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RESUMEN

La garrapata café del perro Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806) es
probablemente la especie de garrapata mas ampliamente distribuida en el mundo,
su estrecha relacion con perros domésticos ha facilitado su propagacion a las
regiones mas célidas del mundo, asi como contacto con el ser humano. Debido a la
resistencia a garrapaticidas, impacto al medio ambiente y salud publica, es
requerido una nueva alternativa sustentable para el control de R. sanguineus. En
este trabajo se identificaron epitopos B coservados y expuestos en las proteinas
Rs86, RsSubolesina y RsVDAC. Se obtuvo la secuencia predicha de las proteinas
del banco de genes. Posteriormente se realizé un alineamiento multiple para cada
proteina para identificar secuencias conservadas. Adicionalmente se realizé un
analisis bioinformatico para predecir: Presencia de péptido sefial, estructuras
secundarias, regiones transmembranales y finalmente un analisis bioinformatico de
antigenicidad y prediccién de epitopos B en la region extracelular de las proteinas.
Se seleccionaron de 2 a 4 péptidos conteniendo epitopos B conservados de cada
proteina y se sintetizaron quimicamente en forma de MAP’s 8 (Multiple Antigen
Peptide 8). Este estudio evalu6 una mezcla de péptidos sintéticos con
caracteristicas de epitopos B conservados de tres proteinas recombinantes, Rs86,
RsSubolesina y RsVDAC como antigenos en vacuna contra R. sanguineus. Se
utilizaron 8 conejos de la raza Nueva Zelanda divididos en 2 grupos; el grupo testigo
recibié PBS y adyuvante, el grupo tratamiento recibié PBS, adyuvante y una mezcla
con 100 ug de cada péptido elegido. Todos los animales fueron inmunizados los
dias 0, 21, 36 y 121. Se tomaron muestras de sangre antes de cada inmunizacién y
al término del experimento. Después de la cuarta inmunizacién se determiné la
produccion de anticuerpos.contra las tres proteinas usando la técnica de ELISA
indirecta, utilizando la dilucién 1:500 los resultados se evaluaron por medio de una
prueba de ANOVA conuna significancia del 95%. Posteriormente los conejos de los
dos grupos. fueron infestados con larvas de R. sanguineus. El porcentaje de
reduccion de larvas del grupo tratamiento fue del 10.86% comparado con el grupo
control. Se logré amplificar el gen parcial de RsVDAC de 4 aislados mexicanos
correspondientes a los estados de Guerrero, Yucatan, Baja California y Morelos,
teniendo una identidad mayor del 98% entre las secuencias. Se pudo comprobar
que al menos uno de los tres péptidos elegidos de RsVDAC se encuentra en una
region conservada con caracteristicas de Péptido B. Como objetivo adicional el
presente estudio se inici6 para proporcionar nueva informacion sobre la
filogeografia de R. sanguineus en regiones de México, la metodologia, resultados y
conclusiones del objetivo se muestran en el apartado de anexos de esta tesis.

Palabras clave: Rs86, Subolesina, VDAC, epitopo, R. sanguineus, candidato
vacunal, DNA.



