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RESUMEN 

 

El control de la garrapata Rhipicephalus microplus representa uno de los principales 

desafíos que enfrenta la ganadería de las regiones tropicales y subtropicales del 

mundo. Estas garrapatas transmiten microorganismos que causan enfermedades 

graves para el ganado bovino. La utilización de vacunas contra garrapatas se 

considera una herramienta importante dentro de los programas de control integrado, 

que buscan disminuir las poblaciones de garrapatas de forma eficaz y sustentable. 

Un importante reto en el desarrollo de vacunas antigarrapatas es la identificación de 

antígenos protectores, los cuales deben cumplir características de relevancia 

biológica y eficacia vacunal. Recientemente, se demostró una alta conservación 

(˃99%) en alelos que codifican proteínas de R. microplus con potencial vacunal y 

se identificaron péptidos con epítopos B predichos, los cuales son parte del canal 

aniónico dependiente de voltaje (VDAC), voraxina y chitinasa. El objetivo del 

presente estudio fue evaluar la eficacia vacunal de doce péptidos de estas 

proteínas. Primero, se evaluó la inmunogenicidad individual de cada péptido al 

vacunar bovinos con los péptidos sintetizados en sistema MAP-8. La generación de 

anticuerpos fue estadísticamente significativa a partir de la segunda inmunización, 

pero únicamente con cuatro péptidos, los títulos de anticuerpos se mantuvieron o 

incrementaron con cada inmunización. Los péptidos VDAC 3, Chitinasa 3, Voraxina 

3 y Voraxina 4 fueron seleccionados para continuar con el ensayo de eficacia 

vacunal. El péptido Chitinasa 3 tuvo la mayor eficacia (71%), y además disminuyó 

significativamente el peso de las garrapatas repletas, mientras que se obtuvieron 

porcentajes de eficacia inferiores con los péptidos Voraxina 3 (51%), VDAC 3 (40%) 

y Voraxina 4 (27%). Con este trabajo se demostró que existen péptidos con epítopos 

B inmunogénicos que afectan significativamente parámetros biológicos de R. 

microplus. 

Palabras clave: Rhipicephalus microplus, voraxina, chitinasa, VDAC, eficacia 

vacunal. 
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ABSTRACT 

 

Control of Rhipicephalus microplus represents one of the main challenges for the 

world´s tropical and subtropical livestock industry. These ticks are vectors of 

pathogenic microorganisms that cause serious cattle diseases. The use of antitick 

vaccines is considered an important tool for the integrated control programs, which 

seek to reduce tick populations effectively and sustainably. The identification of 

protective antigens is an important problem to address, mainly because these 

proteins must fulfill the characteristics of biological relevance and vaccine efficacy. 

Recently, a high level of allelic conservation (˃99%) was demonstrated and B 

epitopes were predicted in R. microplus proteins with vaccine potential, like the 

voltage dependent anionic channel (VDAC), voraxin and chitinase. The objective of 

this study was to evaluate the vaccine efficacy of twelve peptides of these proteins. 

First, the peptides immunogenicity was evaluated by inoculating cattle with the 

peptides synthesized in the MAP-8 system.  The antibody response was significant 

after the second immunization but only with four peptides the response stood the 

same or increased with every boost. The VDAC 3, Chitinase 3, Voraxin 3 and 

Voraxin 4 peptides were selected to continue with the vaccine efficacy experiment. 

Chitinase 3 had the higher efficacy (71%), also significantly reducing the weight of 

engorged ticks. Lower efficacy percentages were obtained with Voraxin 3 (51%), 

VDAC 3 (40%) and Voraxin 4 (27%). With this work, it was demonstrated the 

existence of peptides with immunogenic B epitopes that severely affect biological 

parameters of R. microplus.  

Key words: Rhipicephalus microplus, VDAC, voraxin, chitinase, vaccine efficacy.  
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Las garrapatas son parásitos hematófagos de humanos y animales, 

responsables de causar muchos perjuicios sanitarios y de ocasionar millonarias 

pérdidas económicas. La principal especie que afecta al ganado bovino es 

Rhipicephalus microplus, la cual se distribuye en casi todas las regiones tropicales 

y subtropicales del mundo (Barker & Walker, 2014; Sonenshine & Roe, 2014). 

En México, R. microplus está presente en más del 60% del territorio 

nacional y es vector de microorganismos patógenos como Babesia bovis, B. 

bigemina y Anaplasma marginale, capaces de afectar severamente la salud de los 

animales, e incluso causarles la muerte (Almazán et al., 2018; SENASICA, 2021).  

Los métodos químicos de control, basados en la utilización de moléculas 

sintéticas denominadas acaricidas, son efectivos para eliminar los distintos estadios 

de las garrapatas de manera rápida. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos 

productos ha provocado que las garrapatas se adapten y generen resistencia por el 

fenómeno de presión de selección (George et al., 2004; Abbas et al., 2014). 

Además, los residuos químicos conllevan un efecto bioacumulativo en el ambiente 

y en los subproductos del animal (Willadsen et al., 1995; Graf et al., 2004; Ghosh et 

al., 2015; Almazán et al., 2018).   

Una alternativa sustentable al uso de acaricidas, por tener un menor 

impacto ambiental y no generar resistencia en el parásito, es el empleo de vacunas 

antigarrapata. Las primeras vacunas comerciales contra R. microplus aparecieron 

en la década de 1990, utilizando como antígeno protector a la glicoproteína intestinal 

Bm86, obtenida de forma recombinante. Este producto tuvo algunos efectos 

positivos como la reducción del uso de acaricidas, una menor transmisión de 

microorganismos patógenos y la afectación directa sobre el desarrollo, fertilidad y 

supervivencia de las garrapatas (Willadsen et al., 1995; de la Fuente et al., 1999; 

Willadsen, 2004; de la Fuente et al., 2007).  
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Una particularidad que ha limitado la eficacia de las vacunas antigarrapata 

es la frecuencia en las variaciones alélicas en el gen que codifica la proteína Bm86.  

Estos cambios en la proteína, incluso en porcentajes tan bajos como 3.4%, impiden 

una adecuada respuesta inmunitaria (García-García et al., 1999; Almazán et al., 

2018).      

Se ha hipotetizado que una vacuna antigarrapata puede tener mejores 

resultados al combinar dos o más antígenos biológicamente significativos para el 

parásito, aumentando el daño que recibe la garrapata (de la Fuente & Konan, 2006; 

Willadsen, 2008; de la Fuente et al., 2015). Además, las vacunas multiantigénicas 

quiméricas han demostrado tener alta eficacia protectora frente a ciertos agentes 

infecciosos (Guirakhoo et al., 2004; Almazán et al., 2012; Meza et al., 2017).  

Un estudio realizado en el Laboratorio de Investigación en Inmunología y 

Vacunas demostró que los genes de las proteínas VDAC, voraxina y quitinasa están 

altamente conservados en cepas mexicanas de R. microplus (Pérez-Soria, 2020).  

La principal ventaja de la evaluación de subunidades de antígenos 

individuales permitirá continuar con la investigación y desarrollo de una vacuna 

multiantigénica y multiepitópica contra R. microplus, la cual podría tener una mejoría 

en eficacia respecto a las vacunas de un solo antígeno. Por esta razón, el objetivo 

de este trabajo es evaluar la eficacia vacunal de péptidos componentes de las 

proteínas VDAC, voraxina y chitinasa de R. microplus, al comparar los efectos 

biológicos obtenidos en garrapatas que parasitan bovinos vacunados con péptidos 

frente a garrapatas que infestan bovinos vacunados con adyuvante sin antígeno.  
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II. ANTECEDENTES 

 

2.1 Importancia de las garrapatas. 

Las garrapatas son parásitos hematófagos pertenecientes al grupo 

taxonómico de los artrópodos y se encuentran distribuidas en todo el mundo, desde 

las zonas tropicales hasta las regiones subárticas (Anderson & Magnarelli, 2008; 

Sonenshine & Roe, 2014).  

La diversidad de garrapatas es muy grande, pues se ha descrito la 

existencia de más de 950 especies distintas de ellas, cada una con sus propias 

características biológicas y morfológicas (Dantas-Torres et al., 2019).  

Al tener un ciclo de vida parásito, requieren de un hospedero del cual 

obtener refugio y alimento, y que puede ser una persona, mamífero, ave o incluso 

reptiles y anfibios (Anderson & Magnarelli, 2008; Barker & Walker, 2014). Sin 

embargo, su necesidad de alimentarse directamente de la sangre de su hospedero 

las convierte en una severa amenaza para la salud de personas y animales, ya que 

causan el deterioro de su salud y son vectores de una gran cantidad de agentes 

infecciosos causantes de enfermedades graves e incluso mortales. Así, se 

considera que son el principal vector de enfermedades en el área de medicina 

veterinaria (Anderson & Magnarelli, 2008; Nicholson et al., 2019).  

2.2 Generalidades de Rhipicephalus microplus 

La especie Rhipicephalus microplus es una de las garrapatas más 

estudiadas y es de especial interés en el área de salud y producción animal debido 

a las afectaciones que provoca en regiones tropicales y subtropicales del mundo 

(Jongjean & Uilenberg, 2004; Almazán et al., 2018). R. microplus fue identificada 

por primera vez a finales del siglo XIX (Canestrini, 1888).  

Los principales hospederos de R. microplus son las especies de bovinos 

Bos taurus y B. indicus, no obstante, otras especies como los caprinos, ovinos, 

camellos, rumiantes de vida silvestre y conejos, pueden ser parasitados por esta 
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garrapata, permitiendo que aumenten sus posibilidades de supervivencia en el 

ambiente y experimentalmente (Walker et al., 2003; Ma et al., 2016). 

R. microplus es originaria del sureste asiático, desde donde se distribuyó al 

resto del mundo mediante el transporte de ganado con fines comerciales. 

Actualmente, se reporta la presencia de este parásito en Australia, norte y oeste de 

África, Asia, Sudamérica, Centroamérica y México (Jongjean & Uilenberg, 2004; 

Barré & Uilenberg, 2010; Madder et al., 2011; Mohamed & Elshahawy, 2018). Las 

regiones del mundo afectadas por esta garrapata se pueden apreciar en la Figura 

1. 

Figura 1. Mapa de distribución mundial de R. microplus. En color café se muestran los 
territorios afectados por esta garrapata (imagen propia).  
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La distribución de R. microplus está determinada por factores climáticos, la 

disponibilidad y susceptibilidad de posibles hospederos y por la cantidad de 

vegetación de la zona. Las condiciones ambientales que permiten la reproducción 

y viabilidad de estas garrapatas son la temperatura cálida, alrededor de los 24 a 28 

°C, precipitación superior a 110 mm anuales y alta humedad relativa, superior al 

70% (Walker et al., 2003; Estrada-Peña et al., 2006; Barker & Walker, 2014, 

Benavides et al., 2016; Leal et al., 2020). Temperaturas de entre 19 y 23 °C alargan 

la duración del ciclo biológico de R. microplus, mientras que una temperatura inferior 

a 18°C y humedad menor al 65% son condiciones suficientes para detener el 

desarrollo de estas garrapatas (Snowball, 1957; Benavides et al., 2016; Leal et al., 

2020).  

 Las características biológicas de R. microplus permiten que pueda 

adaptarse a entornos ecológicos cambiantes (Barré & Uilenberg, 2010). Aunado a 

esto, el cambio climático definido por el incremento en la temperatura del planeta, 

facilita la invasión de la garrapata a nuevas zonas geográficas anteriormente libres 

de ella y de las enfermedades que transmiten (Benavides et al., 2016). Se ha 

establecido que incluso pequeñas variaciones en las variables ambientales 

modifican la biología del vector e impactan en su supervivencia y abundancia, y con 

las estimaciones actuales que proyectan un aumento sostenido de la temperatura 

hasta de 5°C en 2050, generan un preocupante problema presente y futuro 

(McMichael et al., 2003; dos Santos, 2010; Benavides et al., 2016). 

2.2.1 Clasificación taxonómica 

Las garrapatas se encuentran clasificadas dentro de tres familias 

taxonómicas, que son Argasidae, Ixodidae y Nuttalliellidae, las cuales se diferencian 

con base en sus características moleculares, morfológicas y biológicas (Horak et 

al., 2002; Guglielmone et al., 2010; Berry, 2017).  

R. microplus pertenece a la familia Ixodidae, que es la más numerosa, con 

14 géneros y 736 especies (Guglielmone et al., 2010; Dantas-Torres et al., 2019). 

Esta especie era anteriormente conocida como Boophilus microplus, pero estudios 
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moleculares y filogenéticos mostraron evidencia suficiente para reclasificar el taxón 

Boophilus como un subgénero dentro de Rhipicephalus (Murrell et al., 2000; Murrell 

& Barker, 2003). La taxonomía extendida de R. microplus se presenta en el Cuadro 

1. 

Cuadro 1. Categorías taxonómicas de R. microplus (Barker & Walker, 2014; Nava et al., 2017). 

 

R. microplus está emparentada con otras especies que afectan a los 

bovinos, como R. australis, R. annulatus y R. decoloratus, pues todas pertenecen al 

subgénero Boophilus, y comparten muchas características morfológicas, sin 

embargo, la evidencia molecular reciente ha ratificado que son especies distintas 

(Berry, 2017).  

2.2.2 Características anatómicas  

En general, las garrapatas se caracterizan por presentar un cuerpo 

segmentado, exoesqueleto quitinoso y extremidades articuladas. Además, se 

Taxones de R. microplus. 

Filo Arthropoda 

Subfilo Chelicerata 

Clase Arachnida 

Subclase Acari 

Superorden Parasitiformes 

Orden Ixodida 

Familia Ixodidae 

Género Rhipicephalus 

Subgénero Boophilus 

Especie Rhipicephalus microplus 
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pueden apreciar dos secciones corporales importantes, el gnatosoma o capítulo y 

el idiosoma (Taylor et al., 2007; Sonenshine & Roe, 2014).  

El cuerpo de R. microplus tiene una forma ovalada, con morfología 

hexagonal en el extremo anterior y un escudo que recubre gran parte de su 

superficie dorsal. En los machos, el escudo reviste toda la superficie, pero en los 

estadios de larva, ninfa y hembras adultas, recubre únicamente la mitad anterior 

(Walker et al., 2003; Taylor et al., 2007; Bowman, 2014).  

