmunes de sus hospederos. Asi mismo, Jang et al. (2022) indica que la garrapata puede
secretar HBP en el momento que muerde al huésped, ingresar la proteina se une a la molécula
de histamina en la sangre y suprime o bloquea los ligandos correspondientes a la respuesta
inflamatoria y coagulacion de la sangre. Por otro lado, las investigaciones realizadas han
establecido que la liberacion de la histamina puede causar en el hospedante plurito y
acicalamiento; sin embargo, se ha determinado que este mediador puede alterar el
comportamiento en las garrapatas causando tasas de desprendimiento en larvas de B.
microplus (Kemp & Bourne, 1980). Adicionalmente, se evidencio que la histamina puede
alterar el comportamiento alimentario normal de las garrapatas. Es decir, las actividades de
salivacion y alimentacidn de la garrapata parecen ser significativamente reducido tras el
contacto con concentraciones de mediadores que podria encontrarse localmente en la piel de

huéspedes resistentes a las garrapatas (Paine et al., 1983)
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Actualmente se han evidenciado estudios desarrollados asociados con la proteina
HBP derivada de artropodos y los efectos terapéuticos sobre el asma alérgica (Couillin et al.,
2004). Sin embargo, Aounallah et al. (2020) mencionan al respecto que los estudios estan
limitados a unas cuantas proteinas y moléculas salivales de garrapata, asi como el desarrollo

con fines médicos sigue siendo incipiente.
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1.  HIPOTESIS

R. linnaei tiene el gen que codifica para la proteina HBP2 y los anticuerpos contra esta

proteina generan eficacia vacunal.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Caracterizar el gen hbp2 y determinar su eficacia vacunal en R. linnaei.

4.2 Objetivos especificos

e Determinar la expresion del gen hbp2 en R. linnaei.
e Determinar la inmunogenicidad de la proteina HBP2 de R. linnaei.

e Evaluar la eficacia vacunal de la proteina HBP2 de R. linnaei.
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V. JUSTIFICACION

La garrapata Rhipicephalus linnaei es una especie distribuida mundialmente,
responsable del mantenimiento y transmision de virus, bacterias y parasitos que afectan a los
animales domésticos y ocasionalmente a los humanos. Debido a su relevancia en la salud
publica, esta especie es una de las més estudiadas; sin embargo, ain no se establecen medidas
de control sustentables eficaces, que eventualmente no generen resistencias como lo hacen

los acaricidas quimicos debido a su uso indiscriminado.

En la actualidad, se han desarrollado diversos estudios acerca de las enzimas y
proteinas que facilitan el proceso de alimentacion de las garrapatas; la mayoria de estas
moléculas tienen propiedades anestésicas, anticoagulantes y componentes con propiedades
aglutinantes que ayudan a unirse al hospedante; no obstante, el conocimiento que se tiene
sobre la proteina HBP2 de R. linnaei es nula. Adicionalmente, el identificar y caracterizar
esta proteina permitird generar una propuesta sobre su uso en estrategias de control

inmunoldgico en contra de esta especie de garrapata.
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VI. METODOLOGIA

6.1 Materiales y métodos

Los procedimientos de experimentacion con animales fueron evaluados y aprobados
por el comité de bioética de la Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma

de Querétaro bajo el nimero de aprobacion 007FCN2023.
6.1.1 Localizacion

El estudio se desarroll6 en el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas, en la Facultad
de Ciencias Naturales de la Universidad Auténoma de Querétaro. De igual forma, se
realizaron algunas actividades en el area cunicola (ARCUN) en las instalaciones del Campus

Amazcala de la Universidad Autdnoma de Querétaro del municipio del Marqués.

6.1.2 Material biolégico utilizado

La extraccion del material genético para la caracterizacion de la proteina de unién a
la histamina 2 (HBP2), se realiz6 en garrapatas R. linnaei obtenidas de una colonia mantenida
en condiciones de laboratorio propiedad del Laboratorio de Inmunologia y Vacunas.

En los experimentos de inmunizacion y desafio se trabajo con un grupo de conejos de
la raza Nueva Zelanda de 2 meses de edad, mantenidos en el area cunicola (ARCUN) del
Campus Amazcala.

6.1.3 Extraccion de ARN total en R. linnaei

La extraccion de ARN de los aislados se realizé siguiendo el protocolo recomendado
por el fabricante del reactivo TRIzol® Reagent (Invitrogen, California, USA). A

continuacion, se describe el protocolo utilizado:
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La muestra de tejido (garrapata) se homogeniz6 en 400uL de TRIzol®, se macer6
completamente y se incubd por 5 minutos; posteriormente; se adicion6 200uL de cloroformo
y se agitd el tubo hasta homogenizar completamente. Las muestras, se incubaron por 3
minutos, a temperatura ambiente y se centrifugaron a 12000g, por 15 minutos, a 4°C. luego
se procede a eliminar la fase acuosa, obtenida después de la centrifugacion, se adiciono
200uL de Etanol, se mezclo y se dejo a temperatura ambiente por 3 minutos; posteriormente,
se centrifugd a 2000g, por 5 minutos, a 4°C. Se elimino el sobrenadante y el pellet, se lavo
con 400uL de Citrato de Sodio 0,1M en Etanol al 10% y se mezcla mediante un agitador,
durante 30 minutos, a temperatura ambiente; inmediatamente, se centrifug6 a 2000g, por 5
minutos, a 4°C; este paso, se repitid dos veces. Posteriormente, se adicion6 600uL de etanol
y se centrifugd a 2000g, por 5 minutos, a 4°C; el sobrenadante fue eliminado y el pellet se
dejé secar a temperatura ambiente; por ultimo, se resuspendid en 15uL de agua grado

biologia molecular y almacenado a -20°C, hasta su uso.

Después se procedid a tratar la extraccion de ARN con ADNasas empleando el Kit
DNase I (Invitrogen, California, USA) siguiendo las especificaciones del fabricante: se tomd
en un tubo de 200 pL, un volumen de 8.5 pL de la extraccion de ARN, se afiadié a la reaccidn
1.5 pL de buffer de reaccion, 0.75 uL DNase | y 4.25 uL de agua grado biologia molecular
alcanzando un volumen total de 15 pL, se procede a incubar por 15 minutos a temperatura

ambiente y posteriormente es almacenado a -20°C, hasta su uso.

6.1.4 Analisis in silico del gen hbp2 en R. linnaei

Mediante la base de datos del GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank) se
realiz6 la basqueda de secuencias reportadas del gen hbp2 de R. linnaei (Anexo 1) (cddigo
de acceso: NC _051183.1) y el transcrito predicho del gen (Anexo 2) (codigo de acceso:
XM_037668894.2). Se utilizd la primera secuencia mencionada para la prediccion de exones

e intrones.
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6.1.5 Disefio de oligonucledtidos

Los oligonucledtidos utilizados para amplificar la region codificante del gen hpb2

fueron disefiados a partir de la secuencia obtenida previamente con los programas oligo

analyzer de la compafia Integrated DNA Technologies (IDT™) y primer Blast® del National

Center for Biotechnology Information (NCBI). En el disefio de los iniciadores se tuvieron las

siguientes consideraciones:

a.

Tamanfio: el tamafio puede variar entre 18 y 30 nucle6tidos de longitud, siendo un
tamarfio ideal de 20-25 nucledtidos (Somma et al., 2006).

Base en el extremo 3’: debe ser guanina y citosina por sus uniones mas estables
debido a sus tres puentes de hidrégeno, para asi garantizar la union del primer o
la secuencia plantilla y la union de la polimerasa (Martinez et al., 2006).
Temperatura de alineamiento: 50 a 65 °C porque menos de 50°C permite que el
primer se pegue a cualquier secuencia y un valor mayor de 65 °C va a impedir
que se pegue por la alta temperatura (Ye et al., 2013).

Tm: La temperatura de fusion debe ser debe ser 2 a 5 °C grados menor a la
Temperatura de alineamiento (Ye et al., 2013).

Contenido de guaninas y citosinas: El contenido debe oscilar entre 40 y 60% de
G-C (Yeh et al., 2012).

Evitar regiones repetidas: evitar mas de 3 bases iguales continuas (Martinez et
al., 2006).

Posteriormente se evaluaron las horquillas para este se tolera una energia libre de
Gibbs AG>-3 kcal/ mol y para la formacion de heterodimeros y homodimeros
AG>-6 kcal mol.

6.1.6 Amplificacidn de la region codificante del gen hbp2 en R. linnaei

La evaluacion de la transcripcion se realizd mediante una reaccion en cadena de la

polimerasa punto final a partir de cDNA obtenido de una retrotranscripcion punto final. Este

proceso se realizo utilizando el kit comercial SuperScript® I11 (Invitrogen, California, USA)

siguiendo el método descrito por el fabricante.
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Posterior a la retrotranscripcion se procedié a realizar la reaccion en cadena de la
polimerasa utilizando el DNA complementario obtenido. Los elementos de esta PCR se
calcularon para un volumen total de 12.5 pL, constituidos por 1 uL de cDNA, 0.5pL de cada
oligonucleotido, 4.25uL de agua grado biologia molecular y 6.25uL de PCR Master Mix 2x
Bioline. Como control negativo se utilizO ARN total tratado con buffer de ADNasa y sin
procesarlo con enzima retrotranscriptasa. Los programas de termociclado se especifican en
el cuadro 2. El producto de la reaccion se visualizo en gel de agarosa al 1% con GelRed™
(GOLDBIO, St. Louis, USA) y se usé como referencia el marcador de talla molecular

Hyperladder™ 1 kbp (Bioline, Luckenwalde, Germany).

Cuadro 2. Programa de termociclado para amplificar la region codificante del gen de hbp2 de R.

linnaei
ETAPA T°C | TIEMPO | CICLOS
Desnaturalizacion inicial 94°C | 3:00 min 1
Desnaturalizacién 94 °C 30 seg
Alineamiento 60 °C 30 seg 30
Extension 72°C 25 seg
Extensién final 72°C | 3:00 min 1

6.1.7 Clonacidn de la region codificante del gen hbp2 de R. linnaei

El producto obtenido de la PCR del gen hbp2 se procedié a purificar mediante el kit
comercial Molecular Biology, EZ-10 Spin Column DNA Gel Extraction (Southern
Labware®, Cumming, Georgia, USA).