SUMMARY

The brown dog tikc, Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806), is probably
the most widely distributed tick species in the world and its close association with
domestic dogs has facilitated its spread throughout the warmer regions of the world,
as well as contact with the human being. Because of tick resistance, the impact of
acaricides on environment and public health, a new sustainable alternative is
required for the control of R. sanguineus. In this research work conserved and
exposed B-cell epitopes in the proteins Rs86, RsSubolesina and RsVDAC were
identified. The predicted sequence of the proteins was obtained from the GenBank.
Subsequently a multiple alignment for each protein was performed to identified
conserved sequences. Additionally, a bioinformatic analisis was performed to
predict: presence of signal peptide, secondary structure for each protein,
transmembrane regions and finally a bioinformatic analisis of antigenicity and B-cell
epitope prediction in the extracellular regién of each protein. From 2 to 4 peptides
per protein containing conserved B-cell epitopes were selected and they were
chemically synthesized as MAP’s 8 (Multiple Antigen Peptide 8). This study
evaluated a mixture of synthetic peptides with characteristics of conserved B
epitopes from three recombinant proteins, Rs86, RsVDAC and RsSubolesin like
antigens in a vaccine against R. sanguineus. Eight New Zeland 4 months age rabbits
divided in 2 groups of 4 animals each were used and treated as follows: Negative
control recieved PBS/adjuvant, treatment group received PBS/Adjuvant + a mixture
with 100 ug of each peptide chosen. Each animal was immunized at days 0, 21, 36
and 121. Blood samples were obtained before each immunization and at the end of
the experiment. After the fourth immunization, the production of antibodies against
three proteins was determined using the indirect ELISA technique, using dilutions of
1:500 and the results were evaluated by means of an ANOVA test with a significance
of 95%. Subsequently the rabbits of the two groups were infested with larvae R.
sanguineus. The larval reduction percentage of the treatment group was 10.86%
compared to the control group. The partial RsSVDAC gene of 4 Mexican isolates
corresponding to Guerrero, Yucatan, Baja California and Morelos states was
amplified, having an identity greater tan 98% between the sequences. It was found
that at least one of the three RsVDAC peptides chosen is in a conserved region with
Peptide B characteristics. As an additional objective the present study was initiated
to provide new information on the phylogeography of R. sanguineus in regions of
Mexico. The methodology, results and conclusions of this objective are shown in the
annexes section of this thesis.

Keywords: Rs86, Subolesin, VDAC, epitope, R. sanguineus, vaccine candidate,
DNA.



DEDICATORIA

A mis padres Maria Esperanza De Luna Santiago y Melquiades Reyes Godinez,
gue incansables nunca dejan de trabajar esperando progresar dia con dia. Los

amo, gracias Dios mio por dejarlos compartir otro logro mas.



AGRADECIMIENTOS

A la Universidad Autonoma de Querétaro por permitir cursar otro programa como lo
es la Maestria en Salud y Produccion Animal Sustentable en la Facultad de Ciencias

Naturales.

Al programa de posgrado de Maestria en Salud y Produccion Animal Sustentable
por apoyarme con beca de inscripcion, asi como a la Dra. Araceli Aguilera Barreyro

quien fue durante mi Maestria Directora del programa.

A mi padre académico el Dr. Juan Joel Mosqueda Gualito por confiar de nueva
cuenta en mi para la creacion de este proyecto, por la asesoria y los consejos que

siempre fueron y seran bien recibidos.

A la Dra. Consuelo Almazan Garcia que me abri6 las puertas de su casa en Francia
y me asesoré en cada momento. Gracias por ser la conexiéon entre ANSES y la

UAQ. Cada uno de los consejos y guia fueron. muy bien recibidos.

Al Dr. Ladislav Simo y al Dr. Alejandro Cabezas por brindarme su apoyo y amistad
en la Escuela Nacional de Veterinaria de Alfort, Francia. Asi como a la Dra. Sarah

BONNET por darme mi carta de invitacion para realizar la estancia en UMR-BIPAR.

A los miembros de mi comité evaluador Codirector Dra. Alma Rossana Tamayo

Sosa, Dr. Germinal Jorge Cant6 Alarcon y Dra. Gabriela Aguilar Tipacamu.

A MSPAS Yesenia Contreras Magallanes por su ayuda y compafiia en la etapa

experimental de mi trabajo.

A MSPAS Reyna Idaly Ortega Sanchez por su gran ayuda durante el periodo de

inmunizacion y manejo de conejos.

A mis comparferos de Maestria y Laboratorio Dr. Mario Hidalgo Ruiz, IAZ Rodrigo
Alejandro Sanchez Lopez, M. C. Diego Josimar Hernandez Silva, M. C. Maria

Martina Esperanza Pérez Soria e IAZ Andrea Ruiz Campos.

Al CONACYT por el financiamiento del presente proyecto.