Al ser parásitos hematófagos, necesitan un sistema bucal fuerte, y este se 

compone de tres estructuras. El hipostoma es un aparato romo y relativamente corto 

que permite que la garrapata se alimente y proyecte sus dientes y dentículos que 

se anclan a la piel del hospedador. A cada lado de la porción anterior del hipostoma 

se encuentran los quelíceros, que son extensiones cortantes capaces de romper la 

continuidad de la piel. Externamente se localizan los palpos, órganos sensoriales 

segmentados que asisten en la búsqueda del hospedero y se anclan a la epidermis 

durante la alimentación, y cuya longitud es menor a la del hipostoma (Walker et al., 

2003; Barker & Walker, 2014; Nava et al., 2017). Las características externas de R. 

microplus se pueden apreciar en la Figura 2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Anatomía externa de un macho R. microplus. A) Vista dorsal. B) 
Vista ventral. Fotografía propia (López-Díaz)    

A B 
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2.2.3 El proceso de digestión en garrapatas 

Las garrapatas, a diferencia de otros artrópodos hematófagos, ingieren 

grandes cantidades de sangre por tiempos prolongados y con una digestión de tipo 

intracelular. Los órganos involucrados en la alimentación son el aparato bucal, la 

faringe, esófago, intestino y glándulas salivales (Anderson & Magnarelli, 2008; 

Sonenshine & Roe, 2014).  

Cuando la garrapata rompe la continuidad de la piel del hospedero con sus 

quelíceros, la sangre comienza a fluir y el parásito a alimentarse. La faringe permite 

una succión intermitente de la sangre desde el sitio de la herida hasta el intestino 

de la garrapata, mientras que, en sentido opuesto, se expulsa saliva en dirección al 

hospedero, la cual contiene proteínas anticoagulantes inmunomoduladoras y 

antiinflamatorias (Anderson & Magnarelli, 2008; Sonenshine & Roe, 2014).  

Una vez que la sangre entra en la cavidad intestinal, la porción líquida y los 

iones presentes en la sangre, atraviesan el epitelio y se concentran en las glándulas 

salivales para ser secretadas de vuelta al hospedero. En el intestino, comienzan a 

proliferar células digestivas no diferenciadas y se convierten en células secretorias 

o digestivas maduras. Estas células secretan hemolisinas que destruyen los 

eritrocitos ingeridos, liberando hemoglobina, la cual es la principal fuente de 

alimento del parásito (Cupp, 1991; Sonenshine, 1991; Sonenshine & Roe, 2014). 

La hemoglobina atraviesa la membrana peritrófica, la cual es una barrera 

quitinosa que separa a las células del lumen intestinal, y entra a las células por 

endocitosis. La digestión de la hemoglobina ocurre dentro de vesículas lisosomales 

ácidas y por la acción de una serie de peptidasas activas a pH bajo. Durante la 

repleción en hembras fecundadas, el lumen intestinal permanece como reservorio 

de alimento y el proceso digestivo continúa gradualmente (Horn et al., 2009; 

Soneshine & Roe, 2014). 
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2.2.4 El proceso de reproducción en garrapatas 

El aparato reproductor de las hembras ixódidas consiste en un ovario, un 

par de oviductos, un útero, un tubo muscular conector, vagina, un receptáculo 

seminal dos glándulas accesorias y una apertura genital. Adicionalmente, en la parte 

externa se encuentran poros a través de los cuales fluyen secreciones que 

envuelven los huevos que son ovopositados. El aparato reproductor del macho, por 

otra parte, se forma por un par de testículos o testes, un par de vas deferens, una 

vesícula seminal, una glándula accesoria y un ducto eyaculatorio conectado al poro 

genital (Anderson & Magnerelli, 2008; Sonenshine & Roe, 2014). 

Casi inmediatamente después que el macho muda de ninfa a adulto y 

empieza a alimentarse, se considera listo para copular. La conducta sexual está 

determinada por la acción de feromonas, como el 2-6-diclorofenol. Antes de copular, 

el macho identifica la apertura genital de la hembra al detectar las feromonas 

específicas de la hembra, lo que estimula la formación del espermatóforo, el cual 

Figura 3. Òrganos y funciones fisiológicas de las garrapatas (adaptado de 
Kopacek et al., 2018).  
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consiste en espermatozoides producidos por los testículos y proteínas producidas 

por la glándula accesoria. Durante la cópula, el macho transfiere el espermatóforo 

de su poro genital al de la hembra (Sonenshine & Roe, 2014).  

Una vez que el espermatóforo emerge del poro genital, el macho con sus 

quelíceros lo deposita a través del poro genital hacia el receptáculo seminal de la 

hembra. Adicionalmente, la salivación del macho previene que el espermatóforo 

quede pegado en la cutícula. La porción externa del espermatóforo, el 

ectoespermatóforo, queda en la superficie externa del poro genital de la hembra, y 

la porción interior, el endoespermatóforo alcanza el vestíbulo vaginal y el semen es 

liberado. El ectoespermatóforo se seca y cae al exterior (Cupp, 1991; Sonenshine 

& Roe, 2014).                                                                                                               

Los espermatozoides migran hacia el oviducto y en dirección al ovario para 

fertilizar los ovocitos que aún se encuentran en este órgano. Una vez realizada la 

fertilización, la cubierta de los ovocitos se endurece para comenzar el proceso de 

oviposición y embriogénesis (Sonenshine & Roe, 2014). 

La oviposición comienza cuando los ovocitos fertilizados pasan de los 

ovarios, a través de los oviductos, y llegan al útero y la vagina, donde por 

contracciones musculares los huevos son expulsados a través del poro genital. Una 

vez que están expuestos, son capturados por el aparato bucal para que el órgano 

de Gene los recubra con una mezcla de grasas y carbohidratos que protegen estos 

huevos (Anderson & Magnarelli, 2008; Sonenshine & Roe, 2014). 

2.2.5 El sistema tegumentario y el proceso de ecdisis 

El tegumento de las garrapatas ixódidas comprende la epidermis y la 

cutícula, y esta última a su vez se divide en epicutícula y procutícula. La cutícula es 

formada por una estructura polimérica de quitina (Sonenshine & Roe, 2014).  

La ecdisis es el proceso por el cual una cutícula vieja es reemplazada por 

una nueva. El comienzo de esta fase de muda se da a nivel endocrino, con la 

síntesis y acción de los ecdisteroides. Posteriormente, ocurre una fase llamada 
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apólisis, en la cual las células epidérmicas se separan de la capa quitinosa. Para 

que esto sea posible, se secreta un fluido de muda con altas concentraciones de 

quitinasas, glicohidrolasas y beta-N-acetilglicosaminidasa, las cuales degradan el 

esqueleto quitinoso y las proteínas de unión a la epidermis, y se forma una 

membrana de ecdisis. Posteriormente, se activan genes de sintetasas de quitina 

que formarán el nuevo exoesqueleto (Arakane & Muthukrishnan, 2010; Moussian, 

2013; Sonenshine & Roe, 2014).  

2.2.6 Ciclo biológico  

R. microplus tiene tres etapas de desarrollo, que son las fases de larva, 

ninfa y adulta. Son garrapatas de un solo hospedero y su ciclo biológico puede ser                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                       

dividido en dos etapas, una de vida libre en la cual la garrapata se encuentra en el 

suelo, y otra de vida parásita, abarcando esta segunda todo el proceso que ocurre 

con el parásito sobre el hospedero (Taylor et al., 2007; Benavides et al., 2016; Berry, 

2017). 

Fase no parasítica.  

La fase no parasítica comienza cuando una hembra adulta fecundada 

oviposita en el suelo y se incuban los huevos. Posteriormente, tras 21 días 

aproximadamente, las larvas eclosionan y se esconden en la vegetación en espera 

de su hospedero, pudiendo sobrevivir hasta 20 semanas en esta condición 

(Benavides et al., 2016; Nava et al., 2017).  

Fase parasítica. 

La larva invade al hospedero utilizando sus patas frontales para trepar y 

recorrer el cuerpo del animal hasta encontrar un sitio al cual anclarse. Se alimenta 

durante 3-5 días, y muda a la fase de ninfa (Benavides et al., 2016). La ninfa repite 

el proceso de alimentación en un lapso de 4-8 días, y se desarrolla hacia un adulto 

macho o hembra. Los adultos se reproducen, completando el ciclo cuando la 

hembra abandona el hospedero para ovipositar en el suelo. Los machos 

permanecen sobre el bovino por mayor tiempo debido a que se reproducen varias 
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veces antes de finalmente caer y morir en el suelo (Barker & Walker, 2014).                              

La hembra tiene la capacidad de ovipositar un total de 1500 a 4000 huevos (Cupp, 

1991; Berry, 2017). En condiciones de temperatura y humedad propicias, la 

duración del ciclo es de 21-23 días para la alimentación y 1-2 meses para la 

oviposición y desarrollo de las larvas. Se ha descrito que, en las regiones tropicales, 

puede haber hasta 5 generaciones de garrapatas por año (Rodríguez-Vivas et al., 

2005). En épocas de temperaturas frías, el tiempo se puede alargar hasta los 3 

meses (Walker et al., 2003; Nava et al., 2017). Los factores abióticos, como la 

temperatura y la vegetación, determinan la duración de la fase no parasítica y el 

número de generaciones de garrapatas por año. Una esquematización del ciclo 

biológico de R. microplus se muestra en la Figura 4. 

 

 

 

Figura 4. Ciclo biológico de R. microplus 
 (Imagen creada en BioRender por López-Díaz, 2021). 
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2.3 Situación nacional: Impacto de Rhipicephalus microplus en México 

En el país se han identificado 100 especies de garrapatas. Aquellas que 

representan una problemática para la ganadería bovina nacional son R. microplus, 

R. annulatus y Amblyomma mixtum. Estas garrapatas comparten hábitat en algunas 

zonas del país y, en el caso de ambas Rhipicephalus, pueden ser identificadas 

erróneamente y ser confundidas. R. microplus se encuentra en casi todo el país, 

abarcando las zonas tropicales y subtropicales, mientras que R. annulatus soporta 

condiciones de temperatura y humedad más bajas y se distribuye principalmente en 

la zona norte del país (Pérez et al., 2014; Almazán et al., 2018). A pesar de que son 

dos garrapatas estrechamente relacionadas tanto en características físicas y 

biológicas, se ha documentado que existe una separación entre las poblaciones de 

ambas especies debido a preferencias ambientales e inviabilidad biológica para 

reproducirse, ya la cruza de estas especies produce individuos híbridos estériles 

(Graham et al., 1972; Lohmeyer et al., 2011).  

Se considera que por su amplia distribución y por las enfermedades que 

transmite, así como por sus características de adaptabilidad, R. microplus es la 

garrapata de mayor importancia para la ganadería bovina mexicana. Debido a esto 

y a los reportes emergentes de resistencia a acaricidas, en el año 1995 se estableció 

la Campaña Nacional contra la Garrapata Boophilus spp (Graham & Hourrigan, 

1977; Estrada-Peña et al., 2006; Almazán et al., 2018).  

El 30.6% del territorio mexicano se reporta como libre de garrapatas del 

subgénero Boophilus, abarcando los estados de Baja California, Sonora, Tlaxcala y 

Aguascalientes, y gran parte de Baja California Sur y Chihuahua. Adicionalmente, 

en el centro del país, se contempla una región libre de garrapatas, ya que sus 

características naturales impiden la presencia de estos parásitos (SENASICA, 

2021). El resto del país es territorio afectado, lo que implica que alrededor de 25 

millones de cabezas de ganado estén en riesgo de padecer infestaciones por estas 

garrapatas (Rodríguez-Vivas et al., 2017; SENASICA, 2020). La distribución de R. 

microplus en México se puede apreciar en la Figura 5. 
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2.3.1 Impacto económico 

La producción de ganado bovino es una de las principales actividades de la 

industria alimentaria del país. En el año 2020, se superaron los 2 millones de 

toneladas de carne de bovino y 12 mil millones de litros de leche. Además, se espera 

que este rubro mantenga un crecimiento sostenido en los próximos años 

(Rodríguez-Vivas et al., 2017; SADER, 2020; SIAP, 2021).  

A nivel nacional, las garrapatas R. microplus provocan pérdidas en la 

productividad de los animales, limitan la introducción de ganado especializado y 

limitan el comercio internacional de ganado vivo (Rodríguez-Vivas et al., 2017; 

Almazán et al., 2018). A pesar de esto, no hay suficientes estudios que determinen 

el impacto monetario que tienen estas garrapatas sobre la producción ganadera 

anual, esto en cuanto a gastos de control químico y de mortalidad de animales. 

Figura 5. Mapa de distribución de R. microplus en México  
(SENASICA, 2021). 
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Rodríguez-Vivas et al. (2017), estimaron las pérdidas económicas alrededor de los 

573 millones de dólares anuales. 

2.3.2 Impacto zoosanitario 

Los efectos de R. microplus sobre el ganado se puede clasificar en impactos 

directos e indirectos. El impacto directo se observa en presencia de infestaciones 

descontroladas, en las cuales el gran número de garrapatas alimentándose del 

hospedero provoca pérdida de peso y sangre, reacciones alérgicas, disminución de 

la producción de leche y daños en la piel del animal, la cual puede perder hasta el 

30% de su valor (Graham & Hourrigan, 1977; Jongjean & Uilenberg, 2004; Tabor et 

al., 2017). No obstante, los efectos más graves son los indirectos, ya que estas 

garrapatas son vectores de microbios patógenos, como los protozoarios Babesia 

bovis y B. bigemina, y la bacteria Anaplasma marginale. Estos son microorganismos 

patógenos, capaces de multiplicarse dentro de eritrocitos y provocar complicaciones 

graves para el bovino (Almazán et al., 2018). Otro microorganismo transmitido por 

esta garrapata es Coxiella burnetti, pero la enfermedad que causa, llamada fiebre 

Q, es muy rara en México (Araujo et al., 2012; Wu et al., 2013). 

B. bovis y B. bigemina son responsables de causar babesiosis bovina, 

también llamada piroplasmosis.  Esta enfermedad se caracteriza porque los 

animales presentan fiebre de 41-42°C, pérdida del apetito, cese de movimientos 

ruminales, dificultad en la respiración, anemia hemolítica, ictericia, hemoglobinuria 

y emaciación progresiva, además de algunos trastornos de movimiento a 

consecuencia de afectación neurológica. En la mayoría de los casos, este conjunto 

de signos clínicos resulta en la muerte del animal (Bock et al., 2004; Mohamed & 

Elshahawy, 2018). 

La anaplasmosis bovina es provocada por la rickettsia intracelular A. 

marginale, que provoca una enfermedad de curso parecido a la babesiosis. Las 

manifestaciones clínicas incluyen fiebre, anemia, ictericia, debilidad, severa pérdida 

de peso, aborto en el último tercio de gestación y finalmente la muerte del animal, 
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especialmente en aquellos mayores de dos años (Kocan et al., 2003; Aubry & Geale, 

2011).  