La clonacidon y transformacién en células competentes, se realizo utilizando un vector
comercial 2.1 PCR TOPO TA, Invitrogen® (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA) y la cepa E. coli TOP10. Este proceso se llevo a cabo agregando el
producto de la purificacion, calculando la relacion inserto/vector en la pagina biomath de la
empresa Promega® (https://worldwide.promega.com/resources/tools/biomath/). Después de
calcular la relacion, se procedio a realizar la clonacion, siguiendo las indicaciones del

fabricante; es decir: en un microtubo de 0.2 ml se afiadié 1 pl de sales, 1ul del vector 2.1
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PCR TOPO TA Cloning, la cantidad necesaria del producto de la purificacion y agua libre
de nucleasas para un volumen final de 6 ul. Esta mezcla se procedio a agitar e incubar en el
termociclador a 23 °C por 30 min. Posteriormente, se realiz6 la transformacion bacteriana.
En 2 viales de 50 ul de células competentes, se dispuso en hielo por 30 min, después se
agrega 3 ul del producto de clonacién a cada uno de los viales. Posteriormente, se realizara
un choque térmico de temperatura poniendo los tubos a 42 °C durante 30 s y de inmediato se
pasé a hielo por 5 min. Una vez terminado el choque térmico se dispuso 250ul del medio
SOC (2% de triptona, 0.5% extracto de levadura, 10 mM NacCl, 2.5 mM KCI, 10 mM MgCI2,
10 mM MgS0O4, 20 mM de glucosa) y se incub6 a 37 °C durante una hora con agitacion a
200 rpm. Al terminé del tiempo de incubacidn, se colocaran 100 ul de este cultivo en cajas
petri con medio LB (Lurian Berthani) sélido, adicionado con 100 pg/ml de ampicilina; el
cultivo se esparcié de manera uniforme con un asa estéril y se paso a incubar a 37 °C durante
12 horas. Pasado el tiempo de incubacion se tomaron 10 colonias bacterianas crecidas en el
medio y con un palillo de madera estéril se tomaron pequefias muestras y se procedio a
determinar la presencia del inserto en las bacterias mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa de colonia. Cuando se confirmd la presencia de la secuencia de interés, se realizd
una expansion de estas colonias bacterianas, en 5 ml de caldo LB adicionado con 100 ug/mi
de ampicilina. Estos cultivos se incubardn 37 °C durante 18 horas con una agitacion promedio
de 250 rpm. Luego, se realizo la extraccion de ADN plasmidico mediante el kit comercial
ilustra plasmidPrep Mini Spin Kit (GE Healthcare, Chicago, Illinois, USA) siguiendo las
instrucciones proporcionadas por el fabricante. Posteriormente, se enviard a secuenciar el
ADN plasmidico utilizando el método de Sanger, las secuencias obtenidas se analizaron

mediante el programa GENtle.

6.1.8 Andlisis bioinformatico e identificacion de péptidos

Las secuencias nucleotidicas obtenidas se analizaron con las herramientas
bioinformaéticas: a) EXPASYy (https://web.expasy.org/translate/) para identificar marcos de
lectura abiertos y obtener secuencias predichas de aminoacidos, b) ExPASy protscale
(https://web.expasy.org/protscale/la) para identificar en base a la escala Kyte & Doolittle
regiones hidrofébicas en la secuencia, c¢) SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP)
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para predecir la presencia de péptido sefial en la secuencia de aminoéacidos, d) TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMMY/) para predecir la presencia de regiones
transmembranales y €) SMART (http://smart.embl-heidelberg.de) para identificar dominios
de proteinas. Adicionalmente, con la herramienta Clustal Omega se realizara un
alineamiento de las secuencias de la proteina HBP2 y se realizara la comparacion
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/); asimismo, se utilizard este programa para

determinar el porcentaje de similitud con otras secuencias.

Para la identificacion de epitopos B, se utilizaran las herramientas bioinformaticas
ACBpred y BepiPred y se seleccionaran los péptidos con base en resultados obtenidos en los
algoritmos. Finalmente, las secuencias peptidicas se analizardn mediante la herramienta
bioinformatica BLAST.

6.1.9 Sintesis de péptidos

Con base en los andlisis bioinforméticos se seleccionaron dos péptidos (HBP2_1y
HBP2_2) de la proteina y se enviaron a sintetizar quimicamente a la empresa Thermo Fisher
Scientific en un sistema de dendrimeros de 8 ramas (MAPS-8) con el proposito de aumentar

su inmunogenicidad.

6.1.10 Inmunizaciones

Respecto a la generacion de anticuerpos contra la proteina HBP2 se inmunizaron un
grupo de conejos, raza Nueva Zelanda de 2 meses de edad. El grupo estuvo conformado por
tres individuos; es decir, 2 individuos por cada péptido a evaluar y un control negativo. Se
inocularan los peptidos sintéticos en los conejos por via subcutanea a dosis de 100 ug diluidos
en 1 ml, diluido en 300 ul de PBS 1x estéril y 700 pl de adyuvante de tipo Montanide ISA
71VG, el grupo control se inmunizo6 con adyuvante 700 pl y 300 ul de PBS 1x estéril.

El calendario de vacunacion se dio inicio con la primera inmunizacion (dia 0), en

donde ademas se obtuvo suero pre-inmunizacion y posteriormente se aplicaron 2 refuerzos
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cada veintiun dias; es decir, tres inmunizaciones en total (dia 0, 21, 42); posterior al desafio,

se procedio al sacrificio de los animales y a la obtencidn de los sueros hiper- inmunes.

6.1.11 Determinacion de anticuerpos mediante ELISA indirecta

Para determinar el incremento de anticuerpos en los conejos inmunizados se realizo
un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzimas de tipo indirecta. El protocolo utilizado se
describe a continuacioén: 1) Se sensibilizaron placas de 96 pozos de poliestireno de alta union
de la marca Costar® (Corning Incorporated, No. Cat. 3590), con un volumen final de 100 pul
a una concentracion de 4 pug/ml de cada péptido a analizar diluido en buffer de carbonatos
pH 9.6 y se incub6 a 4 ° C, 2) se retiro el buffer de carbonatos y se procedi6 a lavar la placa
aplicando 200 ul de PBS Tween al 0.05%, pH 7.4. El lavado se repiti6 tres veces, aplicando
pequefios movimientos a la placa, se continuo con el bloqueo de la placa, agregando 200 pl
de leche descremada al 5% diluida en PBS Tween 0.05% y se dejé incubando a 37 ° C durante
1 hora 3) Se prepararon las diluciones del anticuerpo primario; es decir, el suero pre
inmunizacién y todos los sueros post inmunizacion de los conejos inmunizados con cada uno
de los péptidos sintéticos. 4) Al terminar el tiempo de incubacion del bloqueo, se procedi6 a
repetir el lavado descrito anteriormente. 5) Se realiz6 la incubacion del anticuerpo primario,
colocando por cada conejo 100 ul de suero pre inmunizacion y todos los sueros post
inmunizacién por triplicado; posteriormente, se incubd a 37 °C durante 1 hora y se volvié a
lavar con PBS Tween 0.05%. 6) Después, se incub6 100 pl del anticuerpo secundario diluido
en leche al 2% en 1:4000 durante 45 minutos; el anticuerpo secundario es un Anti Ilg G H+L
de Conejo hecho en cabra conjugado con peroxidasa de rabano (HRP) (Jackson
ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania, USA). Después de la incubacion se repitieron
los lavados. 7) Se prepard la solucion de revelado, compuesta por citrato de sodioal 0.1 My
acido citrico al 0.1 M, en un volumen de 5 ml cada uno, posteriormente se agregd 4 mg de
dihidrocloruro de fenilendiamina (OPD) y 8 ul de peroxido de hidrogeno (H202). 8)Se
agregaron 100 ul de solucion de revelado por pozo, y se tomo lectura a los 15 minutos a una
longitud de onda de 450 nm. Los resultados se evaluaron y graficaron utilizando el software
GraphPad Prism® version 8.0.1 (244).
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6.1.12 Evaluacion de la eficacia vacunal

Por altimo, se evalu6 la eficacia vacunal de cada péptido mediante la especificidad
de los anticuerpos contra cada péptido. Se realiz6 un ensayo inoculando los péptidos de la
proteina en conejos y posteriormente se desafiaron de manera controlada. Para el desafio se
infestaron (4 conejos) con 10 garrapatas hembras adultas; para determinar si existia una
afectacion en pardmetros biol6gicos como peso individual a la replecion, peso de la masa de

huevos ovipositados y porcentaje de eclosion de larvas.

En los experimentos de evaluacion de la inmunogenicidad y eficacia vacunal se
utilizaron un grupo de conejos control, los cuales solo fueron inmunizados con adyuvante y
solucion PBS. El calculo de la eficacia se obtuvo mediante la siguiente formula 100 [1-(EW
X EO x EH)], donde EW es el promedio del peso de las garrapatas repletas, EO es el promedio
del peso de los huevos por cada hembra y EH es el porcentaje de la eclosion de larvas de

cada grupo. evaluar su respuesta comparandolos con un grupo control.
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VIl. RESULTADOS

7.1 Anélisis in silico del gen hbp2 de Rhipicephalus linnaei.
Mediante analisis bioinformatico se observo la secuencia gendémica del gen hbp2, la
cual tiene un tamafo de 15114 pb, presenta 5 exones y 4 intrones, la informacion se resume
y se esquematiza en la Figura 6. Adicionalmente, se obtuvo el transcrito predicho del gen

hbp2 con tamafio aproximado de 576 pb (Anexo 2).

Cromosoma 8 del genoma de R. linnaei

Locus:119401889

15,114 pb

)

Intrén Intrén r\ 5 6
=k X 0p Intrén 47—& Intrén @
3,718 pb ﬁ 1479 pb Y 6964 pb P 2160 pb

Figura 6. Esquematizacion de localizacion del gen hbp2 en el cromosoma 8 de R. linnaei. Las lineas
en color azul representan los intrones, las flechas y rectangulo en color amarillo, son los exones.

7.2 Disefio de oligonucledtidos

Utilizando los programas bioinformaticos y consideraciones establecidas en la
metodologia, se disefiaron los primers para la amplificacion de la region codificante del gen

hbp2 de R. linnaei, estos son descritos en la Figura 7 y Cuadro 3.

ATGAAGTTTCTTGTACTCTGCCTTGCCTCCACCTTGGCGCTCAGCCAGGCTAAG
GGAGATCCGCCAGCTTGGGCGGATGAAGCGGCAAATGGGGCCCACCAAGACG
CCTGGAAGAGTCTCAAAGCCAGCGTCGAAAGCATGTACTTCATGATAAAGGCC
ACCTACAAGAATGACCCAGTCTGGGGCAATAACTTCACTTGTGTGGCTGTTGCG
GCTGATGATGCGAACGAAGATGAGAAGAGCGTTGAAGCAACGTTTATGTTTTT
CAATAATGCTAACAGGTTATTCCACCGATTTTCTACTGAAAAGGCGACTGCTGT
TAAAATGTATGGTTACAATAAGGAAAACGCCTTTAAATACGAGACAAGGGATG
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GACAAGTGTTCACAGATGTCGTTGCATTCTCCGATGACGACTGCTATGTAATGT
ACGTTCCTGGTACAGACGGAAACGAAGAAGGTTATGAACTGTGGAGTACCTTG
TACGGGTGCGTTCCGCTCAGTTGTTTGGACAAGTTTAATGAATACGCTGCGCGC
ATGGAGGTACGAGACGTGTTCACAAGCAAGIGCGTGGAATAA

Figura 7. Oligonucledtidos para la amplificacién de un fragmento de la region codificante del gen
hbp2. El oligonuclettido en direccion 5'—3', se encuentra resaltado en color amarillo, mientras que
el cebador en direccion 3'—5', aparece en color turquesa. El producto de amplificacion esperado se
muestra en letras de color azul.