INDICE

RESUMEN
SUMMARY
DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
INDICE
INDICE DE CUADROS
INDICE DE FIGURAS
I. INTRODUCCION
Il. REVISION DE LITERATURA
2.1 Taxonomia
2.2 Acercamiento alos linajes de R. sanguineus
2.3 Distribucién de R. sanguineus
2.4 Ciclo devida
2.5 Patogeniay patologia
2.6 Vector de transmision
2.7 Control y tratamiento
2.7.1 Control farmacoldgico
2.7.2 Control del'ambiente
2.7.3 Control bioldgico
2.8 Respuestainmunitaria contra garrapatas
2.9 Antigenos contra R. sanguineus
2.10 Proteinas candidatas de R. sanguineus
2.10.1 Proteina VDAC
2.10.2 Proteina Rs86
2.10.3 Proteina Subolesina
l1l. JUSTIFIACION
IV. HIPOTESIS
V. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

5.2 Objetivos especificos

N O w o w e

10
13
14
16
16
16
17
17
18
19
19
23
25
27
28
29
29
29



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion geografica
6.2 Material Bioldgico
6.3 Obtencion de la secuencia de aminoacidos de los genes VDAC, Rs86
y Subolesina de R. sanguineus
6.4 Analisis de conservacion de las proteinas predichas
6.5 Analisis in silico de la estructura secundariade las proteinas
6.6 Prediccién y seleccidn de epitopos B conservados
6.7 Generaciéon de Anticuerpos contralos péptidos sintéticos
6.8 Infestacién con larvas de R. sanguineus
6.9 Determinacion del titulo de anticuerpos por ELISA indirecto
6.10 Andlisis estadistico
6.10.1 ELISA Indirecta
6.11 Recoleccion de garrapatas R. sanguineus
6.12 Extraccion de DNA
6.13 Disefio de iniciadores para amplificar el gen VDAC
6.14 Amplificacion del gen RsVDAC

6.15 Purificacion del producto de PCR para secuenciacion

VII. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencién de lasecuenciade aminoacidos de los genes VDAC, Rs86
y Subolesina de R. sanguineus
7.2 Anadlisis in silico de la estructura secundaria de las proteinas, predicciény
seleccién de epitopos B conservados