2.4 Estrategias de control 

Los primeros intentos enfocados a la erradicación de poblaciones de R. 

microplus datan de finales del siglo XIX y principios del siglo XX, en países como 

Australia, Estados Unidos y Uruguay (Angus, 1996; Mirabelles & Riet, 2018). 

Aunque al comienzo eran métodos con severas limitaciones, se desarrollaron 

nuevos productos, tecnologías y estrategias que podían combatir eficientemente a 

las garrapatas (Angus, 1996; Graf et al., 2004; Willadsen, 2004). 

Los programas de control actuales tienen por objetivo reducir los niveles 

poblacionales de las garrapatas hasta números que sean tolerables por los animales 

y no causen una merma significativa en la producción. Esta estrategia se conoce 

como control integrado y requiere conocimientos sobre la biología del parásito, sus 

interacciones con otras especies, el uso racional de acaricidas y la incorporación de 

vacunas y métodos biológicos y ecológicos (Tabor et al., 2017). Una gran ventaja 

de este control integrado es la relacionada con el aspecto económico, 

determinándose que puede reducirse hasta en un 70% los costos destinados a 

combatir garrapatas (Domínguez et al., 2016).  

2.4.1 Control químico 

El control de las garrapatas se ha basado durante mucho tiempo en la 

utilización de acaricidas, es decir, de sustancias químicas capaces de eliminar las 

fases de vida parasítica del artrópodo. Sin embargo, su uso desmedido causa 

efectos indeseables que reducen su eficacia (Graf et al., 2004; Reck et al., 2014).  

Los primeros tratamientos con acaricidas empezaron con la implementación 

de baños para ganado, los cuales involucraban sumergir al bovino en una mezcla 

de aceites minerales, queroseno o arsénicos, sustancias caracterizadas por tener 

una eficacia media-baja contra las garrapatas y alta probabilidad de causar efectos 

tóxicos en los animales. Posteriormente, el desarrollo de otros productos, como el 
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dicloro difenil tricloroetano o DDT y otros organoclorados, permitió implementar 

exitosamente programas de erradicación de garrapatas, como el ocurrido en 

Estados Unidos que finalizó en 1960 (Graham & Hourrigan, 1977; Angus, 1996; Graf 

et al., 2004; Chevillon et al., 2012).   

Otros grupos de acaricidas que se desarrollaron y comercializaron 

masivamente incluyen organofosforados, organoclorados, piretroides, amidinas, 

lactonas macrocíclicas, fenilpirazoles y reguladores del crecimiento. El éxito de 

estos productos se basó en la diversificación de presentaciones, facilidad de 

utilización y administración, y las pocas restricciones para su venta (Graf et al., 

2004; Almazán et al., 2018).  

El principal problema generado por el sobreuso de acaricidas es el 

fenómeno de resistencia, definida como una condición genética que le otorga al 

parásito la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en un ambiente tóxico por la 

presencia de una concentración letal de un fármaco (Rosario-Cruz et al., 2009; 

Abbas et al., 2014). La resistencia no es un problema nuevo, ya que los reportes de 

resistencia a acaricidas aparecieron en el mundo a mediados de la década de 1930, 

cuando se descubrieron garrapatas resistentes a los derivados de arsenicales 

(Angus, 1996; George et al., 2004).  

En México, la primera vez que se reportó resistencia a un acaricida fue en 

los años 80, al describirse resistencia de la cepa Tuxpan a organofosforados 

(Aguirre & Santamaría, 1986). Este fenómeno se ha repetido de manera constante 

a través del tiempo, incrementándose el número de reportes en México y en todo el 

mundo (Pérez-Cogollo et al., 2010; Fernández-Salas et al., 2012; Miller et al., 2013; 

Reck et al., 2014).  

Otro problema asociado con la resistencia a los acaricidas es la constante 

necesidad de generar productos nuevos. Se estima que el costo para desarrollar un 

nuevo tratamiento y lanzarlo al mercado es de aproximadamente 100 millones de 

dólares, siendo grandes costos para productos cuya eficacia dura en promedio diez 
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años antes de volverse obsoleto y surjan garrapatas resistentes. Por esto y mucho 

más, se consideran a los acaricidas como productos no renovables (Graf et al., 

2004; Willadsen, 2004).  

Además, el uso de acaricidas se relaciona con problemas de contaminación, 

pues las sustancias químicas se acumulan en los productos derivados del animal y 

en el ambiente. Asimismo, ya que los acaricidas son pesticidas y deben ser tóxicos 

para la garrapata, también pueden tener efectos de toxicidad sobre el bovino, sobre 

otros organismos que entren en contacto con estos residuos y para las personas 

que manipulan estos productos (Graf et al., 2004; Kiss et al., 2012). 

2.4.2 Control biológico  

Aunque este método es, probablemente, el que tiene mayor tiempo de ser 

conocido, su desarrollo moderno data de la década de 1950 (Kiss et al., 2012).  Esta 

estrategia busca controlar las poblaciones de garrapatas mediante el 

aprovechamiento de extractos naturales, pastos, árboles, hongos y animales que 

afecten a las fases libres de la garrapata. Ejemplos de enemigos naturales son las 

aves, arañas, avispas, nemátodos y hormigas; algunos pastos con efectos 

antigarrapatas son el pasto Gordura (Melinis minnutiflora) y el pasto Insurgente 

(Brachiaria brizantha); algunos de los hongos más estudiados que tienen acción 

contra garrapatas son el Beauveria bassiana, Akanthomyces lecanii y Metarhizium 

anisopliae (Samish et al., 2004; Fernandes et al., 2012).  

La utilización de hongos entomopatógenos es uno de los mecanismos 

biológicos más prometedores y viables que se han estudiado. Estos organismos 

tienen como características el ser saprófitos, distribuirse y adaptarse a gran 

variedad de ecosistemas y que existen muchas especies que afectan la viabilidad 

de las garrapatas (Rajaula et al., 2020; Alonso-Díaz & Fernández-Salas, 2021). 

Además, debido a que estos hongos actúan de forma mecánica, enzimática y 

toxicológica, es improbable que las garrapatas desarrollen resistencia (Srinivasan 

et al., 2019; Alonso-Díaz & Fernández-Salas, 2021). 
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Debido al creciente interés en la producción de alimentos libres de 

contaminantes y al aumento de la resistencia de las garrapatas frente a acaricidas 

químicos, el control biológico se ha convertido en un área atractiva de estudio. Este 

planteamiento tiene la ventaja de tener un mayor costo-beneficio que los 

tratamientos químicos, con pocos o nulos efectos secundarios sobre los bovinos u 

otros animales y la ausencia de residuos químicos en el ambiente (Porfirio & 

Schwentesius, 2016; Alonso-Díaz & Fernández-Salas, 2021). Sin embargo, aún se 

sigue investigando la forma en que podría implementarse eficientemente en un 

sistema de producción, ya que los resultados obtenidos muestran inconvenientes 

como falta de efectos contra todas las fases de las garrapatas o dificultad de 

siembra de plantas con los efectos deseados de letalidad o repelente en algunas 

zonas del mundo (Samish et al., 2004; Kiss et al, 2012).  

2.4.3 Control inmunológico 

El control inmunológico de R. microplus se basa en la utilización de 

animales genéticamente resistentes que toleren las infestaciones de garrapatas y 

tienen diferentes mecanismos de barrera, como en el caso de la especie B. indicus, 

y que puedan montar respuestas efectivas contra larvas, además del desarrollo de 

inmunidad mediante la aplicación de vacunas (Willadsen & Kemp, 1986; Willadsen, 

2004).  

Las garrapatas tienen diversas estrategias que favorecen su viabilidad 

sobre el hospedero, incluyendo proteínas inmunomoduladoras en su saliva que 

permiten evadir respuestas inmunitarias del hospedero, Esto provoca que la 

generación de inmunidad natural sea limitada y restringida a ciertas razas cuya 

evolución fue paralela con la garrapata (Wharton, 1975; Titus et al., 2006; Kiss et 

al., 2012).  

Una alternativa factible es generar inmunidad mediante el uso de vacunas 

constituidas de antígenos denominados ocultos, nombrados así porque en una 

infestación normal, el sistema inmunitario del hospedero no entra en contacto con 

estos compuestos (Willadsen & Kemp, 1988). Las experiencias obtenidas con el 
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empleo de vacunas han demostrado que son una alternativa factible, sustentable y 

más barata que los tratamientos químicos, además que se considera poco probable 

que pudiera surgir resistencia a las vacunas (Graf et al., 2004; Willadsen, 2004; Kiss 

et al., 2012). No obstante, obtener una vacuna antigarrapata exitosa involucra una 

larga y complicada serie de etapas de identificación de antígenos candidatos, 

comprobación de que estos sean inmunogénicos, determinación de una respuesta 

inmunitaria protectora, validación de eficacia en condiciones de campo y la 

generación industrial o masificada (Willadsen, 2004). 

2.4.3.1 Estudios de inmunidad antigarrapatas.  

La inmunidad contra garrapatas se ha reportado en cuyos, conejos y en 

bovinos. Se ha documentado que esta protección orgánica es distinta en los 

animales dependiendo de factores de especie y raza (de la Fuente & Contreras, 

2015; Tabor et al., 2017). Esta inmunidad natural se dirige principalmente contra las 

larvas, expresándose como reacciones de hipersensibilidad que rechazan la 

invasión larvaria (Roberts, 1968; Willadsen & Kemp, 1988).  

La inducción de inmunidad contra garrapatas por medio de vacunas 

comenzó a estudiarse desde la década de 1970, hipotetizándose que algunos 

anticuerpos podrían ser ingeridos por las garrapatas y dañar órganos internos. En 

estas primeras investigaciones se utilizaron vacunas generadas a partir de órganos 

macerados de la garrapata y se obtuvieron resultados como retraso en la muda, 

disminución en la cantidad de hembras que se repletan, daño orgánico y 

disminución de la población de garrapatas. Además, a diferencia de la inmunidad 

natural, se encontró que la inmunidad adquirida se dirige contra fases adultas del 

parásito (Allen & Humphreys, 1979; Johnston et al., 1986; Kemp et al., 1986).  

De acuerdo con Tabor et al. (2017), para que un organismo se considere 

resistente o con inmunidad antigarrapatas, se deben comprobar parámetros como 

una disminución en el peso del parásito, corta duración sobre el hospedero, 

decremento en el número de garrapatas adheridas al hospedero, disminución en la 

masa total de huevos y del éxito entre mudas. Otros factores que se consideran son 
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el número de garrapatas repletas, el peso de hembras grávidas y efectos sistémicos 

en las garrapatas vistos desde el punto de vista histológico (Tafúr-Gómez et al., 

2019). Este tipo de inmunidad es mediada por las inmunoglobulinas IgG, las cuales, 

al ser ingeridas durante la alimentación de la garrapata, son capaces de unirse a 

proteínas específicas y desencadenar daños en órganos internos (Tabor et al., 

2017). 

2.4.3.2 El antígeno Bm86 y las vacunas antigarrapatas comerciales.  

En la década de 1990 aparecieron las primeras vacunas antigarrapatas 

comerciales, TickGard en Australia y GAVAC de Cuba, utilizando la glicoproteína 

intestinal Bm86 como antígeno recombinante (Cobon et al., 1995; de la Fuente et 

al., 1999). Actualmente, únicamente permanecen como opción inmunológica la 

GAVAC en algunos países latinoamericanos, y en México se comercializa el 

biológico Bovimune Ixovac® (Schetters et al., 2016; Lapisa, 2017).  

Bm86 es una glicoproteína compuesta por aproximadamente 650 

aminoácidos y con peso molecular de 89 kDa, con dominios de crecimiento 

epidérmico, péptido señal y con funciones relacionadas con el proceso de repleción 

y endocitosis digestiva de la garrapata. Cuando Bm86 es bloqueada e inactivada 

por anticuerpos y el sistema del complemento, el intestino de la garrapata es dañado 

y por consecuencia ocurre una deficiente alimentación y la capacidad reproductiva 

es afectada (Willadsen et al., 1989; Willadsen, 2004; de la Fuente & Contreras, 

2015). Esta proteína fue aislada a partir del intestino de la cepa Yeerongpilly, a fines 

de la década de 1980 (Willadsen et al., 1989). Proteínas similares a Bm86, con al 

menos 50% de identidad se han encontrado en R. decoloratus, R. annulatus, R. 

sanguineus, R. appendiculatus y Hyalomma anatolicum, y la vacuna de Bm86 

recombinante puede también afectar a estas especies de garrapata (de Vos et al., 

2001).  

Aunque la vacuna de Bm86 tiene efectos positivos al afectar directamente 

a las garrapatas y se puede reducir la frecuencia de uso de acaricidas, no tienen 

acción de derribe y su efecto es gradual sobre las poblaciones de garrapatas. A 
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pesar de lo anterior, se ha observado que variaciones alélicas en el gen que codifica 

a Bm86, incluso en porcentajes tan bajos como 3.4%, es suficiente para impedir una 

adecuada respuesta inmunitaria. Así, el principal problema encontrado al vacunar 

con Bm86, es que la inmunidad no se presenta de la misma manera en cepas de 

todas las áreas geográficas, con eficacias reportadas de hasta 90% en Australia y 

Cuba, de menos de 10% en Argentina, y entre 50 y 90 % en México, infiriéndose 

una relación directa entre la eficacia de la vacuna y el grado de conservación de la 

proteína (García-García et al., 1999; de la Fuente et al., 2006; Almazán et al., 2018).   

2.4.3.3 Identificación de nuevos candidatos vacunales. 

A pesar de que las vacunas se han propuesto como una alternativa para el 

control de las garrapatas, aún es necesario encontrar nuevos antígenos y 

combinaciones de éstos que sean más eficientes (de la Fuente et al., 2020). De 

acuerdo con la normativa nacional, para que una vacuna antigarrapata pueda ser 

comercializada, debe tener una eficacia mínima de 80% para el control de R. 

microplus. Además, para cumplir con el porcentaje de potencia, debe proteger al 

80% de los animales desafiados (NOM-006-ZOO-1993; NOM-063-ZOO-1999).  

Las condiciones que se deben cumplir para que un antígeno sea candidato 

vacunal incluyen la generación de anticuerpos en cantidades suficientes para poder 

alcanzar su molécula blanco, formación de complejos antígeno-anticuerpo que 

bloqueen las funciones de la proteína y que los epítopos sean conservados en 

varias especies o subespecies de garrapatas (de la Fuente & Contreras, 2015). 