Cuadro 3. Caracteristicas de los oligonucleétidos para la amplificacion de la region codificante gen

hbp2 de R. linnaei.

PROTEINA DE INTERES HBP2

Forward Reverse

Secuencia ATGAAGTTTCTT TTC CAC GCA

GTACTCTGCCTT CTTGCT TGT

G
Longitud (pb) 25 18 Tamarnio esperado
del amplicon

Contenido de G-C (%) 40 % 50%
MELT T° 55.3°C 55.3°C
Horquillas AG (kcal/mol) -0.08 (kcal/mol) -0.89 (kcal/mol)
AG (kcal/mole) -3.65 kcal/mol -5.09 kcal/mol 573 pb
Heterodimeros -5.09 kcal/mol -5.09 kcal/mol

7.3 Evaluacion de la expresion del gen hbp2

Mediante la realizacion de una RT-PCR utilizando los oligonucledtidos disefiados, se

obtuvo el amplicon esperado de 570 pb aproximadamente, a partir de cDNA de R. linnaei

extraida de colonia mantenida en condiciones de laboratorio, aislados de Chiapas, Nayarit,

Queretaro y Tamaulipas (Figura 8). También se utilizo como control negativo ARNm sin la

enzima transcriptasa reversa.
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Adicionalmente, se realiz6 amplificacion del gen 16S de los aislados Chiapas, Nayarit
Querétaro y Tamaulipas; ademas de la amplificacion del gen 12S de R. linnaei del aislado de
Chiapas como se observa en las Figuras 9 y 10. Se evidencia en las imagenes un amplicén
del tamafio esperado para el gen mitocondrial 16S de alrededor de 360 pb y del gen
mitocondrial 12S de 420 pb. Después de amplificar con éxito las secuencias deseadas, se
realizo el envio para secuenciacion directamente el producto de PCR purificado. Los andlisis
mostraron que las secuencias obtenidas pertenecen al linaje tropical de la garrapata marron
del perro; es decir, R. linnaei. Este resultado confirma la identidad de la especie y su presencia

en las zonas geogréaficas donde se recolectaron las muestras de garrapata.

600 pb
500 pb-

Figura 8. Amplificacion de la region codificante del gen hbp2 de R. linnaei. Visualizacién en gel de
agarosa al 1%, utilizando GelRed™ . Carril 1: marcador de talla molecular 100 pb, Carril 2y 3: cDNA
aislado Tamaulipas, Carril 4 y 5: cDNA aislado Nayarit, Carril 6 y 7: cDNA aislado Querétaro, Carril
8y 9: cDNA aislado Chiapas, Carril 10: control negativo.

400 pb
300 pb

Figura 9. Amplicones obtenidos de la regién codificante del gen 16S de R. linnaei en gel de agarosa
al 1%, utilizando GelRed™ . Carril 1: marcador de talla molecular 100 pb, Carril 2: cDNA aislado
Chiapas, Carril 3: cDNA aislado Tamaulipas, Carril 4. cDNA aislado Querétaro, Carril 5: cDNA
aislado Nayarit, Carril 6: control negativo.
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Figura 10. Amplicén obtenido de la region codificante del gen 12S de R. linnaei en gel de agarosa al
1%, utilizando GelRed™ Carril 1: marcador de talla molecular 100 pb, Carril 2: cDNA aislado
Chiapas, Carril 3: control negativo.

7.4 Clonacion de la region codificante del gen hbp2 de R. linnaei

Se seleccionaron 10 colonias, procedentes de la clonacion y transformacion de la cepa
E. coli TOP10 con el inserto de la region codificante del gen hbp2 de R. linnaei, se observo

que todas las colonias fueron positivas; es decir, mostraron amplificacion con el tamafio
esperado; excepto la colonia 9 (Figura 11).

1 23 456 7 8 9101112 13

=
600 pb |, = o 8 o —
500 pb |

Figura 11. PCR de colonias transformadas con el gen hbp2 de R. linnaei. Visualizacion en gel de

agarosa al 2%, utilizando GelRed™. Carril 1: marcador de talla molecular 100 pb, Carril 2-11:
colonias 1-10, Carril 12: control positivo, Carril 13: control negativo.

7.5 Secuenciacion de la region codificante del gen hbp2 de R. linnaei.

Se secuenciaron por duplicado los DNA plasmidicos de las colonias 6 y 8

transformadas con “TOPO+ HBP2”; posteriormente, se analizaron los electroferogramas y
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se obtuvo una secuencia consenso (Anexo 3) mediante edicion. Después, se realizaron

analisis bioinformaticos y alineamientos.
7.6 Analisis bioinformatico e identificacion de péptidos

La secuencia de aminoacidos de la proteina, se obtuvo mediante la herramienta de
buscador de marcos de lecturas ORF finder del NCBI (Figura 12).

>HBP2 experimental
MKFLVLCLASTLTLSQAKGDLPAWADEAANGAHQDAWKSLKASVESMYFMIKAT
YKNDPVWGNNFTCVAVAADDANEDEKSVEATFMFFNNANRLFHEFSTEKVTAVK
MYGYNKENAFKYETRDGQVFTDVVAFSDDDCYVMCVPGTDGNEEGYELWSTLY
GCVPLSCLDKFNEYAARMEVRDVFTSKCVE

> HBP2 predicho; NCBI Reference Sequence: XP_037524822.1

MKFLVLCLASTLALSQAKGDPPAWADEAANGAHQDAWKSLKASVESMYFMIKAT
YKNDPVWGNNFTCVAVAADDANEDEKSVEATFMFFNNANRLFHRFSTEKATAVK
MYGYNKENAFKYETRDGQVFTDVVAFSDDDCYVMYVPGTDGNEEGYELWSTLY
GCVPLSCLDKFNEYAARMEVRDVFTSKCVE

D Aminoécidos no polares o hidrofébicos en ambas secuencias.

D Aminoéacido acido (carga negativa) en una secuencia y aminoacido béasico (carga
positiva) en la otra. Es decir, 4cido glutdmico (carga negativa) vs. lisina (carga positiva).

O Aminoécidos polares sin carga en ambas secuencias.

|:| Aminoéacidos diferentes. Treonina (polar sin carga) vs. alanina (no polar hidrofdbica).

Figura 12. Secuencia experimental obtenida de la regién codificante del gen hbp2. Los aminoécidos
coloreados muestran las diferencias entre las secuencias. Los colores utilizados indican la similitud o
diferencia entre los aminoacidos en cada posicién comparando la secuencia obtenida de forma
experimental y la secuencia predicha por el algoritmo en NCBI.

La secuencia de aminodacidos fue analizada utilizando herramientas bioinformaticas
para determinar la homologia de la secuencia de aminoacidos con proteinas relacionadas, la
comparacion se realizd6 mediante la herramienta BLAST del NCBI y Clustal Omega para
obtener los porcentajes de identidad (Figura 13 y 14). Con base en los alineamientos se

determind que la proteina HBP2 tiene una identidad del 61.05% con la proteina HBP1 de la
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especie Rhipicephalus microplus; mientras que la especie Rhipicephalus appendiculatus

obtuvo un porcentaje de identidad del 71.68% con la HBP2 R. linnaei.

1: HBP1M 166 .00 61.05 58.72
2: HBP2L 61.85 100.00 71.68
3: HBF2A 58.72 71.68 100.80

Figura 13. Matriz de porcentajes de identidad. En la figura se muestran los porcentajes de identidad
para tres secuencias que corresponden a diferentes especies de garrapatas: 1. Rhipicephalus microplus
(HBP1M); 2. Rhipicephalus linnaei (HBP2L) y 3. Rhipicephalus appendiculatus (HBP2A); cada
namero se correlaciona con la secuencia especifica de cada especie.

HBP1M MKLLLLSFAFVLALSQVKGNKPYWADEAANGAHQDALKHLKNCVADAYDMVKATYNNDPY 60
HBP2L MKFLVLCLASTLTLSQAKGDLPAWADEAANGAHQDAWKSLKASVESMYFMIKATYKNDPY 60
P2 e=s=ssesesssss=s=s AANQPDWADEAANGAHQDAWKSLKARVENVYYMVKATYKNDPY 43
Tk kkkkkokdkkkkkkk ok kk kL ok ok IkkkkIkkkk
HBP1M WGNNFRCLFAAFDSFDEDEKSVEAWFMFINDVDDIY -QSSQEKATAVKMYDYNKENATTY 119
HBP2L WGNNFTCVAVAADDANEDEKSVEATFMFFENNANRLFHEFSTEKVTAVKMYGYNKENAFKY 120
HBP2A WGNDFTCVGVMANDVNEDEKSIQAEFLFMNNADTN-MQFATEKVTAVKMYGYNRENAFRY 102
kkkIh kI L . IkkkkkIlk kikikD Dol ok kkkkkk kR IkkkI K
HBP1M VTEDGRNLTDILAFSDDNCYVVYALGADGTEGGYELWAKDSENVPTSCLEKFNEYAAGLP 179
HBP2L ETRDGQVFTDVVAFSDDDCYVMCVPGTDGNEEGYELWSTLYGCVPLSCLDKFNEYAARME 180
HBP2A ETEDGQVYFTDVIAYSDDNCDVIYVPGTDGNEEGYELWTTDYDNIPANCLNKFNEYAVGRE 162
*.okkD IRKkIIRIkkkIk kI . kIkk.k KkkkkD, Tk Lk IkkRkkRR.
HBP1M VRDVFTKDCFPDAE 193
HBP2L VRDVFTSKCVE- - - 191
HBP2A TRDVFTSACLE--- 173
Skkkkk L kL

Figura 14. Alineamiento de las secuencias de R. microplus (HBP1M); R. linnaei (HBP2L) y R.
appendiculatus (HBP2A); los asteriscos (*) y puntos (.) indican aminoécidos conservados en las
secuencias.
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7.6.1 Hidrofobicidad

Se analizo la hidrofobicidad con la herramienta Protscale (las regiones hidrofébicas
tienen un valor superior a 1.6 en el score), con base a la escala Kyte & Doolittle, se evidencia

una region hidrofébica en los primeros aminoacidos (Figura 15).

ProtScale output for usergequence
3 T T r T
Hydropath. / Kyte Doolittle
2 | i
1 F i
b
g8 Or 1
[p]
-1 b 4
2 b i
-3 1 I I 1 1 1 1 1 |
0 20 40 60 80 100 120 140 160 180
Position

Figura 15. Anélisis de prediccion de regiones hidrofobicas de la proteina HBP2 de R. linnaei con el
programa hidrofobicidad Kyte & Doolittle.

7.6.2 Prediccidén y clasificacion de topologias transmembrana

Con base en andlisis bioinforméatico mediante el algortimo TMHMM se determind
que la proteina no tiene un dominio transmembranal (Figura 16), se evidencia que la proteina
estd afuera de la célula. Asimismo, se evidencié que la proteina carece de hélices

transmembranales.
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Figura 16. Analisis bioinforméatico de topologias transmembranales predichas por el algoritmo TMHMM.

7.6.3 Péptido sefial

El anélisis con SignalP-6.0, reveld la presencia de péptido sefial en la secuencia

estudiada que se posiciona entre los aminoacidos 17 y 18, este péptido inicia desde el

aminoéacido 1 al 17 y se encuentra fuera de la célula a partir del aminoacido 18 al 191 (Figura

17). Adicionalmente, basados en las predicciones de SMART en blsqueda de dominios

funcionales, se estable un dominio Pfam asociado a la proteina de union de histamina de la

SignalP 6.0 prediction: HBP2
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Figura 17. Andlisis del péptido sefial predicho en la proteina HBP2 de R. linnaei con el programa

SignalP-6.0.
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Figura 18. Analisis de la arquitectura de los dominios en la proteina HBP2 de R. linnaei con la

herramienta SMART.

7.7 Identificacion y seleccién de péptidos con epitopos B predichos de la
proteina HBP2.

Utilizando herramientas bioinformaticas, se seleccionaron dos secuencias peptidicas

HBP2-1 y HBP2-2 con epitopos B; posteriormente se realiz6 una comparacion de los

resultados (predicciones obtenidas) en Microsoft Excel®. Adicionalmente, se realizd una

busqueda con la secuencia de los sitios de union de la histamina con la herramienta

INTERPRO y una comparacion con los ligandos de histamina en la especie Rhipicephalus

appendiculatus descritos por Paesén et al. (2000). La informacidn completa de las secuencias

seleccionadas se encuentra en el Cuadro 4.

Cuadro 4. Caracteristicas de los péptidos disefiados de la proteina HBP2 de R. linnaei

HBP2-1 HBP2-2
Secuencia YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
Posicién en la 48-67 106-126
secuencia
longitud 20 aminoécidos 21 aminoécidos
Herramientas bioinformaticas
Hidrofobicidad | YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
Flexibilidad YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
5 Accesibilidad YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
o
w
g giros YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
Expuesto a YFMIKATYKNDPVWGNNFTC | AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ
superficie
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Polaridad

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

Propension
Antigénica

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

ABCpred

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

Bebipred

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

IEDB

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

INTERPRO (sitios
de union)

YFMIKATYKNDPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

R. appendiculatus
Paesén et al. (2000).

YFMIKATYKNBPVWGNNFTC

AVKMYGYNKENAFKYETRDGQ

Nota: En el cuadro se presentan los resultados del andlisis bioinformético. La prediccion de
secuencias lineales que contienen epitopos B estan resaltadas en color amarillo. Los ligandos de unién
a histamina, propuestos por Paesén et al. (2000) se han sefialado con los siguientes colores: Amarillo
(Union baja) y verde (Unidn alta).

Adicionalmente se realizé un modelaje 3D de la proteina HBP2 con el software

Chimera (Figura 19), este esquema contiene los péptidos predichos con el fin de identificar

la ubicacion dentro de la estructura.

Figura 19. Estructura de la proteina HBP2, el diagrama muestra la disposicion de los péptidos
disefiados; HBP2_1 (amarillo) y HBP2_2 (verde).
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7.8 Resultados de la evaluacion de los anticuerpos contra la proteina HBP2
mediante ensayo de inmunoabsorcién ligado a enzimas indirecto (ELISA
indirecta)

El anélisis de la respuesta inmune contra los péptidos de R. linnaei se presenta en las
Figuras 20 y 21. Mediante ELISA indirecta, se evaluo la generacion de anticuerpos para la
dilucion 1:500 en sueros de conejos obtenidos después de cada inmunizacion del grupo
control y grupo experimental, con la mezcla de los péptidos a una concentracion de 100 pg
de cada péptido. Los resultados mostraron un aumento significativo en la densidad Optica; es
decir, un incremento en la produccion de anticuerpos anti-HBP2 en los conejos inmunizados
con el péptido 2 (HBP2_2), especialmente después de la segunda inmunizacién (Figura 22),
se evidencio que la estimulacion de la produccion de anticuerpos fue més eficiente en el
individuo (conejo 5). En contraste, no se observé produccion de anticuerpos en los conejos

inmunizados con el péptido 1 (HBP2_1).

Péptido 1
HBP-2
0.8 )
Conejo 3
0.6 -=- Conejo 4
E Conejo control 1
E 0.4 - Conejo control 2
o -¢- Punto de corte
© 0.2
*------ *----- +----- -
———
0.0 1 1 1 ]
0 21 42 57
Periodo de inmunizacion (Dias)

Figura 20. Gréfica de la inmunogenicidad del péptido HBP2-1. Dilucion 1:500. Conejos 3 y 4
inmunizados con 100 ug del péptido; conejos 1 y 2 inmunizados con adyuvante.
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Peptido 2
HBP-2
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(] -¢- Punto de corte
© 0.2
0.0 1 1 1 1
0 21 42 57
Periodo de inmunizacion (Dias)

Figura 21. Gréfica de la inmunogenicidad del péptido HBP2-2. Dilucién 1:500. Conejos 5y 7
inmunizados con 100 pg del péptido; conejos 1 y 2 inmunizados con adyuvante.

7.9 Evaluacién de la eficacia vacunal

7.9.1 Infestacion experimental

Se realiz6 una infestacion experimental controlada en los conejos 5 (hembra) y 7
(macho). Cada conejo fue infestado con 10 garrapatas hembras adultas y se recolectaron entre
los dias 8 y 10 posteriores a la infestacion. Los resultados mostraron que los anticuerpos se
mantuvieron durante el estudio, como se evidencia en la Figura 22. El conejo 5 presentd una

respuesta inmune particularmente estable.

Péptido 2
HBP-2
0.8 -
Conejo 5

0.6 -= Conejo 7
E Conejo control 1
S 0.4- Conejo control 2
(o] -+ - Punto de corte
© 0.2

0.0 T T

I
0
¥ ¥ § § § ¥§

Pre Post-1 Post-2 Post-3 Post-3 Post-3
15 Dias 21 dias Final

Periodo de inmunizacion (Dias)
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Figura 22. Gréafica de determinacion de anticuerpos de los conejos 5y 7 inmunizados con el péptido
HBP2-2, durante la infestacion experimental controlada. Los sueros fueron utilizados en una dilucion
1:500.

7.9.2 Evaluacioén de los parametros biologicos

Se analizaron varios parametros bioldgicos para determinar la eficacia vacunal,
incluyendo: Peso de las garrapatas repletas, masa de huevos ovipositados y efecto sobre la
viabilidad de las larvas. Se evaluo el efecto de la respuesta inmunitaria sobre el peso de las
garrapatas como primer pardmetro biologico, y los datos se presentan graficamente en la

Figura 23.

Pesos garrapatas

200+

150 T

100 —

Peso (mg)

50

I
Control HBP2

Figuras 23. Peso promedio de las garrapatas recolectadas.

La comparacion entre el grupo tratado con HBP2_2 y el grupo control, mediante la
prueba de t-Student (P<0.05) no mostré diferencia estadistica significativa en el peso
promedio de las garrapatas (t =0.7499; P=0.41617) lo que sugiere que no hay afectacion de
las inmunizaciones sobre el peso obtenido de las garrapatas. Sin embargo, se evidencié una

disminucion del 6.67% del peso en las garrapatas desafiadas con HBP2_2.

La evaluacion del segundo parametro biologico; la oviposicion, se realizd mediante
la cuantificacion de la masa de huevos ovipositados por garrapatas control y garrapatas

sometidas a tratamiento. Los datos se presentan graficamente en la Figura 24.
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Figura 24. Masa de oviposicién obtenida con el total de garrapatas.

El andlisis estadistico comparativo entre el grupo tratado con HBP2_2 y el grupo
control no revel6 diferencias significativas en la masa total de oviposicion (t = 0.9531, P=
0.3514), lo que indica que las inmunizaciones no tienen un efecto notable sobre la
oviposicion. Asimismo, se encontrd que las garrapatas expuestas al péptido HBP2 2
presentaron una disminucién del 9.66% en la produccién de huevos, sugiriendo un efecto

sobre la capacidad reproductiva de las garrapatas.

El impacto del péptido HBP2_2 en la viabilidad larval fue evaluado como parametro
bioldgico final. Los resultados mostraron que, en presencia del péptido, el porcentaje de
huevos no eclosionados aument6 (Figura 25). Sin embargo, no hubo diferencia estadistica
significativa mediante la prueba t-Student (t=1.174, P= 0,2537). Ademas, se evidencid que
la exposicion al péptido provoco una reduccion significativa en la tasa de eclosion (16%) en

comparacion con el grupo control.
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Figura 25. Viabilidad de las larvas, contabilizados en masa de huevos eclosionadas.

7.9.3 Calculo de la eficacia vacunal

Para determinar la eficacia vacunal (E), se consideraron los siguientes parametros:
Peso promedio de garrapatas repletas (EW), produccion de huevos por hembra (EO) y tasa

de eclosion de larvas (EH) (Figura 26). Los resultados obtenidos se detallan en el Cuadro 5.

E =100 x [1 - (EW x EO x EH)]

Figura 26. Férmula para calculo de eficacia vacunal.

Cuadro 5. Eficacia de los péptidos evaluados.

Péptido EW (%) EO (%) EH (%) E (%)
evaluado
HBP2_2 0,93 0,90 0,84 29,42%
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Los resultados obtenidos muestran que el péptido evaluado tiene efecto en los
pardmetros biologicos de R. linnaei; siendo necesario estudios complementarios que

permitan ratificar los resultados obtenidos en esta investigacion.
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VIII. DISCUSION

Las garrapatas son los parasitos hematdfagos de mayor relevancia en medicina
veterinaria, debido a su impacto negativo en la salud animal y por el riesgo de transmision
de patdgenos con potencial zoono6tico a su hospedante (Dantas-Torres, 2008; Estrada-Pefia,
2015). Los estudios realizados en México estiman que el impacto econdmico por garrapatas
haciende a US$ 573.61 en la especie Rhipicephalus microplus (Rodriguez Vivas et al., 2017).
Sin embargo, se ha estimado que las garrapatas y las enfermedades que transmiten son un
tema que preocupa a todos los paises, debido a las pérdidas econdémicas asociadas a los
tratamientos, control, pérdidas de produccién, muertes e impacto en la salud humana
(Rodriguez Vivas et al., 2017; Springer et al., 2021; Paucar-Quishpe et al., 2023), de igual
forma, Almazan (2010) menciona que la necesidad de controlar este parasito ha propiciado
el uso indiscriminado de acaricidas quimicos, causando problemas de contaminacion
ambiental y la generacion de resistencia; por esta razon es crucial establecer medidas
efectivas para controlar las garrapatas y prevenir la propagacion de enfermedades, una
estrategia prometedora, es la identificacion de blancos moleculares en la garrapata, para el
desarrollo de vacunas (De la Fuente y Contreras, 2015). Actualmente existen vacunas
comerciales contra la garrapata del ganado R. microplus, la cual ha demostrado ser elemento
importante en el control integrado de este parésito (Rodriguez Vivas et al., 2010). Sin
embargo, para la especie R. linnaei ain no se tienen antigenos vacunales que sean utilizados
de manera comercial. Por lo tanto, dada la importancia de la especie y el marcado incremento
de la tenencia responsable de caninos como mascotas, se propuso la caracterizacién de un

antigeno vacunal.