Una de las corrientes inmunológicas actuales incluye la vacunación con 

subunidades, principalmente con péptidos recombinantes y sintéticos, los cuales 

han demostrado que pueden ser inmunogénicos y eficaces para disminuir la 

viabilidad de las garrapatas, además de poder ser identificados mediante 

herramientas moleculares y de bioinformática (Patarroyo et al., 2002; Almazán et 

al., 2005; Patarroyo et al., 2020). Una gran ventaja de estudiar subunidades 

antigénicas, es que se pueden combinar y desarrollar vacunas multiantigénicas, 

multiepitópicas y quiméricas, las cuales se han propuesto que tengan mayor eficacia 
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al dañar a las garrapatas en distintos órganos, estadios y funciones fisiológicas 

(Willadsen, 2008; Almazán et al., 2012).  

En un estudio previo, Patarroyo et al., 2002, diseñaron y sintetizaron 

péptidos de 40 aminoácidos derivados de Bm86, los cuales demostraron tener una 

eficacia de hasta el 75%. En otros ensayos, se han identificado y utilizado péptidos 

con epítopos B predichos de las proteínas P0, ATAQ y acuaporina de R. microplus, 

algunos con mayor eficacia vacunal que el antígeno Bm86 recombinante comercial. 

Lo anterior, ha demostrado que puede ser posible utilizar péptidos cortos como 

antígenos en una vacuna contra R. microplus (Rodríguez et al., 2015; Rangel-

Aguirre et al., 2016; Scoles et al., 2022).  

 Pérez-Soria (2020) identificó in silico péptidos con epítopos B predichos en 

nueve antígenos de R. microplus, y conservados en cepas mexicanas de esta 

garrapata, lo cual demanda pruebas in vivo para determinar su inmunogenicidad y 

eficacia vacunal. Estos péptidos obtenidos corresponden a las proteínas Bm86, 

Bm95, VDAC, subolesina, voraxina, quitinasa, vitelogenina, glutatión-transferasa y 

serpina.  

2.4.3.4 Canal aniónico dependiente de voltaje (VDAC) 

VDAC es una porina de 30 kDa localizada en la membrana mitocondrial 

externa de células eucariontes, pero también presente en las membranas 

citoplasmáticas. La estructura primaria es altamente variable en las distintas 

especies de organismos eucariontes, pero la estructura secundaria y sus 

propiedades funcionales se mantienen conservadas (Colombini et al., 1996).  

Morfológicamente, VDAC es un canal con forma de barril anclado dentro de 

las membranas celulares, y formado por una estructura de 19 láminas beta unidas 

entre sí por asas flexibles de 8 aminoácidos y una alfa hélice N-terminal de 25 

aminoácidos localizada en el interior del poro. Sus medidas son de 3.1-3.5 nm de 

diámetro por 4 nm de tamaño vertical (Colombini et al., 1996; Shoshan-Barmatz et 

al., 2010). Debido a que la estructura se ha comprobado altamente similar en 
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humanos y levaduras, se ha propuesto que está conservada entre todos los 

organismos eucariontes (Colombini, 2004). 

Se ha descrito que esta proteína participa en roles fisiológicos como la 

regulación del flujo de iones y metabolitos entre las mitocondrias y el citosol. VDAC 

se mantiene abierto a potenciales de membrana bajos (10 mV) y es selectivo a 

aniones, como el cloro. A voltajes altos (30mV), el poro se cierra y es selectivo 

solamente a cationes, por ejemplo ATP, ADP, calcio, potasio y sodio (Thinnes et al., 

1992; Colombini et al., 1996). También se ha encontrado que forma parte del 

sistema apoptótico de las células, ya que permite la traslocación del factor 

apoptótico citocromo c de la mitocondria hacia el citosol (Shimizu et al., 1999). 

Adicionalmente, se ha reportado la existencia de tres isoformas de esta proteína 

que se obtienen por la expresión de genes diferentes o por splicing alternativo. 

Aunque cada isoforma tiene diferentes efectos fisiológicos, ninguna es 

indispensable para la viabilidad celular (Colombini, 2004).  

Una proteína similar a VDAC, con peso molecular de 31 kDa y un total de 

282 aminoácidos, fue identificada en el intestino de R. microplus y denominada 

BmVDAC. Se demostró que participa activamente durante procesos invasivos de B. 

bigemina, ya que se sobre expresa a nivel de transcripción y traducción en 

condiciones de infección con este protozoario (Rodríguez-Hernández et al., 2012; 

Rodríguez-Hernández et al., 2015).  

Esta proteína se ha estudiado como antígeno recombinante (rBmVDAC) en 

vacunas contra R. microplus y contra B. bigemina. En un estudio desarrollado por 

Ortega-Sánchez et al. (2020), se demostró que rBmVDAC genera anticuerpos 

específicos contra la proteína de la garrapata y estos tienen un efecto de bloqueo 

sobre la transmisión de B. bigemina. Además, este antígeno tiene efectos de 

reducción sobre el total de garrapatas repletas que completan el ciclo biológico, se 

obtiene una menor masa de oviposición y una menor eclosión de larvas viables. En 

total, se calculó una eficacia de 82% contra R. microplus. La eficacia de la 

inmunización con rBmVDAC sobre el parásito se muestra en el Cuadro 2.  
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2.4.3.5 Voraxina 

La voraxina es una proteína producida por las gónadas de los machos 

adultos. Inicialmente fue descrita como un factor de ingurgitación o repleción, que 

forma parte del espermatóforo de los machos, siendo transferido y liberado dentro 

de las hembras durante la cópula (Pappas & Oliver, 1972; Weiss & Kaufman, 2004; 

Sonenshine & Roe, 2014).   

La proteína fue caracterizada primeramente en la especie A. hebraeum, 

como una molécula proteica formada por la dimerización de dos péptidos, que por 

sí solos no tienen actividad funcional. El primero es un péptido de 16.1 kDa y 111 

aminoácidos, mientras que el segundo peso 11.6 kDa y tiene 71 aminoácidos. 

Fisiológicamente, es un factor proteico necesario para estimular la repleción de la 

hembra después de la cópula, aumentando su peso más allá de un peso crítico 

necesario para que las hembras ovipositen. Aunque su mecanismo de acción no ha 

sido esclarecido, se cree que una vez dentro de la hembra se libera y llega al 

singanglion, que a su vez libera un péptido que estimula la producción de 

ecdisteroides por mecanismo de segundo mensajero (Lomas & Kaufman., 1992; 

Weiss & Kaufman, 2004). 

En el estudio de Weiss & Kaufman (2004), se describió que la voraxina 

recombinante es inmunogénica y provoca que las hembras tengan una disminución 

del 72% en el peso que alcanzan, y que alrededor del 75% no sobrepasen el peso 

crítico para que ovipositen. Además, hubo un retraso de tres días en el periodo de 

alimentación de las hembras.  

Cuadro 2. Eficacia de rBmVDAC sobre R. microplus (Ortega-Sánchez et al., 2020). 

DT (Reducción en 

la supervivencia) 

DW (Reducción 

en el peso) 

DO (Reducción 

en la oviposición) 

DF (Reducción 

en la fertilidad) 

Eficacia 

vacunal 

38% 5% 54% 55.8% 82% 
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Adicionalmente, la subunidad alfa de voraxina ha sido identificada en 

Dermacentor variabilis y caracterizada y evaluada como candidato vacunal en R. 

appendiculatus. En esta última especie, se describió como una proteína de 153 

aminoácidos y peso molecular de 16.1 kDa. Se describió que el gen que codifica 

esta proteína se expresa predominantemente en el testículo y vas deferens de 

ninfas y adultos machos de cuatro días de alimentación. Como antígeno vacunal, 

se obtuvo una reducción del 50% de la capacidad de alimentación de las hembras, 

y afectando directamente su peso, reducción de 42%, y oviposición, 38.6% de 

garrapatas no ovipositaron y se redujo en un 56% la masa de oviposición individual 

(Yamada et al., 2009). En el caso particular de R. microplus, se ha identificado una 

proteína similar a voraxina que guarda un 96% de similitud. Aún con esto, no se han 

desarrollado estudios de eficacia vacunal en esta especie (Kumar & Gosh, 2014).  

Otro tipo de ensayo con el que se ha estudiado voraxina ha sido el 

silenciamiento de genes mediante ARN de interferencia. Sin embargo, utilizando 

esta técnica no se tuvieron efectos sobre la mortalidad, repleción de hembras o 

fertilidad en las especies D. variabilis y A. hebraeum, contrario a lo obtenido 

mediante vacunación con la proteína recombinante (Donohue et al., 2009; Smith et 

al., 2009).  

2.4.3.6 Quitinasa (Chitinasa) 

Las quitinasas son una familia de enzimas ampliamente estudiadas en 

artrópodos debido a su importante rol en el desarrollo y crecimiento de estos 

animales. Las quitinasas permiten el éxito en la metamorfosis interestadial al 

hidrolizar los polímeros de quitina presentes en la cutícula y la membrana peritrófica 

(Kimura, 1973; Arakane & Muthukrishnan, 2010).  

El mecanismo de acción de la mayoría de las quitinasas es de tipo lisozima 

y endoquitinasa, al romper los enlaces N-acetil glucosamina internos que conforman 

la quitina. Las quitinasas se dividen en familias 18 y 19 quitinasas, siendo las 

primeras las más comunes en los seres vivos. Además, existe otro grupo de 

proteínas denominadas de tipo quitinasa, las cuales cumplen con funciones de 
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regulación del crecimiento e inmunomoduladoras (Henrissat, 1999; Arakane & 

Muthukrishnan, 2010).  

Estructuralmente, son enzimas con peso molecular de 20 a 90 kDa, con uno 

a cinco dominios catalíticos glicosil hidrolasa y uno a siete sitios de unión a quitina. 

Además, en su secuencia tienen un péptido señal que les permite salir al espacio 

extracelular, ya que el principal lugar donde se concentran es en el fluido de muda 

(Arakane et al., 2003; Hamid et al., 2013). Las quitinasas de las familias 18 y 19, no 

comparten similitud en su secuencia de aminoácidos y su estructura tridimensional 

es diferente (Hamid et al., 2013). Como modelo, una quitinasa perteneciente a la 

familia 18 tiene forma de barril, con ocho láminas beta constituyendo el centro del 

barril y ocho alfa hélices en el exterior (Arakane & Muthukrishnan, 2010).  

En otros organismos, que incorporan la quitina dentro de su dieta, la 

quitinasa es fundamental para sus procesos de digestión (Arakane et al., 2003). 

Otro importante rol en el que participan las quitinasas es en la invasión de algunos 

microorganismos como Plasmodium spp al intestino de su vector, ya que permiten 

la desintegración de la membrana peritrófica de su intestino. Así, se han 

hipotetizado como candidatos vacunales para bloquear la transmisión de 

enfermedades infecciosas (Takeo et al., 2009). Bacterias de los géneros 

Streptomyces, Alteromonas, Escherichia, Aeromonas y Serratia producen 

quitinasas para establecer infecciones en hospederos (Hamid et al., 2013).  

Las quitinasas se han estudiado como candidatos vacunales en la especie 

asiática Haemaphysalis longicornis, demostrándose que se logra una reducción del 

éxito entre mudas del 20%, se alarga el periodo de alimentación de las larvas en 

hasta 1.5 días y disminuye el número de huevos ovipositados en un 13% (You et 

al., 2003; You & Fujisaki, 2009). 

 

 

 



28 
 

III. JUSTIFICACIÓN 

 

 Las infestaciones por garrapatas Rhipicephalus microplus representan un 

gran problema que limita el crecimiento y desarrollo de la ganadería tropical y 

subtropical del mundo. Estas garrapatas son responsables pérdidas económicas 

estimadas en miles de millones de dólares cada año debido al efecto nocivo en la 

salud de los hospederos y al transmitir microorganismos patógenos que causan 

enfermedades al ganado bovino. El método tradicional de tratamiento y control de 

las garrapatas se basa en el uso de acaricidas químicos, los cuales son cada vez 

menos eficientes debido a la generación de resistencia por parte de las garrapatas 

y por tener un efecto contaminante en el ambiente. Una alternativa más sustentable 

es la utilización de un sistema de control integrado, que involucre métodos 

biológicos e inmunológicos. Las vacunas actuales que utilizan como antígeno a la 

proteína Bm86 recombinante han mostrado niveles variables de eficacia, generando 

la necesidad de un producto que tenga mejores resultados. Una de las perspectivas 

actuales que podría mejorar la eficacia de las vacunas antigarrapatas es el 

desarrollo de un preparado multiantigénico y multiepitópico, que combine 

subunidades antigénicas que logren afectar al parásito en distintos procesos 

fisiológicos, como la alimentación y digestión, desarrollo y crecimiento, reproducción 

y oviposición, lo que resultaría en un mayor daño a las capacidades orgánicas de la 

garrapata. Sin embargo, el primer paso para obtener una vacuna es la identificación 

y evaluación de los antígenos que formen parte de este preparado. La principal 

ventaja de la investigación y desarrollo de una vacuna eficaz contra R. microplus es 

la reducción gradual en las poblaciones de la garrapata, aminorando las pérdidas 

económicas y reduciendo el impacto ambiental.  
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IV. HIPÓTESIS 

 

Péptidos de VDAC, voraxina y chitinasa, utilizados como inmunógeno, son 

capaces de inducir una eficacia vacunal mínima de 80% contra garrapatas 

Rhipicephalus microplus, al afectar parámetros biológicos de su supervivencia, 

desarrollo, alimentación y fertilidad.  
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V. OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo General: 

• Evaluar la eficacia vacunal de péptidos de VDAC, voraxina y chitinasa de 

Rhipicephalus microplus.  

5.2 Objetivos Específicos: 

1. Identificar los péptidos inmunogénicos de VDAC, voraxina y chitinasa de 

Rhipicephalus microplus. 

2. Obtener la eficacia vacunal de los péptidos inmunogénicos. 
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VI. MATERIAL Y MÉTODOS 

 

El trabajo experimental se realizó con permiso del Comité de Bioética de la 

Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autónoma de Querétaro, con 

número de aprobación 80FCN2020.  

6.1 Péptidos experimentales. 

Los péptidos seleccionados para este trabajo se obtuvieron a partir del 

estudio realizado por Pérez-Soria (2020), quien obtuvo predicciones de epítopos B 

correspondientes a nueve proteínas de R. microplus.  

Se escogieron doce péptidos de las proteínas VDAC, voraxina y chitinasa, 

cada una con cuatro péptidos. Estos fueron mandados a sintetizar químicamente en 

el sistema peptídico de 8 ramas (MAP-8) a la empresa Peptide 2.0. Las secuencias 

de los péptidos se muestran en el Cuadro 3.  

Cuadro 3. Péptidos seleccionados para el experimento (Pérez-Soria, 2019). 

Nombre del péptido Secuencia de aminoácidos Número de 

aminoácidos 

VDAC 1 ASLETKYKVPEYGLTLKEK 19 

VDAC 2  DNTLSTEICSEEKLARGL 18 

VDAC 3  GALKAAYKFDNVHLNGDVDL 20 

VDAC 4  HTNVNDGQEFAGSVFQRVNP 20 

Voraxina 1 MQSGGGNKTYCISINL 16 

Voraxina 2 MNWMTASLKASRKLYTF 17 

Voraxina 3 FPSLCVAAFHAELDTVDGEACP 22 

Voraxina 4  VDGEACPQSEQYARLL 16 

Chitinasa 1 CYYSAWANSRPHPANYGIKDV 21 

Chitinasa 2 SADRRALFIESVLLWMKEYNLD 22 

Chitinasa 3 AYDLRGTWNGVTDVHPLFP 19 

Chitinasa 4 LKGNWKREFDDEGKCPYVYYR 21 



32 
 

6.2 Preparación de vacunas e inmunización de animales.  

La inmunogenicidad de los péptidos sintéticos fue verificada al formular 

cada péptido en dosis vacunales y aplicarlos a 26 bovinos de raza europea, 

localizados en una zona libre de garrapata y con un peso inicial aproximado de 240 

kg. Por cada péptido analizado se inmunizaron dos bovinos, y dos animales fueron 

usados como tratamiento control.  

Las vacunas se prepararon en el Laboratorio de Investigación en 

Inmunología y Vacunas de la Universidad Autónoma de Querétaro, campus 

Aeropuerto. Cada vacuna consistió en la emulsificación de 100 μg de cada péptido 

de interés solubilizado en PBS 1x pH 7.4 estéril y adyuvante comercial MontanideTM 

ISA 201 VG (Seppic, Francia) en proporción 50:50. Para alcanzar la correcta 

homogenización de la mezcla, se utilizó un protocolo de sonicación con pulsaciones 

de 100 amplitudes, repitiéndose cada 10 segundos. La emulsificación se finalizó 

cuando se observó con el objetivo 100x del microscopio la presencia de micelas con 

un diámetro de 1μm. El Cuadro 4 muestra los detalles de la formulación de vacunas 

de control de adyuvante y de las vacunas de péptidos.   

Cuadro 4. Formulación de las vacunas de péptidos sintéticos.  

 

Grupo vacunal 

 

Cantidad de ingrediente de la vacuna por 

animal 

PBS 

estéril (ml) 

 

Péptido en PBS 

estéril (ml) 

Adyuvante 

(ml) 

Grupo control 0.5 0 0.5 

Grupo inmunizado 0.45 0.05 0.5 

 

La inmunización de los animales se realizó en el Campo Experimental “Valle 

del Guadiana”, perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, 

Agrícolas y Pecuarias, en el municipio de El Mezquital, Durango, localizado en las 

coordenadas Norte 23º 59' y Oeste 104º 37'. Los bovinos recibieron cuatro 

inmunizaciones vía subcutánea en los días 0, 21, 42 y 63 del experimento, 
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alternando el lado en que se realizó la inoculación. Para aplicar las vacunas, se 

utilizaron jeringas de 3 ml con agujas calibre 18G. 

6.3 Obtención de sueros inmunes. 

De cada individuo inmunizado, se obtuvieron muestras de sangre en tubos 

vacutainer sin anticoagulante. Las muestras se colectaron de la vena yugular de los 

bovinos antes de cada inmunización y 14 días posteriores a la última vacunación.  

El suero fue separado por centrifugación a 3500 rpm durante 10 minutos. 

Además, se hicieron alícuotas del suero en tubos de 1.5 ml y rotulados con el 

número de identificación del animal. La Figura 6 representa la línea del tiempo del 

experimento y los procesos realizados en cada día.  

 

 

 

Figura 6. Línea del tiempo de las vacunaciones efectuadas para el experimento de 
determinación de inmunogenicidad. 
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6.4 Determinación de inmunogenicidad.  

La respuesta inmunitaria de los animales y la producción de anticuerpos fue 

verificada mediante pruebas de ELISA indirecta, incluyendo los procesos de 

estandarización. Estos ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Investigación 

en Inmunología y Vacunas de la Universidad Autónoma de Querétaro, campus 

Aeropuerto.  

6.4.1 Titulación de la concentración de péptidos. 

La concentración de péptido adecuada para sensibilizar la placa de ELISA 

correspondiente, se obtuvo siguiendo un protocolo de titulación de péptidos. Se 

colocaron 200 μl del péptido a titular a una concentración de 8 μg/ml de manera 

seriada por triplicado según lo esquematizado en la Figura 7.  

 

 

En los siguientes pozos, inferiores y por triplicado, se colocaron 100 μl de solución 

carbonato/bicarbonato 0.1 M pH 9.6. La Figura 8 representa los pozos llenados con 

esta solución.  

Figura 7. Esquematización del primer paso de la titulación de péptido. 
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Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas, tomando 100 μl del péptido 

concentrado a 8 μg/ml de la fila A y se depositaron en la fila B, homogenizando por 

pipeteo antes de liberar la solución. Se repitió este paso, tomando 100 μl de la fila 

B y pasándolo a la fila C, y posteriormente de la fila C a la D. Finalmente, se tomaron 

100 μl de la fila D y se desecharon para eliminar el volumen remanente. Este paso 

se repitió con las filas E-H. Con esto, quedaron pozos con 100 μl de solución de 

péptido concentrado a 8, 4, 2 y 1 μg/ml. Lo anterior es representado en la Figura 9.  

 Figura 9. Concentración de péptidos en la placa de ELISA.   

Figura 8. Segundo paso de la titulación de péptido. 
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La placa de ELISA se cubrió con film plástico y se incubó a 4°C toda la 

noche. Al día siguiente, se desechó el líquido de la placa y para proceder con el 

primer lavado se agregaron 200 µl de PBS-Tween al 0.05% pH 7.4. La placa se 

agitó mediante golpeteos laterales durante 20 segundos y posteriormente se 

desechó el líquido y se secó la placa, esta vez con golpeteos sobre una gaza y con 

la placa volteada hacia abajo. Este paso se repitió un total de 3 veces.   

Una vez secas las placas, se realizó el proceso de bloqueo, añadiendo en 

cada pozo 200 µl de PBS Tween 0.05% con leche descremada al 5%, se envolvió 

la placa en plástico y se incubó a 37°C durante una hora y con agitación de 200 

rpm. Después, se repitió el proceso de lavado y secado explicado anteriormente. 

 Posteriormente, en los pozos correspondientes a las filas A-D se colocaron 

100 µl del suero pre-inmunización en dilución 1:500 en PBS-Tween 0.05%; en las 

filas E-H se colocaron 100 µl del suero correspondiente a 21 días después de la 

segunda inmunización. Este paso se esquematiza en la Figura 10.  

 Figura 10. Diseño de la placa de ELISA con los sueros de pre-inmunización y post-
inmunización para titulación de péptidos.   
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La placa se envolvió en plástico y se dejó en una incubadora con agitación, 

a 37°C durante una hora y con oscilación de 200 rpm. Después, se repitió el proceso 

de lavado y secado explicado anteriormente. 

Posteriormente, en cada pozo se agregaron 100 µl de anticuerpo 

secundario anti-IgG unido a peroxidasa en dilución 1:2000 en PBS-Tween 0.05%. 

La placa se envolvió en plástico y se incubó a 37°C durante una hora y con agitación 

de 200 rpm. Después, se repitió el proceso de lavado y secado explicado 

anteriormente. 

Finalmente, se depositaron en cada pozo 100 µl de solución de revelado 

consistente de sustrato dihidrocloruro de o-fenilenediamina (OPD) en buffer citrato 

(ácido cítrico 0.1 M, fosfato de sodio dibásico 0.2 M y 4 μl de peróxido de hidrogeno 

al 30%), y la placa se leyó en un lector de placas de 96 pozos a una longitud de 

onda de 450 nm con agitación de 5 segundos. Las lecturas se realizaron a los 15, 

20, 25 y 30 minutos, eligiendo la concentración de péptido y tiempo de lectura en la 

cual hubo menor diferencia de densidad óptica entre cada triplicado y mayor 

diferencia entre las medias de los triplicados del suero pre-inmunización respecto al 

post-inmunización.  

6.4.2 Titulación de anticuerpo primario. 

Los títulos de anticuerpos de los animales inmunizados fueron obtenidos 

preparando placas de ELISA individuales por animal y comparando la cantidad de 

anticuerpos del suero de segunda inmunización respecto al suero de pre-

inmunización. Cada placa fue sensibilizada con 100 µl del péptido diluido en 

solución carbonato/bicarbonato pH 9.6 a la concentración estandarizada. 

El control de conjugado se preparó diluyendo suero de bovino en solución 

carbonato/bicarbonato pH 9.6 en relación 1:500. Se depositaron 100 µl en la placa 

y por triplicado. La placa se envolvió en plástico y se incubó toda la noche en 

refrigeración. La placa se lavó con PBS-Tween 0.05% pH 7.4 y fue bloqueada con 
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buffer PBS-Tween 0.05% con leche descremada al 5%, similar a lo descrito en el 

punto anterior.  

Las diluciones de los sueros inmunes se realizaron de la siguiente forma. 

Se diluyeron los sueros correspondientes a la segunda inmunización en 

concentración 1:125 y se depositaron en la placa por triplicado en las posiciones F1, 

G1 y H1. De la misma forma, los sueros pre-inmunización se diluyeron a la misma 

concentración y depositaron en las columnas A1, B1 y C1. Posteriormente, en los 

siguientes pozos se colocaron 100 µl de buffer PBS-Tween 0.05% pH 7.4.  

Realizado lo anterior, se procedió a hacer diluciones seriadas de la 

siguiente manera. Se tomaron 100 µl de los pozos que contienen 200 µl del suero 

diluido 1:125 y se depositaron en los pozos que se encuentran inmediatamente a la 

derecha y se homogenizó mediante pipeteo. Se realizó lo mismo tomando 100 µl de 

los pozos de la columna 2 y depositarlos en los pozos que se encuentran 

inmediatamente a la columna 3, y sucesivamente hasta llegar a la columna 12, de 

la cual se desecharon 100 µl.  De esta forma quedarían 100 µl en cada pozo con 

las concentraciones que se muestran en la Figura 11. 

Figura 11. Esquematización de una placa de ELISA con diluciones seriadas para titulación de 
anticuerpos de sueros inmunes.   
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Los sueros se incubaron por 1 hora a 37 °C. Posteriormente se agregó el 

anticuerpo secundario en dilución 1:2000 y la solución de revelado según lo descrito 

en el punto anterior.  

6.4.3 ELISA indirecta para determinación de anticuerpos. 

Por cada péptido utilizado se ocupó una placa de 96 pozos, la cual se 

sensibilizó con la concentración de péptido correspondiente diluido en buffer 

carbonato/bicarbonato pH 9.6. El control de conjugado fue preparado depositando 

100 µl de suero de bovino diluido en buffer carbonato/bicarbonato en concentración 

1:500. La placa se envolvió en plástico y se dejó incubar en refrigeración durante 

toda la noche, y al día siguiente se continuó con el lavado y bloqueo de la placa 

anteriormente descritos. La Figura 12 esquematiza un ejemplo del acomodo en una 

placa de ELISA de los sueros de los bovinos vacunados y controles de un grupo de 

experimentación.  

Figura 12. Diseño de la placa de ELISA con los sueros de bovinos no inmunizados e inmunizados. 
Para cada placa se analizaron muestras de dos bovinos inmunizados y de ambos controles.  
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Se agregaron 100 μl de suero diluido a concentración de 1:500 en PBS-

Tween 0.05% placas se lavaron tres veces con la solución de lavado. El suero fue 

diluido a 1:500 en PBS Tween 0.5% pH 7.4. La placa se incubó por 1 hora a 37°C, 

con agitación de 200 rpm. Posteriormente, se repitió el proceso de lavado y secado 

de la placa. 

Se añadieron 100 μl del anticuerpo secundario de cabra anti-IgG bovina 

conjugado a peroxidasa en una dilución de 1:2000 en PBS Tween 0.5%, y se dejó 

incubar por 1 hora a 37°C, con agitación de 200 rpm. Posteriormente, se repitió el 

proceso de lavado y secado de la placa. 

Finalmente, se agregó en cada pozo 100 µl de la solución de revelado, y la 

placa se leyó en un lector de placas de 96 pozos a una longitud de onda de 450 nm, 

con tiempo de 25 minutos y agitación de 5 segundos. 

6.4.4 Análisis estadístico 

Las diferencias estadísticas entre los sueros de bovinos inmunizados y no 

inmunizados fueron determinadas mediante análisis de ANOVA (Armstrong et al., 

2002) y una prueba post-Hoc de Tukey (p<0.05) (Kim, 2015), por cada péptido 

analizado y en cada uno de los días que se obtuvo suero inmune, utilizando el 

programa IBM SPSS Statistics 21. 

6.5 Análisis bioinformático de los péptidos 

Se realizaron análisis de alineamiento para verificar que las secuencias de 

los péptidos no tuvieran homología con proteínas del bovino, utilizando el algoritmo 

y base de datos del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), de la 

página del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Las 

secuencias de aminoácidos de los péptidos se compararon contra las proteínas 

reportadas de la especie Bos taurus.  

6.6 Desafío biológico   

El desafío biológico se realizó en las instalaciones del Campus Amazcala 

de la Universidad Autónoma de Querétaro, localizadas en el municipio de El 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
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Marqués, Querétaro, ubicado en las coordenadas Norte 21° 40´ y Oeste 100° 36´. 

Con este experimento se comparó la respuesta entre animales vacunados y 

animales control cuando fueron infestados con R. microplus. Por cada péptido 

analizado se utilizaron dos animales inmunizados e infestados, además de un par 

de bovinos inmunizados con 100 μg de cada péptido. Lo anterior se ilustra en la 

Figura 13.  

 

6.6.1 Preparación de vacunas e inmunización 

Las vacunas fueron preparadas siguiendo el protocolo descrito en el punto 

6.2. En cada dosis vacunal se incluyeron 100 μg del péptido individual en cuestión, 

excepto para las preparaciones de control que se formularon con la mezcla de 

adyuvante y buffer PBS estéril.  