En cuanto a la proteina de unién a la histamina 2 (HBP2) ha demostrado ser relevante
durante el proceso de alimentacion, su principal funcién reside en la modulacion de la
respuesta inmune del hospedante, permitiendo cumplir el proceso eficientemente en las

garrapatas.
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En 1977 Chinery y Ayitey-Smith, mencionan que los extractos de glandulas salivales
de Rhipicephalus muestran una actividad bloqueadora de histamina; sin embargo, ain no se
habia caracterizado para la época. El primer estudio sobre la proteina fue realizado por Paesén
et al., (1999), los autores caracterizaron en glandulas salivales de R. appendiculatus tres
proteinas de union a histamina, denominadas RaHBP1, RaHBP2 y RaHBP3, mediante
inmunotransferencia y RT-PCR confirmaron que la proteina HBP2 se expresa
exclusivamente en hembras; este patron de expresion se relaciona con lo observado en el
presente estudio en la especie R. linnaei, mediante RT-PCR se determind que la proteina
HBP2 se expresa en hembras adultas y la transcripcion se demostré al obtener de cDNA el
amplicdn esperado de 570 pb, que coincide con lo informacion de las bases de datos. Por
otra parte, (Garcia et al., 2007) mencionan que la proteina de union a histamina es miembro
de la familia de proteinas lipocalinas, estas son moléculas tipicamente pequefias, con masa
molecular promedio de 15- 20 kd; el andlisis bioinformatico del presente estudio, determind
que este organismo posee la secuencia genémica del gen hbp2 con tamafio de 15114 pb
(15kd), con 5 exones y 4 intrones.

A partir de la secuenciacion de la region codificante del gen hbp2 en diferentes
aislados de la especie R. linnaei y su posterior analisis bioinformatico, se establecié tamafio
de 191 aminoécidos. Lo anterior, es comparable con los resultados obtenidos por Paesén et

al. (1999, 2000), donde obtuvieron un transcrito de 175 aminoacidos.

Con base en los analisis bioinformaticos realizados a la secuencia obtenida, se
determind la hidrofobicidad, utilizando la escala de Kyte y Doolittle (1982), esta escala se
utiliza para detectar regiones hidrofébicas en proteinas. En el presente estudio, se identifico
una regién hidrofdbica en los primeros aminoacidos de la secuencia proteica, coincidiendo
con el péptido sefial (SP), el cual esta compuesto por una serie de aminoécidos hidrofdbicos,
comprendidos del residuo 1 al 17. Owiji et al. (2018) mencionan que las proteinas con péptido
sefial, generalmente son proteinas secretadas al medio extracelular y se encuentran
principalmente en eucariotas, su tamafio tipico varia entre 25 y 30 residuos; sin embargo, los
SP pueden tener tamafio de 16 aminoacidos, este tamafio coincidio con lo predicho por el
algoritmo (17 aa). También se logré definir la estructura del SP compuesto por tres partes:

region N, regién H'y region C (sitio de escisidn), aspecto que se relaciona con lo mencionado
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por los autores citados anteriormente. Ademas, se determinG que la proteina no tiene un
dominio transmembranal; por tanto, no esta anclado a la membrana, y carece de hélices
transmembranales y la region del dominio funcional obtenido en este trabajo corresponde al

Pfam asociado a la proteina de unién de histamina de la garrapata.

Se determind la inmunogenicidad de la proteina HBP2 de R. linnaei; es decir, la
capacidad de los péptidos para inducir la produccion de anticuerpos especificos contra HBP2,
mediante andlisis de ELISA indirecta. Se obtuvieron titulos especificos anti-HBP2 en el
grupo inmunizado con el péptido HBP2_2. Este estudio representa la primera evaluacién de
la inmunogenicidad del péptido de esta proteina; por lo tanto, no se evidencia literatura o
datos previos que proporcionen informacidn que permita comparar su capacidad para inducir

una respuesta inmune.

El experimento de infestacion se realiz con el péptido inmunogénico HBP2-2 ;
debido a los resultados obtenidos; es decir, la respuesta inmune no decrece por debajo del
punto de corte con inmunizaciones posteriores y los individuos evaluados generaban
anticuerpos desde la segunda inmunizacion con diferencia estadistica significativa respecto
al control; sin embargo, se evidencid que los conejos inmunizados si difieren en su respuesta
inmunitaria; Roth et al. (1999) , mencionan algunos factores del huésped responsables del
fallo de la vacuna como son: desnutricion, estrés, infeccion concurrente, la inmadurez o
senescencia del sistema inmunitario. En algunos estudios realizados se ha determinado
efectividad de la vacuna sesgada en funcién del sexo, esta afirmacion es confirmada por
(Klein et al., 2015; Fischinger et al., 2019) donde sefialan que las hembras tienen niveles méas

altos de anticuerpos especificos de antigeno inducidos por las vacunas.

La evaluacion de la eficacia vacunal de la proteina HBP2 de R. linnaei, fue
determinado con la formula que incluye los parametros de efecto sobre el peso de la
garrapata, capacidad de oviposicion y fertilidad. Durante la infestacién experimental, se
evaluaron los parametros biologicos reportados por De la Fuente et al. (1999), la variable DT
(efecto sobre garrapatas adultas hembras) fue sustituido para este estudio, por el efecto sobre

del peso promedio de las garrapatas.

Con base en el analisis estadistico, no existe diferencias significativas para los

parametros evaluados entre los grupos vacunados y el grupo control; sin embargo, se
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evidencio una disminucion del 6.67% en el peso promedio, 9.66% en la produccion de huevos
y 16% en tasa de eclosion en las garrapatas alimentadas con conejos inmunizados con el
péptido HBP2_2.

Los resultados revelan que este péptido altera positivamente los pardmetros
biologicos de R. linnaei, obteniendo una eficacia vacunal del 29,42%. Este trabajo
proporciona informacion valiosa sobre la caracterizacion de la proteina de unién a la
histamina 2 (HBP2) de Rhipicephalus linnaei y evaluacion de su eficacia vacunal, para
futuras investigaciones.
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IX. CONCLUSIONES

Esta es la primera investigacion en relacién a la caracterizacion de la proteina de
union a la histamina 2 (HBP2) de Rhipicephalus linnaei y evaluacion de su eficacia
vacunal.

En este estudio se evidencio la transcripcion del gen hbp2 y la expresion en hembras
adultas en la especie Rhipicephalus linnaei.

Se determiné que el péptido HBP2_2 es inmunogénico, estimulando la produccion
de anticuerpos especificos en conejos.

En la evaluacion de los parametros bioldgicos para determinar la eficacia vacunal, se
evidenci6 una disminucion del 6.67% del peso, 9.66% en la produccién de huevos y
16% en tasa de eclosion en las garrapatas desafiadas.

Se determiné que la eficacia vacunal de la proteina HBP2 de Rhipicephalus linnaei
fue del 29,42%.

Finalmente, con los resultados obtenidos se acepta la hip6tesis planteada en esta
investigacion, la especie Rhipicephalus linnaei tiene el gen que codifica para la
proteina HBP2 y los anticuerpos contra esta proteina generan eficacia vacunal.
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XIl.  ANEXOS