Los bovinos inmunizados se mantuvieron en los corrales del Campus 

Amazcala de la Universidad Autónoma de Querétaro. Las características de los 

Figura 13. Conformación de los animales utilizados en el experimento de infestación.  
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animales incluyeron un peso inicial promedio de 150 kg y de raza europea. Cada 

animal fue inmunizado en tres ocasiones, con un intervalo de 21 días entre la 

primera y segunda inoculación, y de 14 días entre la segunda y tercera. La vacuna 

fue aplicada por vía subcutánea en la región lateral del cuello, alternando el sitio de 

inoculación.  

La respuesta inmunitaria de los bovinos antes de la infestación se verificó 

mediante ELISAS indirectas similares a las descritas en el punto 6.4.3.  

6.6.2 Infestación con larvas R. microplus 

Los becerros fueron trasladados a las jaulas de la Nave de Infectómica 

Animal, donde fueron inmovilizados en una trampa para limitar sus movimientos. 

Siete días después de la tercera inmunización, a los animales se les colocó una 

cámara de alimentación de tela elástica en cada costado. La tela fue pegada por los 

bordes con adhesivo instantáneo de piel y cuero, y en su interior se liberaron 0.25 

g de larvas de R. microplus de 30 días de edad, para un total de 0.5 g de larvas por 

animal. 

6.6.3 Colecta de garrapatas y obtención de datos 

Una vez que las garrapatas hembra se repletaron, todas fueron 

recolectadas durante los días 19-26 de la infestación. Una vez separadas e 

identificadas por grupo, se lavaron en una solución de cloruro de benzalconio al 

10% durante 15 minutos.  

La primera variable cuantificada fue el número de hembras repletas por 

grupo experimental, mientras que el segundo dato obtenido para análisis fue el peso 

promedio de las garrapatas. Posteriormente, las garrapatas se colocaron en cajas 

Petri a número de 25-30 por caja, y se mantuvieron en una incubadora con 

condiciones de temperatura de 28°C y 85% de humedad para inducir la oviposición.  

La tercera variable obtenida fue la masa total de oviposición, obtenida al 

pesar todos los huevos depositados por cada garrapata que sobrevive el ciclo de 
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oviposición de diez días. Además, se calculó el promedio de huevos ovipositados 

por garrapata.  

Los parámetros de fertilidad se obtuvieron separando un gramo de huevos 

de cada par experimental, juntando 0.5 g de huevos de garrapatas de cada bovino. 

Los huevos fueron colocados en viales de vidrio y puestos a incubar a 28°C y 85% 

de humedad durante aproximadamente 21 días hasta la eclosión. Una vez que 

ocurrió la eclosión, se dejaron en la incubadora 15 días antes de contabilizar por 

triplicado la cantidad de larvas vivas, larvas muertas y huevos sin eclosionar.   

6.7 Efecto sobre parámetros biológicos y cálculo de eficacia vacunal 

Los parámetros biológicos se midieron y se hicieron cálculos con los 

siguientes datos:  Número de garrapatas vivas y muertas (DT), peso de las 

garrapatas repletas (DW), peso y masa de oviposición (DO) y número de larvas 

viables que eclosionan en 1 g de huevos (DF). La medición y comparación de los 

parámetros y el subsecuente cálculo de la eficacia vacunal se realizó de acuerdo 

con lo descrito y utilizado por Canales et al., 1997, Fragoso et al., 1998 y Ortega-

Sánchez et al., 2020, y revisado por Cunha et al., 2013.  

Las variables y cálculos para obtener los parámetros biológicos se 

realizaron con las siguientes fórmulas.  

• DT = 100 * [1-(NGT/NGC)], donde NGT = número de garrapatas repletas y 

recolectadas en los animales tratados, y NGC = número de garrapatas 

repletas y recolectadas en los animales control. 

• DW = 100 * [1-PGV/PGC], donde PGV = peso promedio de las garrapatas 

repletas y recolectadas de los animales tratados, y PGC = peso promedio de 

las garrapatas repletas y recolectadas de los animales control.   

• DO = 100 * [1-PPGV/PPGC], donde PPGV =  Promedio del peso de los 

huevos ovipositados por garrapatas repletas y recolectadas de los animales 

tratados, y PPGC = peso de los huevos por garrapatas sobrevivientes en el 

grupo control. 
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• DF = 100 * [(HC–HT) /HC], donde HC = índice de viabilidad de los individuos 

control, y HT = índice de viabilidad de los individuos tratados.  

Finalmente, la eficacia vacunal (E) se calculó con la siguiente fórmula: 

100 [1 – (RGA * RGO * CRF)] 

• RGA = NTV/NTC = Reducción del número de garrapatas recolectadas en los 

animales tratados comparado con el número de garrapatas recolectadas en 

los animales control.  

• RGO = PATV/PATC = Reducción en la masa de oviposición obtenida de las 

garrapatas recolectadas en los animales tratados comparado con la masa de 

oviposición obtenida de las garrapatas recolectadas en los animales control.   

• RGF = PPLOV/PPLOC = Reducción en la fertilidad de los huevos obtenidos 

de las garrapatas recolectadas en los animales tratados comparado con la 

fertilidad de los huevos obtenidos de las garrapatas recolectadas en los 

animales control. 
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 

7.1 Elaboración de vacunas e inmunización de animales 

Las dosis vacunales fueron elaboradas individualmente por péptido 

analizado, determinándose listas cuando se observó al microscopio un campo 

homogéneo de micelas con un tamaño similar o menor a 1 μm. La observación de 

una vacuna terminada se aprecia en la Figura 14. 

 

 Las micelas en las emulsiones obtenidas concuerdan con lo reportado por 

Vialle et al. (2010), quienes reportaron un tamaño similar en las micelas al utilizar 

un adyuvante de tipo Montanide. Además, las micelas de 1 μm tienen el tamaño 

adecuado para una efectiva fagocitosis por las células presentadoras de antígeno 

(Lindblad, 2004). Cabe destacar que los adyuvantes de tipo emulsión están 

recomendados para evaluar vacunas de péptidos sintéticos y recombinantes 

(Salvador et al., 2011).  

Figura 14. Emulsificación de la vacuna vista al microscopio (objetivo 100).  
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Con respecto a la seguridad de las vacunas elaboradas, en el presente 

experimento no se presentaron reacciones adversas graves, únicamente se 

encontraron granulomas en algunos bovinos después de la tercera inmunización. 

Los bovinos vacunados no manifestaron signología adversa al momento de la 

inoculación, corroborando la seguridad de las vacunas elaboradas y de sus 

ingredientes. La formulación de Montanide® ISA 201 como adyuvante mineral agua 

en aceite en agua (W/O/W), hace que el compuesto sea menos viscoso y genere 

una menor respuesta inflamatoria. La presencia de únicamente dos bovinos con 

granulomas y la ausencia de otras reacciones adversas concuerda con lo reportado 

por Petermann et al. (2017), quienes ocuparon el mismo adyuvante. Esta cualidad 

de inocuidad se cumple según lo requerido por Roth et al. (1999), con respecto a 

las características que debe tener un adyuvante. 

Al utilizar péptidos como antígenos vacunales, incluso al sintetizarlos en 

sistema MAP-8 que aumenta su peso molecular, y por lo tanto su inmunogenicidad, 

se debe utilizar un buen adyuvante para obtener una mejor respuesta inmunitaria y 

eficacia. Los adyuvantes oleosos, como los Montanide®, potencian la respuesta 

inmunitaria al liberar lentamente el antígeno e inducir procesos inflamatorios locales 

que atraigan células presentadoras de antígeno (Klimka et al., 2015). El adyuvante 

Montanide® ISA 201 es una emulsión que ha sido utilizada en formulación de 

vacunas en bovinos, como en el caso de la Fiebre Aftosa. Se ha encontrado que es 

un adyuvante capaz de desencadenar respuestas inmunitarias protectoras de tipo 

IgG1 e IgG2 en bovinos, liberando el antígeno de forma rápida y lenta, y con 

anticuerpos de larga duración (Bozkir & Hayta, 2004; Dar et al., 2013; Ibrahim et al., 

2015).  

De acuerdo con las respuestas humorales reportadas y la característica de 

seguridad obtenida, este adyuvante debería funcionar en vacunas contra garrapata. 

Para conocer su funcionalidad, aún se debe determinar si sus propiedades físico-
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químicas son aptas para formar parte de vacunas comerciales, similar a estudios 

realizados con Montanide® ISA 50 y la vacuna GAVAC, además que se ha descrito 

que los adyuvantes agua en aceite son más eficaces en formulaciones contra 

garrapatas (Pérez et al., 2017; Petermann et al., 2017). 

7.2  Determinación de inmunogenicidad 

Durante la estandarización de las pruebas de ELISA, para la concentración 

de péptido requerido para la sensibilización de las placas, se obtuvieron valores de 

entre 1 y 8 μg/μl de péptido. Los resultados de la estandarización son similares a 

los utilizados en los experimentos de Patarroyo et al., 2002 y Tafúr-Gómez et al., 

2020 quienes realizaron ELISAS indirectas con cantidades de 0.5 a 5 μg/μl, pero 

significantemente menor a la cantidad de péptido recombinante reportado por 

Mendoza-Martínez et al., 2021. El Cuadro 5 compara los resultados obtenidos en 

este experimento y otros de trabajos similares que estandarizaron ELISAS con 

péptidos de garrapatas.  

 

Péptido de 

estudio 

Tipo de 

péptido 

Concentración 

utilizada (μg/μl) 

Referencia 

VDAC 1 Sintético  1  

 

Este estudio 

VDAC 2 Sintético 4 

VDAC 3 Sintético 1 

VDAC 4 Sintético 8 

Voraxina 1 Sintético 4 

Voraxina 2 Sintético 8 

Voraxina 3 Sintético 8 

Voraxina 4 Sintético 4 

Chitinasa 1 Sintético 8 

Chitinasa 2 Sintético 4 

Cuadro 5. Concentraciones de péptidos de garrapata utilizados para sensibilizar placas 
de ELISA. 
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La respuesta inmunitaria de cada animal se pudo monitorear mediante las 

pruebas de ELISA indirecta. En 10 de los 12 pares de animales inmunizados con 

los péptidos, se observó un resultado positivo y con diferencia estadísticamente 

significativa (p<0.05) respecto a los controles a partir de la segunda inmunización, 

mientras que en el caso de los péptidos Chitinasa 3 y VDAC 1, en un bovino fue 

observado una diferencia significativa (p<0.05) desde la primera inmunización. No 

obstante, la respuesta inmunitaria de todos los animales decreció hasta niveles 

inferiores al punto de corte tras la segunda aplicación, con excepción de individuos 

inmunizados con los péptidos VDAC 3, Voraxina 3, Voraxina 4 y Chitinasa 3, en los 

cuales se observó un mantenimiento significativo de la respuesta inmunitaria tras 

aplicar las dosis subsecuentes y por encima del punto de corte. Los sueros de los 

animales de control se mantuvieron siempre debajo del punto de corte. Los 

resultados de los péptidos inmunogénicos se muestran en las Figuras 15-18, 

mientras que las gráficas de aquellos péptidos descartados se muestran en las 

Figuras 19-26.  

Chitinasa 3 Sintético 8 

Chitinasa 4 Sintético 4 

SBm4912 Sintético 5 Patarroyo et al., 2002 

Tafúr-Gómez et al., 2020 SBm7462 Sintético 2 

SBm19733 Sintético 0.2 

Subolesina Recombinante 0.1 Mendoza-Martínez, et al., 

2021 

BD86 Sintético 0.5 Kopp et al., 2009 

ATAQ Sintético 1 Rangel-Aguirre et al., 

2016 

Acuaporina 2 Sintético 1 Scoles et al., 2022 

P0 Sintético 1 Rodríguez-Mallón et al., 

2015 
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Figura 15. Gráfica de inmunogenicidad del péptido VDAC 3. Dilución 1:500. Bovinos 7511 y 
7512 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante. 
En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de 
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 16. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Chitinasa 3. Dilución 1:500. Bovinos 6844 
y 8727 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 17. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 3. Dilución 1:500. Bovinos 5902 
y 8149 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 18. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 4. Dilución 1:500. Bovinos 7503 
y 7506 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 19. Gráfica de inmunogenicidad del péptido VDAC 1. Dilución 1:500. Bovinos 7539 y 
8148 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante. 
En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de 
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 20. Gráfica de inmunogenicidad del péptido VDAC 2. Dilución 1:500. Bovinos 8157 y 
9948 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante. 
En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de 
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 21. Gráfica de inmunogenicidad del péptido VDAC 4. Dilución 1:500. Bovinos 7502 y 
7513 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante. 
En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de 
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 22. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 1. Dilución 1:500. Bovinos 8155 
y 8160 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 23. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 2. Dilución 1:500. Bovinos 5903 
y 8151 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 24. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Chitinasa 1. Dilución 1:500. Bovinos 7508 
y 7514 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 25. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Chitinasa 2. Dilución 1:500. Bovinos 7510 
y 8147 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

Figura 26. Gráfica de inmunogenicidad del péptido Chitinasa 4. Dilución 1:500. Bovinos 7989 
y 8747 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Los niveles de D.O. alcanzados en los animales inmunizados son parecidos 

a lo reportado por Patarroyo et al. (2002) y Almazán et al. (2005), quienes también 

inmunizaron con péptidos sintéticos. La diferencia estadística significativa respecto 

a los controles apareció después de aplicar la segunda dosis, similar a lo obtenido 

por Patarroyo et al. (2002) y Tafúr-Gómez et al. (2020).  

La respuesta inmunitaria fue monitoreada con las pruebas de ELISA, y para 

esta se eligió una dilución de 1:500 de los sueros inmunes, ya que fue la 

concentración óptima para ver los cambios en los niveles de anticuerpos durante el 

experimento (Scoles et al., 2022). Los péptidos inmunogénicos con los que se 

decidió proseguir con el experimento de infestación se determinaron por las 

siguientes características: Ambos bovinos generan anticuerpos a niveles 

estadísticamente significativos respecto al control con un máximo de dos 

inmunizaciones y la respuesta inmunitaria no decrece por debajo del punto de corte 

con las vacunaciones posteriores.  