Anexo 1. Secuencia genomica del gen hbp2

>NC 051183.1:52724872-52739985 Rhipicephalus sanguineus isolate Rsan-2018
chromosome 8, BIME Rsan 1.4, whole genome shotgun sequence
CCGAAGCGCTCCATACACCGACGGAACATTGAAGGAAGTCAGCATGAAGTTTCTTGTACTCTGCCTTGCC
TCCACCTTGGCGCTCAGCCAGGCTAAGGGAGATCCGCCAGCTTGGGCGGATGAAGCGGCAAATGGGGCCC
ACCAAGACGCCTGGAAGGTAAACGCTTTAACACTGATTGCAGTGTTCTTGAATGAAGAAAGCTGTCGAAT
GGAAAACTTGACGAATGTGCGCACTGCGAATTCACACGCTTTGGTTCCCCCTGTCATCAATCCAATGTAT
TGCACTTTTAGGCGAACAAAAACGCTAGTGATGACACTCTTTATAGTCTCGACACCCCATGCCTTCTGTG
AAGCACGACACCGCAAACCGTCACACCACATCTCGTACGCTGTCTACAAGTTTCTCTTGCGACCACGAGG
CCAGCTTTCACACTGACCTCTGTCGAGATGTAGGCAAACCCCCATTCTCTCTCATTACCTCCAAATGAAT
TGAATTTTTTGAGCGACCTTCGCGTATTCAATGAATCGCTTCTATATTCTAATTGAAGGATGGAGTTATG
CCCTTAGTATAAATTGTGCTTCCATGTCTCACGAAAGCGGCCATAAGTATTTTAAGCACACATACTGTGG
CAATCCTTATTACTGCGATAGCAATCGTGTAGACACTCTCGACGGATTTTTGCCGTTGGCGTCGCCGTCG
CTGTCATTTTCTCTATAAAATCCAAATTGACAATATCACCCTTCACTTCACATACAAAGGATCTAATAAA
GGATAGAAAGGATCTAATGAAAATTGACAGAACAAAGGAAATGAACTCTGTTCATGACTTCCAGCTTATA
ACGCGGTGAGTGACGGCGACCGAAAGACTACAAATTATCATGCAGAAACAAAAGCTGCTCTATGTGACCT
GGCTTCAGGCTCTCGCCGTGATGCTGCAGTGTTTCTTGCAGTTGGAAACATGCGCGTACTGGGTACCTCA
GTAGTAGGGATGGGAAAGTATCGCAAAGAAATATCGGCAATACATGGATAAAGTGCAGCTCCATGATCTG
CGGTGCGGCAATGGCGACTGCCGCACCGCAGATCACGGAGCTGCACTTTATCAATGTCTCGCAAAAATTG
ATTTCCAATTTGCACAGCATGAACAAATTTTCGCATGTGAAACCAACCACCGAAGATATTGCGAGTAAAA
GTCGGGACGTGTCACGGTGCTTGCGGCACACGCGACCGAACTACCTAAGAAGTCCGTGCCTTCGTTTCGG
ACGCCAAGTCATGAGGGGCTTGACAGTTTTCTCCTGCTTTTTTTTTTCTTTTTTTACTTGTGGAAATTGC
ATAATCCCCTTAAGAATAAACATGCGCTCACTCCTGAACCAGGATATCGGTGAAAGTTTTAAGAAAGGCC
TAGTGTAACGAAGTTAGCGTTGGTTTTAGCCACCACACCCTAACCAAGCTGCGCCATTGGCCTTTATCGC
GTTTTAGGTATTCGTCCTGTCGAGTTATTCGAAACTTGGAATACTAGCTATTCGAAGATAGAATCGAACT
ATTGGATTAGGTATTCGATTCCAATTCGAAACTCGAACATTGGCACACCCCTACTAAATTTTTGTTGAGT
TCCGCGAGATCGGATTCAAAAGAGTTTGCCGCTTGGCTTACCTTGTGTAACTTTTACAATATGTTGCCAT
TGCATTCGTTGCTTCGGCCATGAGCGCAAATGTTATTTTAATTTTTTCTTCTTTTTCGTATTCGCTCGAC
TTGTGCTGCGCTAAAACAACATCATGGTCATGTCGTATCAATTGAGGCAATCCGCCACGTCAATGTGAAA
CTATATCGCCGTGTTCGAGGTTTTTATTTTTCACTCCCATTATTTAAAAAAGTTGGCATCTTTTATACCC
TGACCCATAGCGTACGAGGACGAGGAAAAAACGTACGAGGACAATTTTGATGTATTAAGTTGATTAGCGC
AAGGAAAATGTTTCGCCAAAGAGCGAAAATCAAAAGCATGATATAGGAGACATCGCTAAAACCGCAATGA
CATTGCGAATAACGTATTCGTACGAGGTCGACTGGGTTTCCATGCAAATCACGCTGGACAACGTCTGAAG
CAGCTCTGTAATGTTGACGATGCGTCACGTGAGGTTCCAAATTGCATAATCCAGTACAGGCGCAGGATGC
ACTTCATGGATGTCCAAGCGATAGCCGCTGCGCTGGCTTATGTGATAGGGGTCGAGCTCGGAAGTACGAG
TGTTGCATATTAATTACCGTCAAAGGTTGCTGCATCTCAGATGGCTCAGATGGCGGAGAGTACGCGTGCT
CCACCACTAATGCGTTCTGAGGCCATCCTAATTTTTACTGCAGAGATTCTATGATCGAGGTTTGCGGTTC
ATCGTAGATATAAAAATATCATCATGAAACGGCACGCGCTCAATGACCACTCAAATATGCGGTACAGGTG
GTTAACAAAGGAAGCTGAAACGGCGTGATTCTGCCCAACATACGTGACACATAGGCGCTGTAGGAATGTT
ACAGAAAAGCTGTTATGGACGATATTTGCCGTGTGTCGTGGATAAAAAATTATCATGAACCGCCACGCGC
TCAATGAACACCCAAGCATTCTGTACTGATGGTTAAAGAGGTCCTCACACAATTTTTAGAGTAATCGTCT
CATGGCTTTAATAAAAGAGCTTAATGCCTCACCAATCGACTGCCGCAAAAATTTTTAGGATCCGTCAACC
AGAATCGGAGTCATAGGGAGTTGCAGCATGCTTCAAGCGCTCTCTCTCTACGCTGGGAGAGTGATGACAA
GGGGGCAAGAAGATGCGTCCCTTCGTCAGCGCGCGTCATGATCTGGAGCACTTCTTGTCATGTTCTTTTT
TTTTTCGAACACGCTGCTTATTTTCGGTGTGATCCCGAGCGAGCGCGCGGGCATGTGGCGGCATCCCACG
GTGTCAACGGGAACTATGCGGCAAGCGATGCTCAAACCAGCCAAATTCCGGGGACTTGGGTATATGGCGC
AGCAATTTGGGTATATGGAATCAGTTGTAGTGAGAAGACGGAGTGAATTGTAGTTGGCTGAGAAATAATT
GTAAGCGCTAGGCCGTGTGCCCCGCTGTAATAATGTTTAGCTCGCGTGTTCTCAGGATCCTCGACTACCA
ATGGGCAGTGTTTCCTGACCATGCTGAAAAAGAGTGGCCGGGCCCCTTTCACAAAAGAAGCTGAAACGTG
CCCATCAGCACTAATGGGGCCCAGCCTTGCGCGACTTCGTGCTAGCTGCGCTAATTTTTTTGCTCGTTAA
ACCATACAACTTCAAAATTCAACAAATGATGAAAAGTTGCGTAATCTAGATGCACCAAAATAAGTGTTGG
CTTCATTGCTGTAAATACGGAGCAGTTGTAACCTCGGTAGCAAATATTCGCCTAGTTGTTCATGCATATT
AAATAAAAGGCACCTGATCGGTTTGGATTTGATTTTAATTCCTCAGTCGATGCACTAGCTTTCTCAACCT
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TATGTGGTTGTGCATCACCTCCAAGATCGTAGGCAGTGCAAGCTTTTTGCACCTCACCTGGGTTTATACT
GCAGCCGGGATGGCTCACAGTTGTCGAAGCAATACTTTCGGTGCGATGCCGTCACCATGCGACGTTTCAT
TCTCTCTGTCACGATGATGTTGGAAATTTTGGCGATCCGTGACACCATGAAGTCTTCACGTGCTTGCCTC
ATGGCTTGACGGTGATAGTTTGCAACCCTCGTTGCGGCTCCGCCGTTGAAGCGGACGGTCAATTTTCGTG
TTTGATGAGGCATCAAATGCTTTCACCTTAACATCGCACTAGACATTTCGAAAGTGGAATTCAAGTGGCA
GTGTAATCGCGCCTATATATTTCAGAGTCTCAAAGCCAGCGTCGAAAGCATGTACTTCATGATAAAGGCC
ACCTACAAGAATGACCCAGTCTGGGGCAATAACTTCACTTGTGTGGCTGTTGCGGCTGATGATGCGAACG
AAGATGAGAAGAGCGTTGAAGCAACGTTTATGTTTTTCAATAATGCTAACAGGTTATTCCAGTAAGTACC
TTGTTCTTGCCCACTATATCTGTCAAAAATATTTTGCATATTCACCAGCAACCAGCACAACAAGCTGAAC
TAGACATCATTTTGTTTTGTACACGATAGTGGAGCACTGCTACTGCACCGGACGCAACGCAATCTGGGAG
TCAGAAAAGCTACAGGCTATTTGGGCGAAGGAAGTTTGGTGGTATTTATTGCCGAATAGGCAGTAGCATC
GTCCCAAAAAGTGGATCAAGCACAGACTTCCGGAGCGGGAGCACGTACTGTAGCGATGAGAAGAAACGCG
AACGCCGGGAAGCGTGACCTTCGGTACACTCAGCGCCGGCTAGCCTCGGTCGCCTATTCCGAGGCTGCGT
GTCAAACTCCGATTTTCCTTGGTTTACTGTTACGCGGACCTGCGTCTTTTGCCGGCACCACCGTTGCGCT
AGAATTTTGTTCCGGCTGGCACTACCGCATCGCATGTGCTTATCATCTGCCAGTCATATCTGGCCACAAC
CTGGCCAAGATTCTAGCTCGACGGTAACGTAGGGTGCAAGGACAGATTCCCCTTGAGAGAAACAGGGTCA
TATCGAAGTTGGGCGCCTGGTTTCGGACTAGCCGACTGACGCTACGCTACGCTGACTGTTCCCAAAAGAG
CGTTTTCTGTTGCTCGCCTTTCGGTTCATCACGATAGCAAGTCCTATAATTTCTGCACGTTGTACCGACA
AATTTGGTGCATCATAGGTATGAACGTTATATGAATAACTCTTTACTGTTTATAGTATCTTCTTTATTTA
AGCGAAAAATACTGCAAAGATATGTTTAGCTTGAGCTGTTTACTATTATTTTTTCAGGCCATGTTTAACA
TACATGACTATGTGTACACTCTGTACAGTAAAACACAATAAGTAGCGTGTGCCTTTAAGCGGACCTGAAG
TTTACAAATAGGCTTTATAAATGGAGCCTCATAATAGTACACATGTATCCAGACAATAATATTTTGCTCA
TTGCACAGTAACTTTGAGTTACTGGGGTTATGCAATTATTTTGATGTCATTCCCTCTCTGACTAATTAAT
TATCTGCCGCGAATTGCTTGAAAAGAGTATTAACCCAGTCACGACCACCATTGATTGTCATATAAAAATA
TTTGGCTGTTACATACGCAAATAATTTCAGGTTAAGACTTGAAAGTGAATAGATATTGAAGTAATGCTTG
AGCCGAGTTTATCACTAATTAACACATCGATGTCAATATAATGCAGAACGAGCTACGTTGATAATGGCCA
GGTTCCTGTGACAATTTACGGTGTCTAATATTGAATTCATTGTCTTAATGAGAAAAAGCTGTACTGTGGT
TTGAGTAAGTGGCTTTATATAATAAGGTTGATGAGAATATGTCTGCAGAAGCCCCGTTTCGTGATATCGC
TCCAGTTGACTATTGCTCCCTGAAATTCAGCCTGAAATTACACCAGTACTCCATTTCTAAAAACTTTCAG
CCGATTTTCTACTGAAAAGGCGACTGCTGTTAAAATGTATGGTTACAATAAGGAAAACGCCTTTAAATAC
GAGACAAGGGGTAAGTTTTGCTATCCTCTCATGCATTACTTGCTGTAACTTGAAGATATGACTGACTACA
TAACTGCCGTGCTAGTTTCGATCATTTTCTTTGTAAGTACACATTACTTTGAGAAGAGCAAAGCAAGATA
ATAAAAAGTTGAATTTATACCACCCGTTCACTTCATAATGTTGCAAAAACTGAGCTTTGCGTTCTGTGTT
TCTCTATGCATTCAACCCGTGTGCACTGAAATGAAACTCGCGCTTCCTCTGAGGTGATGTGTGTTTCTGC
TACATCTAAATGGCAATAAGTAAAGAATAGTAAACCTGATTCAATGTTTCACTTTATATTGAAGGACTTT
GCAGTGCCATTCAAGTGCGGCGCCTCAGTACCAATTCTTCTCACGGGCATTGTGAGATGCAGTGTGCCTG
TGGGCGATGTTGCGCTTTTTTCGAAAAAAATGACAGGTTCACAGTTGGTGAAGTGCTTGTCTGCGCGACA
GCACTTCAGCAACAAGTGAGCATGAGTCATCATTCAAGTTAACTCTATTCGGGCTGCAATGACGTCAACT
TGGTAGCTTTTAGAAAACGGAGTGCTGGTAGCTTGAGCAGCATCCTCAAACATGCCTGATGCGATACGCT
TAGATGGAACACGAGTGGAATTCAAGAACTAAATTGCTGGCTTTCATGGATGCAACCTGCTTTCTTAGGT
CATCCTGTTAACTGCAGTGTGTTTCGTGTATTGGGAGTGTCTGAAATTTTTCCTTAGGACACACCGACAA
TTGGCGATTCTATCAAAATAGATCTGAATACAGTGTTTATGTATCTACCATATCAAAGCCTTTAAAAACA
GCTGTGCTTACTCGTCGGGGGCCGGGAGCGCCTAATCTGCCTTGGCCATTACTTGGCCTTGTTTTAGCAT
CCAAGCTGTTTATCAAATCGTTCCTTGTGAGTCGATCGCTGAAAACTATCATCTTAACGGGTTTGTGCCA
CTGTGCGGCGACCTGAGAGCGAGTACAGAGAGAGCGAAAGAAAGAAAGGGAGAACCAAGCACAGAGACCC
AAAGAAAAATATAAAGAAAGAGAAAAAAATTTCCCTCAGAAATTCTTCACGAGGCGGGATTCCAATCTGC
GTATCCTCGGTCCAAAGTCAAGCGTCCTAACCACTATGCTTATCCAGGCAAGCTAGAAGGGCATAGCATA
CATAGCCTTGTACGGTATAGTGTAGCAAAGGGGTGGAAAAGGGAAGTGAGCGTGAAGAGGAGGGAAAGGA
GGAGGGGAGCGAGTAAAGCATACGCACCACATAAAGAATGGGAAAGAGAGAAATAGAACATTAACGAAAG
AGAGAAAAAACATGGTTGATCTCTCCGTCATAGGAATCGGAATAACACGAAAGTAAAGCGTGCCCTTATA
GAAGTAACTGAATGTTTACTGTACATTGATACAAGAGAGTTTGCACAATGTATATTGATGTCTGGCAGCT
ATAGCACCGTTTAACGCGCATGTACCCACTTTGATCACTGGTGGTACATCTACAAACCCTTGCGGTAGCT
GTAGTAGTTAACGGTGAAAGCGTAATCAAAGAACGAGGTGTGATTGCCAGAAGAGCGTCGCATATTGGAC
GCAGAACTTGGTCGCCATCCCGCGGCATGTTAAAATGTGATTGAACACCACGGCCGGGCTAGAGGGAAAC
GCAAAGCGCGTCGTGCCGCCCCCCCGGCCGCGATTCTTCTCGGGGTGAGCGCGTGAGCAGGGAACGCGGT
GTTACAGCCAGGGGAGACAGGCGCGCGTCGCAGAGCTATTTTCGGTTTTTATCAGCGTATTGCTATGAGC
GAGGCCGACGCTTTTACGAAGCTTGGGCCAATGTCGCCACCTCGCGGTGTGTTAAGGCATTGACAAAATT