Se obtuvieron títulos de anticuerpos de 1:1000 en los péptidos 

inmunogénicos VDAC 3, Chitinasa 3, Voraxina 3 y Voraxina 4 al analizar los sueros 

correspondientes a la segunda inmunización. Estos valores corresponden a lo 

observado por Almazán et al. (2010) y Merino et al. (2013), quienes obtuvieron 

títulos de 1:1000. A pesar de que muchos autores encontraron y evaluaron 

antígenos vacunales con diluciones de suero que van de 1:25 a 1:250 (Martiz-Oliver 

et al., 2012; Lambertz et al., 2012; Ortega-Sánchez et al., 2020; Patarroyo et al., 

2020; Scoles et al., 2022), se debe recalcar que la cantidad de anticuerpos 

presentes en el suero se correlacionan con la inmunidad generada y porcentaje de 

eficacia alcanzada (de la Fuente et al., 1995; de la Fuente et al., 1998; Merino et al., 

2011). Otro dato a considerar es que a mayor concentración y cantidad de 

anticuerpos generados, mayor probabilidad que estos alcancen su sitio objetivo, ya 

que solo el 1-5% de los anticuerpos que ingiere la garrapata logran llegar a la 

hemolinfa y a su órgano blanco, esto debido a que las garrapatas son capaces de 

eliminar el suero sanguíneo a través de sus glándulas salivales y cuentan con 
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mecanismos moleculares que atrapan y eliminan la mayor parte de las 

inmunoglobulinas que consumen (Wang & Nuttall, 1999; Sonenshine & Roe, 2014).  

Al ser la primera vez que se evalúan péptidos de estas proteínas, no hay 

otro estudio que sirva punto de comparación de la inmunogenicidad de estos 

antígenos. Ahora bien, en el caso de VDAC 3, se resalta que los títulos de 

anticuerpos obtenidos son superiores a los reportados en la ELISA indirecta contra 

la proteína recombinante BmVDAC, descrito por Ortega-Sánchez et al. (2020), 

quienes utilizaron diluciones 1:100. En el caso particular de voraxina, únicamente 

en un estudio previo se habían realizado pruebas de ELISA con la subunidad alfa 

recombinante de voraxina de R. appendiculatus, consiguiéndose títulos de 1:1000 

en conejos (Yamada et al., 2009). Además, en un estudio con una quitinasa 

recombinante de H. longicornis, se obtuvieron títulos de anticuerpos de 1:5000 a 

1:8000 en ratones, mediante western blot (You & Fujisaki, 2009).  

Sin embargo, no todos los animales inmunizados tuvieron la misma 

respuesta inmunitaria. Esta variación puede deberse a diversos factores, descritos 

por Roth et al. (1999), como: Alteraciones en la vacuna, enfermedades infecciosas 

concurrentes o estrés e inmunosupresión en el animal. Adicionalmente, se ha 

descrito que la respuesta inmunitaria en bovinos puede ser variable debido a 

factores relacionados al complejo principal de histocompatibilidad (MHC), puesto 

que un animal con características homocigotas en los dos alelos del MHC tendrá 

una respuesta más limitada que los animales heterocigotos (Tizard et al., 2019). A 

pesar de esto, de la Fuente et al. (1995), encontraron que únicamente el 6% de 

bovinos inmunizados con Bm86 recombinante en situaciones de campo, no 

generaron anticuerpos contra el antígeno.  

La caída de la respuesta inmunitaria en los bovinos inmunizados con VDAC 

1, VDAC 2, VDAC 4, Voraxina 1, Voraxina 2, Chitinasa 1, Chitinasa 2 y Chitinasa 4 

se pudo deber a que los programas bioinformáticos utilizados para la predicción de 

epítopos tienen tasas de error, con eficacias de 58.7% (Saha & Raghava, 2004), 

65.93% (Saha & Raghava, 2006) y 70% (Fleri et al., 2017).  
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7.3 Análisis bioinformático 

Los análisis bioinformáticos en todos los péptidos permitieron contrastar las 

secuencias de aminoácidos contra proteínas reportadas del bovino. Así, se encontró 

que algunos péptidos comparten homologías en cinco o más aminoácidos 

contiguos, y se cree que puede haber interferencia porque los epítopos predichos 

no son específicos y puede haber cierta tolerancia a los antígenos, pero esto no ha 

podido demostrarse (Ortega-Sánchez et al., 2020). Los péptidos VDAC 3, Voraxina 

3, Voraxina 4 y Chitinasa 3 comparten secuencias de aminoácidos continuas con 

algunas proteínas del bovino y aun así resultaron ser inmunogénicos.  

En el caso de los péptidos de VDAC, los péptidos 1, 2 y 4 resultaron tener 

similitudes con VDAC del bovino, con homologías de hasta 73% y coberturas de 

hasta 100%, mientras que el péptido inmunogénico VDAC 3 tiene identidad con 

enzimas de localización intracelular. Los análisis BLAST de los péptidos de VDAC 

se muestran en las Figuras 27-30.  

 

Figura 27. Análisis BLAST del péptido VDAC 1. 
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Figura 28. Análisis BLAST del péptido VDAC 2. 

Figura 29. Análisis BLAST del péptido VDAC 3. 
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La similitud más importante del péptido Voraxina 1 es con cadenas pesadas 

de anticuerpos del bovino, específicamente con IgM e IgG, compartiendo identidad 

de 87% y cobertura de 50%.  

En el caso de Voraxina 2, esta tiene similitudes con una proteína de control 

del ciclo celular, con una endonucleasa y una proteína vacuolar, con similitudes de 

64 -100% y cobertura de 80%.  

Voraxina 3 y Voraxina 4 tienen como máximo cuatro aminoácidos 

consecutivos, de una isoforma del nidógeno, con cobertura de 77%, y con isoformas 

de una enzima metil-transferasa, con cobertura de 75%. Los análisis BLAST de los 

péptidos de voraxina se muestran en las Figuras 31-34. 

 

 

 

Figura 30. Análisis BLAST del péptido VDAC 4. 
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Figura 31. Análisis BLAST del péptido Voraxina 1. 

Figura 32. Análisis BLAST del péptido Voraxina 2. 
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Figura 33. Análisis BLAST del péptido Voraxina 3. 

Figura 34. Análisis BLAST del péptido Voraxina 4. 
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Los péptidos Chitinasa 1 y 2 tiene similitud en dos y tres aminoácidos 

consecutivos con isoformas de proteínas del bovino, pero no resultaron ser 

inmunogénicos. Chitinasa 1 tiene similitud de hasta 66% con isoformas de una 

glicoproteína de oviducto.  

Chtinasa 2 tiene identidad con una proteína transcripcional, denominada 

tipo mastermind. El péptido Chitinasa 3, inmunogénico, no tuvo más de tres 

aminoácidos consecutivos con similitud en isoformas de una glicoproteína de 

oviducto, y una identidad máxima de 57%. Chitinasa 4 tiene similitudes en más de 

cuatro aminoácidos con proteínas de distinto origen del bovino. Los análisis BLAST 

de los péptidos de chitinasa se muestran en las Figuras 35-38. 

 

 Figura 35. Análisis BLAST del péptido Chitinasa 1. 
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Figura 36. Análisis BLAST del péptido Chitinasa 2. 

Figura 37. Análisis BLAST del péptido Chitinasa 3. 
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Aunque la mayoría de los receptores de células T y B que reconocen 

secuencias de aminoácidos propias son eliminadas durante el desarrollo, el 

repertorio que tienen estos receptores es muy extenso y puede que se mantengan 

algunos receptores de baja afinidad contra proteínas propias, sobre todo en aquellas 

que se mantienen intracelularmente, se expresan en bajas concentraciones o que 

en condiciones normales no se exponen a las células inmunitarias (Janeway et al., 

2001).  

 

 

Figura 38. Análisis BLAST del péptido Chitinasa 4. 
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7.4 Desafío biológico e infestación experimental 

Antes de infestar a los animales con las larvas de R. microplus, se verificó 

la respuesta inmunitaria de los bovinos inmunizados. Para esto, nueve días después 

de la segunda inmunización se colectaron muestras de suero y se realizaron las 

pruebas de ELISA indirecta anteriormente descritas para cada individuo y por 

péptido analizado. Adicionalmente, una última muestra de suero se obtuvo doce 

días después de la segunda inmunización, y se decidió aplicar una tercera dosis 

catorce días después de aplicar la segunda vacuna. Las Figuras 39 a 42 muestran 

la respuesta inmunitaria de los animales antes de la infestación con larvas.  

 

  

 

 

Figura 39. Gráfica de la inmunogenicidad del péptido VDAC 3 antes de la infestación.  
Dilución 1:500. Bovinos 0559 y 0556 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 0546 
y 0560 inmunizados con 100 μg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con 
adyuvante. En * se señalan los sueros con diferencia estadística significativa mediante 
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   
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Figura 40. Gráfica de la inmunogenicidad del péptido Chitinasa 3 antes de la infestación.  Dilución 
1:500. Bovinos 9942 y 0557 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados 
con 100 μg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se señalan los 
sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).   

 

Figura 41. Gráfica de la inmunogenicidad del péptido Voraxina 3 antes de la infestación. Dilución 
1:500. Bovinos 0553 y 0545 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados 
con 100 μg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se señalan los 
sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).  
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Durante la infestación experimental, un bovino inmunizado con la mezcla de 

los cuatro péptidos (número 0560) fue retirado del experimento debido a problemas 

clínicos. Por lo tanto, la obtención de datos en ese bovino fue considerado 

incompleto y se decidió eliminar de la comparativa ese par de bovinos 

experimentales inmunizados con el coctel de péptidos. Para fines prácticos, se 

decidió comparar el bovino inmunizado con los cuatro péptidos y que completó el 

experimento (0546) con el bovino de control (0552) más semejante en cuanto a raza 

y peso, y se muestra en el apéndice (Cuadro 8). Los bovinos fueron infestados con 

0.5 g de larvas de R. microplus (0.25 g/lado del bovino). Las garrapatas fueron 

recolectadas durante los días 19 a 26 de la infestación, hasta que finalizó la 

repleción de garrapatas. El primer parámetro biológico evaluado fue la 

supervivencia de las garrapatas, y los resultados se presentan en la Figura 43.  

Figura 42. Gráfica de la inmunogenicidad del péptido Voraxina 4 antes de la infestación. Dilución 
1:500. Bovinos 0554 y 0547 inmunizados con 100 μg del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados 
con 100 μg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se señalan los 
sueros con diferencia estadística significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).  
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De los dos bovinos de control se recolectaron un total de 1967 garrapatas 

repletas, mientras que en los animales inmunizados con péptidos hubo una 

disminución en la supervivencia, con excepción de los bovinos inmunizados con 

Voraxina 4. En total, con respecto a los controles, hubo una disminución de 7.72% 

con VDAC 3 (n=1815); de 17.5% con Voraxina 3 (n=1622); y 18.75% con Chitinasa 

3 (n=1598), mientras que el aumento con Voraxina 4 fue del 3.81% (n=2042).  

La disminución del número garrapatas al inmunizar con VDAC 3 se ha 

demostrado por Ortega-Sánchez et al. (2020), quien reportó un 30% de disminución 

al vacunar con rBmVDAC. A pesar de que los ensayos de ELISA indican que se 

obtuvo una mayor concentración de anticuerpos al inmunizar con un solo péptido 

de VDAC que con la proteína recombinante completa, la diferencia de mortalidad 

entre ambos experimentos puede deberse a que la proteína completa desencadena 

Figura 43. Número total de garrapatas recolectadas al final de la 
infestación.  
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una producción de anticuerpos dirigidos contra distintas regiones de la proteína, 

afectándola más eficientemente al bloquear distintos sitios. La mortalidad puede 

deberse a que VDAC es una proteína que regula el flujo de metabolitos entre la 

célula y el ambiente extracelular, y la unión de anticuerpos puede interrumpir con 

los procesos de apertura/cierre del canal y afectar el equilibrio celular al impedir la 

entrada o salida de moléculas indispensables para la supervivencia del organismo 

(Shoshan et al., 2010: Varughese et al., 2021).  

Quitinasa es una enzima con bastantes funciones en los procesos de muda 

y crecimiento, convirtiéndola en una proteína fundamental para el desarrollo de las 

distintas fases de las garrapatas. Se ha reportado mortalidad en garrapatas H. 

longicornis al vacunar con esta enzima recombinante, disminuyendo en 20% la 

cantidad de garrapatas que alcanzan la fase adulta, principalmente debido a muerte 

interestadial de las ninfas (You & Fujisaki, 2009). En este estudio, se identificó una 

mortalidad de 18.75% de las garrapatas desafiadas con Chitinasa 3, no obstante, 

debido a las características biológicas de R. microplus como garrapata de un solo 

hospedero, no fue posible identificar el estadio predominantemente afectado. La 

reducción de la supervivencia de las garrapatas se puede deber a lo anterior, pues 

la afectación de esta enzima impide el desarrollo interestadial y una menor cantidad 

de garrapatas pueden llegar al estadio adulto y ser recolectadas (Zhang et al., 

2021).  Sin embargo, al haber muchas enzimas involucradas en los procesos de 

ecdisis y apólisis, afectar solo una de estas proteínas no repercutiría en un 

porcentaje mayor de mortalidad (Arakane & Muthukrishnan, 2010; Zhang et al., 

2021).  

De voraxina se sabe muy poco en cuanto a su mecanismo de acción, siendo 

una proteína secretada, presente en el espermatóforo durante la cópula y con un 

sitio de actividad desconocido dentro de la hembra (Sonenshine & Roe, 2014). Por 

ende, la forma en que causa mortalidad es algo difícil de establecer en este estudio. 

Yamada et al., 2009 no reportaron efecto de mortalidad sobre garrapatas R. 

appendiculatus en un estudio con voraxina recombinante. El principal efecto 
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obtenido con un antígeno derivado de voraxina debería reflejarse sobre el peso y 

oviposición de la garrapata (Weiss & Kaufman, 2004).  

Otra característica que pudo determinarse durante la recolección fue el 

efecto de la respuesta inmunitaria a estos antígenos sobre la duración del ciclo 

biológico. La gráfica correspondiente a este efecto se muestra en la Figura 44.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La duración del ciclo biológico de R. microplus sobre el bovino es de 

aproximadamente 19-23 días, con un promedio de 21 días (Benavides et al., 2016). 

En este experimento, el tiempo de recolección se alargó hasta el día 25 en las 

garrapatas desafiadas con Voraxina 3, y hasta los 26 días en las garrapatas 

desafiadas con Chitinasa 3. El alargamiento del ciclo parasítico en las garrapatas 

afectadas por anticuerpos contra quitinasa, se puede deber al papel que tiene esta 

enzima sobre la ecdisis y la apólisis, y por ende en el desarrollo de estos 

organismos. Este efecto de alargamiento de los ciclos estadiales y de muda se 

describió que ocurrió en larvas de H. longicornis, por You & Fujisaki (2009), quienes 

Figura 44. Número de garrapatas recolectadas por día durante la infestación.  
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determinaron un retraso de 1.4 días respecto al control, pero no hubo retraso en los 

ciclos de ninfa y adulto. Debido a que R. microplus es una garrapata de un único 

hospedero, no fue posible determinar el estadio en que ocurrió el retardo. La razón 

del retraso en la caída de las garrapatas desafiadas con Voraxina 3 no está claro, 

ni reportado en estudios previos, y sobretodo porque no hay afectación sobre el 

peso de la garrapata.  

El efecto de la respuesta inmunitaria a los antígenos sobre el peso de las 

garrapatas se muestra en la Figura 45.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

La afectación de las inmunizaciones sobre el peso obtenido de las 

garrapatas fue significativamente menor solo con Chitinasa 3, al obtenerse pesos 

de 0.207 g (± 0.035 g), comparadas con el 0.249 g (± 0.038 g) de las garrapatas de 

control, representando una disminución del 16.8%. Esto puede deberse a daño 

sobre el desarrollo completo y funcional de la cutícula y de la membrana peritrófica, 

Figura 45. Peso promedio de las garrapatas recolectadas en muestras 
de 650 individuos. En * se señalan los promedios con diferencia 
estadística significativa mediante prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.01). 
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esta última parte esencial del funcionamiento intestinal (Arakane & Muthukrishnan, 

2010). No obstante, este parámetro no ha sido descrito en artículos previos con 

antígenos de quitinasa. Con VDAC 3 (0.252 g ± 0.036 g), se obtuvo un aumento del 

1.2%, siendo este porcentaje no significativamente diferente respecto al control. 

Ortega-Sánchez et al. (2020) reportaron una disminución del 5% del peso en las 

garrapatas desafiadas con rBmVDAC.  

Al ser parte de una proteína cuya función está directamente relacionada con 

la repleción, se esperaba que los péptidos de Voraxina afectaran el peso de las 

garrapatas recolectadas, pese a esto, el efecto fue lo contrario, obteniéndose 

aumentos significativos del 6.8% con Voraxina 3 (0.266 g ± 0.041 g) y del 6.02% 

con Voraxina 4 (0.264 g ± 0.032 g). Lo anterior se aleja de los resultados previos 

publicados por Weiss & Kaufman (2004) y Yamada et al. (2009), en A. hebraeum y 

R. appendiculatus, quienes describen una reducción de peso del 72% y 42%, 

respectivamente. La ausencia de un efecto sobre el peso de las hembras 

recolectadas se asemeja con lo reportado por Donohue et al., 2009 y Smith et al., 

2009, quienes trabajando con ARN de interferencia bloquearon voraxina de las 

especies D. variabilis y A. hebraeum y no hallaron efecto sobre el peso. Esto puede 

deberse a que en R. microplus esta proteína no está completamente caracterizada 

y puede que sea necesario identificar y afectar ambas subunidades de la proteína 

(Donohue et al., 2009; Yamada et al., 2009). Otra posible explicación es que es muy 

corto el tiempo que está expuesta la proteína en la hemolinfa, y alcanza su órgano 

blanco antes de poder ser afectada por anticuerpos. Yamada et al., 2009, obtuvieron 

títulos de anticuerpos de 1:100, por lo que los niveles reportados de 

inmunoglobulinas especificas en las ELISAS de este estudio parecerían no ser 

causa del nulo efecto sobre el peso. Lo que sí podría influir es la capacidad 

neutralizante de los anticuerpos generados por péptidos frente a aquellos 

producidos por la subunidad proteica recombinante. Adicionalmente, se ha 

hipotetizado que voraxina puede no ser secretada libremente, sino unida a 

membranas o incluso en una forma intracelular (Donohue et al., 2009). Por lo 
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anterior, se debe estudiar por completo los mecanismos de la ingurgitación en R. 

microplus, y caracterizar voraxina y otras proteínas implicadas en la repleción de las 

hembras adultas y fecundadas.  

Con respecto a la oviposición, se cuantificó el peso de huevos ovipositados 

por garrapata y la masa total de oviposición obtenida del total de garrapatas por 

péptido analizado. Los resultados se muestran en las Figuras 46 y 47.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 46. Oviposición individual por garrapata. En * se señalan los promedios 
con diferencia estadística significativa mediante prueba de T (p < 0.05). 

Figura 47. Masa de oviposición obtenida con el total de garrapatas. 



74 
 

Ortega-Sánchez et al. (2020), encontró que las garrapatas desafiadas con 

rBmVDAC tuvieron una oviposición significativamente menor, con un porcentaje de 

reducción de 54% por en la cantidad de huevos que produjo una garrapata. En el 

presente estudio la disminución fue de 19.23% (0.105 g ± 0.018 por garrapata), 

significativamente distinto al control (0.13 g ± 0.03 g), pero bastante menor al 

resultado obtenido con la proteína completa recombinante. El silenciamiento de 

VDAC mitocondrial en diferentes modelos animales ha sugerido la importancia de 

esta proteína para el desarrollo celular y su metabolismo energético, regulando la 

entrada y salida de moléculas como ATP, ADP y NADH, además de iones 

importantes, considerando que la oviposición es uno de los procesos más 

desgastantes para las garrapatas (Shoshan-Barmatz et al., 2010; Sonenshine & 

Roe, 2014).  

Las garrapatas correspondientes al péptido Chitinasa 3 (0.086 g ± 0.03 g) 

fueron afectadas en un 33.9% respecto a la oviposición del control. Este efecto 

había sido reportado previamente por You & Fujisaki (2009), quienes reportaron una 

disminución de 12% en la oviposición de H. longicornis. La reducción en la 

oviposición de estas garrapatas puede estar directamente relacionada con su peso 

promedio. En R. microplus, se ha descrito que la producción de huevos en las 

hembras es proporcional al peso de la garrapata (Bennett, 1974).  

Por otro, lado la reducción en la oviposición por efecto de los péptidos de 

voraxina 13.84% y 17.7% con Voraxina 3 (0.112 g ± 0.024 g) y Voraxina 4 (0.107 g 

± 0.028 g), respectivamente. En los primeros estudios de Weiss & Kaufman (2004), 

se reportó la disminución del 36.5% en la oviposición de las hembras que se 

lograron repletar, y posteriormente Yamada et al. (2009) consiguieron un 56% de 

disminución en la oviposición de R. appendiculatus. A pesar de que no se pudo 

observar la afectación en la repleción de las garrapatas, sí hubo una disminución de 

la oviposición, y esto podría ser posible por afectación al desarrollo de los ovocitos 

o a la síntesis y acumulación de vitelogenina.  
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La última característica recopilada fue la fertilidad, contabilizando larvas 

vivas, larvas muertas y huevos sin eclosionar. Los resultados se muestran en la 

Figura 48.  

 

 

En las garrapatas de control, se contabilizaron medias de 8997.25 ± 500.53 

larvas vivas, 1299.01 ± 250.40 larvas muertas y 3411.02 ± 273.12 huevos sin 

eclosionar. 

 

Figura 48. Índices de viabilidad y fertilidad de los huevos. Contabilizados en 1 g de huevos 
y por triplicado. En * se señalan los promedios con diferencia estadística significativa 
respecto al control mediante prueba de T (p < 0.05). 
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Nuevamente, el efecto sobre la viabilidad de las larvas es superior en el 

experimento de Chitinasa 3, al haber una mayor cantidad de larvas muertas 

(1509.67 ± 367.11) y huevos no eclosionados (6159.67 ± 932.69) respecto a los 

controles, y una disminución de 36% en larvas vivas contabilizadas (5761.33 ± 

201.79). Aun cuando la literatura no reporta que las quitinasas tengan una 

participación en la eclosión y supervivencia de las larvas de garrapatas, se ha 

descrito que en mosquitos y nemátodos, los huevos tienen quitina en su estructura, 

y que previo a la eclosión y en las larvas recién eclosionadas, hay una intensa 

actividad quitinolítica (Arnold et al., 1993; Moreira et al., 2007; Farnesi et al., 2015).  

El desafío con VDAC 3 resultó en una disminución del 20.1% de las larvas 

viables (7189.10 ± 637.15) y un aumento del 43% de huevos sin eclosionar (4901.05 

± 123.18). Estos resultados pueden ser comparados con lo obtenido por Ortega-

Sánchez et al. (2020), quienes reportaron afectación a la fertilidad con una 

reducción del 72% de larvas vivas y un 43% de incremento de huevos sin eclosionar 

y larvas muertas. En otros experimentos de silenciamiento de VDAC en ratones se 

describió infertilidad en los individuos, por lo que antecedentes de este efecto 

(Sampson et al., 2001).  

Con los péptidos Voraxina 3 y Voraxina 4, el 48.5% y 46.3% de las 

observaciones correspondieron a larvas muertas y huevos no eclosionados, 

números superiores al 35.5% correspondiente al control. Aún con lo anterior, efectos 

sobre la fertilidad o un rol fisiológico no han sido reportados para esta proteína 

(Donohue et al., 2009). 

En el cálculo de la eficacia vacunal se decidió incluir a la fórmula los 

parámetros de supervivencia, capacidad de oviposición y fertilidad, anteriormente 

usados para evaluar vacunas en esta especie de garrapata y otras de un solo 

hospedero. Asimismo, se presenta el efecto sobre el peso de las garrapatas, aunque 

no forma parte de la fórmula de eficacia (Fragoso et al., 1998; Patarroyo et al., 2002; 

Ortega-Sánchez et al., 2020). Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro 

6.  
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La mayor eficacia se calculó con el péptido Chitinasa 3, el cual tuvo un 

porcentaje de 71.18%. Este valor es considerablemente alto al compararlo con los 

reportes de eficacia logrados con la vacuna de Bm86 (Almazán et al., 2018), que 

ronda del 50 al 90%, y por tratarse de un único péptido de 19 aminoácidos, pero por 

sí solo no alcanza el 80% requerido.  

Los siguientes péptidos con eficacia mayor a menor, fueron Voraxina 3, con 

51.92%, VDAC3 con 40.69%, y Voraxina 4, con 27.63%.  

 

 

 

Cuadro 6. Eficacia de los péptidos evaluados.  
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En el cuadro 7 se muestran algunos resultados de otros péptidos antígenos 

vacunales para comparar la eficacia presentada en este trabajo.  

 

 

 

 

Cuadro 7. Eficacia de otros péptidos candidatos vacunales.  
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La eficacia del péptido VDAC 3 (40.69%) es menor al 82% que fue 

conseguido con inmunizaciones con la proteína recombinante (Ortega-Sánchez et 

al., 2020). A pesar de que no se igualó la misma eficacia, con este péptido se repitió 

la afectación en la supervivencia, oviposición y fertilidad, lo que afirma esta proteína 

como un viable candidato vacunal. Se podría sugerir mayor investigación para 

intentar identificar los determinantes inmunogénicos de BmVDAC que consigan 

igualar o acercarse al 80% de eficacia.  

La eficacia de Chitinasa 3 (71.18%) es bastante más alta al comparar con 

los otros tres péptidos de estudio, y su eficacia es similar o ligeramente inferior a lo 

logrado con otros posibles antígenos vacunales. Además, como candidato vacunal 

contra garrapata, es el primer reporte de eficacia con esta proteína. En total, se 

obtuvo la reducción en la supervivencia de las garrapatas y un significativo 

decremento de la repleción, oviposición y viabilidad de las larvas. Adicionalmente, 

se notaron alteraciones físicas en una porción de las garrapatas recolectadas, 

observándose cambios en la cutícula de estas garrapatas afectadas, mostrando 

características de mayor translucidez y friabilidad o menor resistencia, lo último 

manifestándose con exceso de mortalidad durante la oviposición. Lo anterior puede 

deberse a que hay algunas quitinasas que no solo hidrolizan quitina y cuyo principal 

efecto sería la imposibilidad o dificultad de eliminar el exoesqueleto anterior, sino 

otro atributo que tienen es la participación en la regulación de las enzimas que 

sintetizan la quitina (Arakane & Muthukrishnan, 2010). Algunas de estas garrapatas 

se muestran en la Figura 49.  

Figura 49. Apariencia externa de garrapatas recolectadas de los bovinos inmunizados con 
Chitinasa 3. En la imagen de la extrema derecha se muestra una hembra de control repleta.  
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Los péptidos de Voraxina 3 (51.92%) y Voraxina 4 (27.63%) tuvieron 

diferentes grados de eficacia, principalmente con la diferencia que Voraxina 3 afectó 

más el índice de supervivencia, mientras que Voraxina 4 no lo afectó. En el resto de 

parámetros los resultados fueron muy similares.  

Estos resultados indican que estos péptidos sí alteran los parámetros 

biológicos de R. microplus, cada uno con su impacto particular y grado de 

afectación. Sin embargo, la eficacia de estos péptidos no alcanza el 80% de eficacia 

(control) que se pide en un biológico ixodicida para las normativas mexicanas (NOM-

006-ZOO-1993). Se puede formular una vacuna quimérica con estos péptidos y 

evaluar su eficacia, esperando que haya un efecto sinérgico entre los antígenos y 

afectar en distintos grados a las garrapatas (Willadsen, 2008).  

Si la formulación de una vacuna multiantigénica resulta con eficacia de 80% 

o superior, se puede solicitar un estudio de mayor alcance en condiciones 

controladas y en situaciones de campo, así como evaluar con distintas cepas de 

garrapatas como lo indica la norma mexicana.  
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8. CONCLUSIONES 

 

En el presente estudio se demostró la presencia cuatro péptidos con 

epítopos B inmunogénicos, correspondientes a tres proteínas de R. microplus, 

señaladas como posibles candidatos vacunales.  

Los péptidos inmunogénicos analizados tienen diferentes efectos sobre 

parámetros biológicos de las garrapatas, principalmente sobre la oviposición y 

fertilidad, siendo el péptido Chitinasa 3 el de mayor eficacia, con 71.18%. Los 

péptidos Voraxina 3, VDAC 3 y Voraxina 4 tuvieron porcentajes de eficacia menores, 

con 51.92%, 40.69% y 27.63% respectivamente. No obstante, ningún péptido 

alcanzó el 80% de eficacia planteado en la hipótesis y que señalan las normas 

nacionales.  

Este estudio es el primero que señala el potencial vacunal de voraxina y 

quitinasa de R. microplus, y el primero que utiliza un péptido corto de BmVDAC.  

Esta investigación es un primer e importante paso para la elaboración de 

una vacuna multiantigénica multiepitópica contra R. microplus, que integre estos 

péptidos y afecte a la garrapata en distintas fases de su ciclo biológico.  
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Cuadro 8. Comparativa de la eficacia vacunal del experimento coctel respecto a 
un control (n=1)  
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Figura 50. Carta de aprobación del Comité de Bioética de la Facultad de Ciencias 
Naturales.   
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