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GAACTTTTATTGAATACGCGGCGAATGGGACAGACGTGTAACGCGTTGCAGGTGCTAATCGCGGAGGCCA
TAGTAATGACGGATTACTTTACCTTACCGCTCCCAAAGGGCAACACCACCCCGTCGACCGGGAGTGGTAT
ATATAAAAGGCGCGTTTGTAAAGCCTCTAGAGTCTGTGACCGTGGCGCAGTGGATAGCGTGCCCGGGATC
TGTTGTTGCGGACTGAGCGGTCGTGGGTTCGATGCCCGGTGACGGAACCTTTTGCCATCTGAACGTGTAC
CTATTTTCGACGTCATTTCCGCGACGGAAATACGTCATTGAAGTCTTGGTGGACCCCGGCATAAAACACT
TTCGTGTTTAAAAACATGGCGGTGTCCTCTGTCATAAGAATCGGTACAACACCAAAGTGAAAATTGTCTT
CCCAGACGAAGTTGAGCGTTTGTTGTGCATTGTTTCGCCACAAGATGTAACGAATGAATACTATCGCAAC
AAATTGTAATGTCCCGGGTAGAACGGCAAGCAGCTCGAAACTCACAACGCACTGGTCGAACAGAAAGGAC
GCATGAAAATAACGTATACGGGATGAGCACGAAGTAACAAATGTCACATCTCGACAGTCAAACCGCGCTG
CTCAAAACACAACGGAGGACGCACAAAATGAACGCACAAGTATACACAAGATGATCATGAACTAACTGTC
ACGGTTGTAACTTATTTCTGTGTGAGCAGCACGCTCCTTTCGCAAAAGCAGCTGCTGCAGTGAGCGAAGT
GACCTTCTTTCTGCCTGTAACTTCAAAACAAACTTGGGGTGAGAGCACAAGACGTACAAAACACCGCCAT
CACGGGATAAGCGCGCGCACACGAGTGAGCACGCCCTGTAGAGACGTGCGCTCATCGCAACGCGCGGGAC
GACGAACTTTAAACCGCGCCCTTTGATCCTTTCGCACAATTTCGCTAGTGATAGTGAAAACACGCCGAAG
TTCCACCGATCTCTGTCTACCGCCCCAGGTAAATTGTGTATATATATAACTCCCCGTTAGTATGTTCAAG
AGCGTGCCTTGTGTGGCGGAGTCTTCTGCAGAGCCAGGGGCCCGAAAGTTCGACTACCGGTGTCTGAACT
TTTTCTTCTAGTTTTATTCTTTGCCATCTCTTAGTCTATATATTTTACAATGTCATAACCGTGACGGCAA
TACGCCAGTGGAGCCGTGGTGAACTCCAGCATAAAACACTTTCGTGTTAAAAAAAAGTGAGATCATCAAC
GAAATAGACAAAAAATAAGTAGAGAGAAAAAAAAACGCCAGGCCTGCGCTGAAACCGCAGCACAGTCACA
GCGAAAGCTGGAAGAGCGGCGTTTCTACAGGCGGTTGTAGGCTCTCTTGGGGCTGCAAATACACGTACCC
ACTACGCCATAAATACAAGCAAGGTACCCACTACGCCATAAATCACAATTTTTGTGAAGTTGGGAAGCAC
CTACTAAGCCATTATTCCTCATTCTGCGGAGAAGCGAGTCACCAGATACACGTCTGTAAGGCATTATGTG
TACTTTGTTGAGGCGAGGACTGATAACGATGAAGAATTATGACTCAGCCCTTTGTAATGGCTTGGAAGCT
TTAAACGGCTCACCAGTTATCCAATTTGCATTGGGTGACGCCCGGTCGTTATTTCCCTCTCCCGCCATGC
TGTATAACATATAACATATGTTGACGTGCGAGCGCGAGCGAGGGGGGGGGGGGGCGAAGAACTTTATTGA
TACCCCGAGGAAATGGATCATGCGCTTATGTGCTTCCTTGGCAACCAATACAAGTGCACTTGCGAAGAAC
CCACTACGCTATAAATAAATGTAATTTCTGAGAAGTAGGGAAGCAGGCACTATGCCATTTTTCGTCATTC
TATGGAGAGCCGTGGTACCTGCTCAACGCATGTAAGGCATTATGCGCTGTGCCTGATGACGATGAAGCAT
TATGGCGGAGCCCTTTGTAATGGGTTGGAAGCATTCAACAACCTACAGCTGCGCAATTCGCATTGTGTGA
CGCCTGGTTACAGAATTCGGGTTGTGCGACGCCAGGTGCTTATTTTACTCTTCTACCACGCTATATTGCA
TACGTTAATGTGGTTCCTTCCCGACATGAAGCTTGTATAGGACCTTTTTGCAAAGCCGCGTCAAGCACCG
GCATGGCTCAGAGGTTGATTGCTGGGCTCCCACGCAGAGGGCCCAGGTTCGAACCTCGTTGTATCCTGGA
ATTTTTTTTCTTAATTAGTTTTTTTTATTTCGAGCGATAGTGGTTACGGACACCGGCGGCGGCGGACAAC
GGCCGCTGAAAAACGGCCGCTGAAACGATCTCATAACAGCTTTCGCTGTAAAAAAGCTAGAAAAAACAAG
AAGCAAGCATATCGTCGTCCAGCGATCAGATACCGCACCACCTGGCTAAGCCGCGCATGCGCAGCAGCTA
AGCTACGCCCAGCGACGGGAGACATCGCGCGCGACCTCCGCTCTATAGTGCATAGCGTGGCTGCCTACTC
CCGAGGAGGAAGCCGCGCATCTCGAAGCCATACGTGTCGGTCGACGGGCAGTGCGAGCGGCGACGGGTCC
GTGCTTCGCCGTGCGAAACTTTGCGAGAGAGAGTTCAAACTGTCCCGCTATTTTTTTCAGTATCATACTA
AGCGTTGTCCTTGGGATGCGGTACGAAGCAGTGATGTAATGTTTATTTTCCTCACGTGCGATTGCATTAA
TTACCGCAAGCTTTGCGGGGAACAACACGTTCTTCTGTTTTGTGGCATCGATCGCGTTAAGAAAACGAGC
GGAAAAGCGAACAGCGACCCCTCATGATGGGACGGTGGCGAAAAAAGAAGGAATAATGTGAAAAAACACG
TAATACCCAGCGGCATTTTCTATTCGGTCGGCGCGGCGCGCTCCTTATAACACCGCTCGGTCTCACATAT
GCGTGAGAGAAAGTCACCTTACGTGAGGAAAAGCCAAATATGTGTGATGGAAGCCAGGTTTTGGGGCATT
TCACGTGGTCCGATGTTTGTAACTTCAAGTTTTCTGACTAGATTTCTAAGATGTTGCCGTCGACTTTGAC
ATCATTGGCGTTAAAGAAACGCTGTATTCGAAAAAAGTTCTTTATAAAGGATGCTTCGATATACCCGACT
TCAATATAGTAAGGTTCGGCTGTAACTGCTATATAAAACACTTGCATGAAAGTGCTGCAAGCTATACTGT
CTTTGTGCTCAAGTATTTGATCAAATATTTCATTCATTACTATTTCATCGTAACGGTAAAAGTAAAATGC
ATCATCCGGTAACTTCCAAGCCTTTATTGATGTTTCTCCAACTAGTACTGTTCACACAAAGGCTATGAAA
TATTAGAAATAGGGCTGTTGTGGTATAAGGCAAGATAATATCACATAATTGTCGTTATGGTATAAATAGC
GTCACTGACATCTATTCCTAACGAACAAGAGCTGTCGTCCGTCCCGGTGGATCAGTGGCTACGGTTCTGG
GATGCTGACCAGAAAGTCCCGGGCTCAGTCACTGGCGCGGCGGTCGCATTTCGGTGGAAGCGAGATGGTG
GAGGCCGGCGTAATGTGCGATGTCAGTGCACGCTAAAGAATTCCAGATGGTCAAAATTTCCAGAGCCTTC
TACTACGGCGTCCCTCATAATCGTATCGTGGTTTTGGGATGTAAAACTCCAGATAATATTATTGCGATAG
CAATTATATGGACAATCTCGACAGGTTTTTGCTGTTGCTGTCATGTCCTGTGTAACGTGCAAATTCATAA
CACCTCCCAGGCATCGTATGTTCTACCGCTGGTAAAATCGAGCAAGCGGAGTTCACGAACGCCGCTGAAG
CAGACATCAAACGAGCCGGCCAATCTCCGTCACTCTCAGGGCGCATGCGATAACACCACCTCGCTCGGGA
AGCCTGCCGTCGAAACAGAGAGGAAATGATCCGCCCGTCTCGAACGAGCCTGCAAATACGCGAGGGGAGG
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GGGTGCCCCTCGAGCAGCATCTTTGAATTTCGAATCCAAAGGTGCAGTCTCGATCATTCGCGCACGCGCT
ATCTCGGCAGCCCTTAGCGGGCGGCTCGTATTCCCTTCTACGGGCTGCGCTCTCAACGCAAAGAAACTGT
GCGAAAAGAGCATCTCTTCCTGGAGCGGCCGTATTCTCTAACACCAGCGTTGTGTAGAGTTACGCGAGAT
CGGAACCAAAAGAGTTAGCTGCTTGCCTCACATCGTATAACATTACAATTTGTTTCTATCGCATTCAAGG
TTTCGCCCATGTGGTGAAACTGTGACTTTTTATTGAACAGAAGCTGCAGAAATCTAGTGTAGTGGTTGAG
GTACAATGTGCATGAAATTTCTTCTTCAGTGAAGGAACCTGAGGCATTTTTTCTGTGTTTCACTTGTTCC
TATATAATCAGGGCGTCAATGGCAAATAAATGCCTATTATTTCTTGGAGAACCGCCTAACCTTAAAACCG
CTTCACCGTGATAAGCTCGATGGTGCTATTTAGGCTCTTTCTGTAGCTGCAGATGTTGGACGGCAAAGAC
ACAAAGATTACACTTAGCACTAATACAGAGTAGATTGCACTGTTTTAATAGAGTATATGCATAATCAAGC
TTTCACCTTTTTTTACATTTTTCAATTTTTTATTAGGCACTACAGCAACCAAACATTTTTAGTTATTCAG
AAACCGTACTTATACGTCTATAGAAATCATCAAACTTATATGTTTACGATAAAAAAAATATAAAAAAATT
CAGAAAACAGAGTTTTTATTTTTTTTCCTGTTTTTCTATTTCACCTTCGTTATTACCCGTTATTTTGAGG
AATAATGAAAATTTCATGTTTTCTAGTGTTCATTTTGTTGTCCTCTAACTCCTGGCTGAAATTGCTGATT
TGCACAAGTAAACACCGTCTCTGTCGTTATTACTGGAAAATGCGAAGACTCCAAGAGAATAATTTTTTAT
GATATTCCTGCACGTACACCTAACTGCTTTGAAATGTTGATTATTACGCGAGATCATAAAAGGCCATCCA
TTATGTTTCACAATAACTCACAGCACATTAATTTCTGTTTGAAG ATGGACAAGTGTTCACAGATGTCGTT
GCATTCTCCGATGACGACTGCTATGTAATGTACGTTCCTGGTACAGACGGAAACGAAGAAGGTAAGTAAA
TGCAACAATTTGCATTCACAATAGAATTTGTAACGCTCTCGTGTATTAAGCGCTCTTGCGGAGGTTTTTG
TGAAATTTGCATGAAGTAATTGATCACAGACGGTTCCCGAAACGAGCACGCCTGTTGCTCCGTTGAGGAG
GAGGTTTTTGCTGTTTTAGATGTGAAGCATCTTACGGTGGAGTTCAATCCGGTGGTGGTGGTGTGCGGCG
TGACCGCCTTTACTGCGCATGCGCAAACCCTTTCCCCACAGCTCCTCTCCCCTTCCCCTTCTCCACTTCA
AATCTCTGCTCCATTTTCCTCTCTCCCCTCCGCTATCCACTTTCCTTCTCCACTCCTCCTCTCCACTACC
CTCTCGACTTTCCTTCTCCAGTCTCTATCTCCTCCCTCTCCACTCCCCTTCTCCACTCCCCCTCTCCCCT
CCCCCATCTGAAACTCGGGCTCGACATGCCCAAACGCTGCTTCGCATCGCCTCATGGTCCCCTTTAGTGG
GAGATGGTGTGAGTTTTTCCTTTCTGTAGCATGTGTGATCAGGTACAAGCGCGTACTTTTTTACAGAAAA
AAAGTAAAATCAAATTGTTAGTTAAATTCAAGCGAACTTGAATAATAGTTGATAGTCTTCTTTCATTGCA
GTGTGAAGCTTTGTCTCATCTTTGTGCACCGGCGTCACCAAATAGTCACACGGAAATGTCGCCGAAAATA
ATCGTTGGCTTACACACGAAACACAGTACTCCACCATTTTTAGCCAGCGCATCGAAATACGACTATCTGT
TCTTCAAACTTTTTCAAACGCAGTTTCAAGGAAGGTGTATACACCACGCCGCTCAAATACTCGTTAGAAA
ATTGATGCATTCCACCCGCCAGAAAACGCCAACATTGCCGCGCGCCGTATGAGCACTGAAAATGTTGTTT
TGAAAACCTGGCTAGTTCCCTGCCCTTACCTTCGAATCAATACCGAAAGCTCATTAGGTCTGCTTCTCAA
AAAAGAAAAACTACACGCTCATTCAATGGTAACTGCTCAGAGAAAGTAATATTTGAAAGCGAATATCGAG
GATGGCCTGGCTGAGCTGACAGTGCATGTGCTTAGAAAATATGCTTCATATCTATGGAAAACAGTCAAAG
CTAATGACAAGCATTCGACACATTTTCTGCACTAAAATGCTAACACGTGAAAAATAGCGCTCATTGGGCA
CCTTTCGTTTTGTGATTGTGTGTATTGTAAGGCTGGAAACGTCCATTTCTATTAAAATCATGACCCAGAG
TCAAACATAACGTGTTACACCTTTCGAATGATATTCTATGAACCATTCAAACATACACTCACGGTACTAT
TGTTTACGCGCTAATAAAAATTGCTCATAACGCGATGGACATGGGGAACATTAACATCTGATCAATCGCA
AAAGGGAGGGAAAATTTTTTGCTACCCTTGTGCTTGGTAAGAAATTTGAGAATTACCGCGAATTCACAAG
AAGACGCAATGCTCAACAACGCTGTTTGTTCGTAATAAGCACATCAGTCTTCTTTCTGATGTAGGATTTG
ATTTCGAGCTTCAAGAGGTGCTCACACTACATTAGCCTGTCATGCTAAACTCCTGTACAGCGCAGTAAAT
TCCAAAGCTCATTAACTCCTAATGATATAGATAATTTTACATTGAAGTCAATTTTCACATGGCGCACCTA
CTGAATCTGATATAATCATGACGTAAAAATGCAGTATGAATTCTGGTGGCTAGTAGTGAGGACGTTGGGT
ACGAATACATTCATAATAACCGAGCACTCCCCTCCGTTGGTGGGACACCAACGGAGGGGATTGCTCGGTT
ATTATGAATGTATTGATGACAAACACCAACGGAGGGGAGAGCTCATGGGAATGGCGAGAATCTCGCTCGA
GCACGTGATGAGAAGCTCGTACTGTGTCGTCAGGACACGGTGCAGTAGAAGCCATTACGAGCTTTTAAAG
ACATGTAAAAAATTCTCAGGCAGCTCTAGCGCTTAGAAGTATATTTTATATGCTCCTGAGGGCTTGTCTT
TTCACTTGACGCAAACACAGTGGCACGTGAAAATTTTCGTGCCAGTACCCATTTAACAAAATTTCTTTGT
CCCGTACGTTATCCTATCTGTACCTTATCCCTAACTTTAATTTTATTTCAGGTTATGAACTGTGGAGTAC
CTTGTACGGGTGCGTTCCGCTCAGTTGTTTGGACAAGTTTAATGAATACGCTGCGCGCATGGAGGTACGA
GACGTGTTCACAAGCAAGTGCGTGGAATAATGTCTTGAGAGTATTGCTATTTCAAAGCTGAAACTGGATA
ATGTCACCATGGCTCCGAATGCTCGATGTAGCCTTCGATAATACTGTTTGCTTAGGTTTTTGGTTTTGGG
TACATTGTAGTCTTTGCAGACGACCAGCATATGTAATGAAAAATAAAATATTGTGCAGTAGGAA
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Anexo 2. Secuencia predicha de hbp2

PREDICTED: Rhipicephalus sanguineus female-specific histamine-binding protein 2-
like (LOC119401889), mMRNA

NCBI Reference Sequence: XM_037668894.2

>XM 037668894.2 PREDICTED: Rhipicephalus sanguineus female-specific
histamine-binding protein 2-1like (LOC119401889), mRNA

ATGAAGTTTCTTGTACTCTGCCTTGCCTCCACCTTGGCGCTCAGCCAGGCTAAGGGAGATCCGCCAGCTTGGG
CGGATGAAGCGGCAAATGGGGCCCACCAAGACGCCTGGAAGAGTCTCAAAGCCAGCGTCGAAAGCATGTACTT
CATGATAAAGGCCACCTACAAGAATGACCCAGTCTGGGGCAATAACTTCACTTGTGTGGCTGTTGCGGCTGAT
GATGCGAACGAAGATGAGAAGAGCGTTGAAGCAACGTTTATGTTTTTCAATAATGCTAACAGGTTATTCCACC
GATTTTCTACTGAAAAGGCGACTGCTGTTAAAATGTATGGTTACAATAAGGAAAACGCCTTTAAATACGAGAC
AAGGGATGGACAAGTGTTCACAGATGTCGTTGCATTCTCCGATGACGACTGCTATGTAATGTACGTTCCTGGT
ACAGACGGAAACGAAGAAGGTTATGAACTGTGGAGTACCTTGTACGGGTGCGTTCCGCTCAGTTGTTTGGACA
AGTTTAATGAATACGCTGCGCGCATGGAGGTACGAGACGTGTTCACAAGCAAGTGCGTGGAATAA

Anexo 3. Secuencia obtenida del electroferograma.
>SECUENCIA CONSENSO HBP2

ATGAAGTTTCTTGTACTCTGCCTTGCCTCCACCTTGACGCTCAGCCAGGCTAAG
GGAGATCTGCCAGCTTGGGCGGATGAAGCGGCAAATGGGGCCCACCAAGACG
CCTGGAAGAGTCTCAAAGCCAGCGTCGAAAGCATGTACTTCATGATAAAGGCC
ACCTACAAGAATGACCCAGTCTGGGGCAATAACTTCACTTGTGTGGCTGTTGCG
GCTGATGATGCGAACGAAGATGAGAAGAGCGTTGAAGCAACGTTTATGTTTTI
CAATAATGCTAACAGGTTATTCCACGAATTTTCTACTGAAAAGGTGACTGCTGT
TAAAATGTATGGTTACAATAAGGAAAACGCCTTTAAATACGAGACGAGGGATG
GACAAGTGTTCACAGATGTCGTTGCATTCTCTGATGACGACTGCTATGTAATGT
GCGTTCCTGGTACAGACGGAAACGAAGAAGGTTATGAACTGTGGAGTACCTTG
TACGGGTGCGTTCCGCTCAGTTGTTTGGACAAGTTTAATGAATACGCTGCGCGC
ATGGAGGTACGAGACGTGTTCACAAGCAAGTGCGTGGAA
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