7.2.1 Proteina Rs86

7.2.2 Proteina VDAC

7.2.3 Proteina Subolesina
7.3 ELISA indirecta

7.3.1 Péptidos de la proteina VDAC

7.3.2 Péptidos de la proteina Rs86

7.3.3 Péptidos de la proteina Subolesina
7.4 Efecto de lavacunacién sobre las larvas de R. sanguineus

7.5 Amplificacion del gen RsVDAC

Vi

30
30
30
31

31
31
32
35
35
37
38
38
39
39
40
40
42
47
47

49

52
54
55
58
58
60
61
63
69



7.5.1 Recoleccion de garrapatas R. sanguineus
7.5.2 Extraccion de DNA de R. sanguineus

7.5.3 Amplificacién del gen RsVDAC de los distintos aislados de

la Republica Mexicana

7.5.4 Alineamiento de la proteina RsVDAC de aislados mexicanos de

R. sanguineus
VIIl. CONCLUSIONES
IX. LITERATURA CITADA
X. ANEXOS

vii

69
70
70

71

73

74
81



INDICE DE CUADROS

Cuadro No. | Pagina

1 Taxonomia de R. sanguineus 3

2 Identificacion de Péptidos que contienen epitopos B 34
conservados

3 Calendario de inmunizacion e infestacién de conejos 36

4 Par de iniciadores empleados en la amplificacion del gen 40
VDAC

5 Condiciones de la PCR para la amplificacion de VDAC 42

6 Numero de acceso de los genes estudio 47

7 Eficacia de diferentes candidatos vacunales 65

8 Valores de absorbancia del DNA de R. sanguineus 70

9 Cuadro de identidad de nucledtidos del gen RsVDAC 71

viii



INDICE DE FIGURAS

Figura Pagina
\\[e}
1 Libro GENERA CRUSTACEORUM ET INSECTORUM 4
2 Relaciones filogenéticas de R. sanguineus 6
3 Mapa de la distribucibn mundial de R. sanguineus 7
4 Distribucién de R. sanguineus en Europa 8
5 Distribucidn de especies de garrapatas colectadas en México 9
6 Ciclo de vida de R. sanguineus 10
7 Ovoposicion de R. sanguineus 11
8 Perro altamente infestado por R. sanguineus 14
9 Conejo con una camara de alimentacion 37
10 Termociclado para la amplificacion de VDAC 41
11 llustracion de los pasos de Union de DNA 44
12 llustracion de los pasos de lavado de la muestra 45
13 llustracion de los pasos de Elusion del DNA 45
14 Andlisis de prediccion de péptido sefial de la proteina VDAC 49
15 Andlisis de prediccion de regiones hidrofébicas en la proteina 50
VDAC
16 Andlisis  bioinformatico * de  prediccion de dominios 51
transmembranales en la proteina VDAC
17 Andlisis de prediccion de péptido sefial en la proteina Rs86 52
18 Andlisis de prediccion de regiones hidrofébicas de la proteina 53
Rs86
19 Andlisis  bioinforméatico de prediccibn de dominios 54
transmembranales de la proteina Rs86
20 Andlisis de prediccion de péptido sefial en la proteina 55
Subolesina
21 Andlisis de regiones hidrofobicas de la proteina Subolesina 56
22 Andlisis  bioinformatico de prediccion de dominios 57
transmembranales en la proteina Subolesina
23 ELISA indirecta de los péptidos VDAC 59
24 ELISA indirecta de los péptidos Rs86 60
25 ELISA indirecta de los péptidos Subolesina 62
26 Grafica que indica la cantidad de larvas vivas después de la 63
recoleccion
27 Formula que representa el porcentaje de reduccion de Larvas 64
repletas
28 Efecto de los péptidos B anti RsVDAC, Rs86 y RsSubolesina 68
29 Distribucién geogréfica de la recoleccién de R. sanguineus 69
30 Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen RsVDAC 71




l. INTRODUCCION

Las garrapatas de la familia ixodidae son el grupo mas importante de vectores
de patégenos dentro del Filo Artropoda (Hoogstraal, 1985). Debido a su importancia
para la salud publica y veterinaria, la garrapata café del perro R. sanguineus es una
de las garrapatas mas estudiadas. De hecho, un buen nimero de estudios sobre su
biologia y ecologia se han llevado a cabo en muchas partes del mundo (Dantas-
Torres, 2010).

Es una especie monotropica, esta garrapata puede alimentarse de otros
huéspedes (por ejemplo, seres humanos), que no pertenecen a su cadena trofica
natural. Esto quiere decir que R. sanguineus puede adoptar diferentes estrategias

de supervivencia, como le sea necesario (Dantas-Torres, 2010).

R. sanguineus es una garrapata de tres hospedadores; es decir, cada etapa
activa de desarrollo (larva, ninfa y adulto) sélo se alimenta una vez y su muda se
produce en el medio ambiente (Koch, 1982a). Por otro lado, es la garrapata con
mayor distribucion en el mundo, incluso teniendo en cuenta que muchas garrapatas
actualmente identificadas como R. sanguineus en realidad podria representar a
otras especies estrechamente relacionadas (por ejemplo, Rhipicephalus turanicus)
(Dantas-Torres, 2010).

Las enfermedades transmitidas por garrapatas afectan a muchos perros y
gatos en América del Norte cada afio, siendo muchas de estas enfermedades
zoonoticas; estas enfermedades bacterianas transmitidas por garrapatas incluyen
rickettsiosis, borreliosis, erliquiosis, y anaplasmosis. La Fiebre Manchada de las
Montafilas Rocosas se define como una enfermedad infecciosa aguda,
potencialmente mortal causada por la bacteria Rickettsia ricketsii, que es transmitida
principalmente por R. sanguineus. Por lo tanto, las garrapatas son responsables del
mantenimiento y transmision de muchos patdgenos que afectan a los animales

domeésticos y los seres humanos. (Shaw et al., 2001; Jongejan & Uilenberg, 2004).

Existe una gran variedad de medicamentos para el control de la infestacion

por garrapatas. Pero estas drogas causan dafio al medio ambiente, asi como

1



contaminacion a los alimentos y resistencia parasitaria. Hasta el momento, el control
de R. sanguineus se ha limitado al uso de productos quimicos en diferentes
presentaciones (Spot-On formulaciones, collares impregnados, shampoo, sprays,
jabones y polvos) utilizando acaricidas como piretroides, organofosforados,
formamidinas y fenilpirazoles, sin tener resultados satisfactorios. Esta falta de
eficacia se atribuye principalmente al alto porcentaje (95%) de garrapatas fuera del
hospedador y a la apariciéon de cepas resistentes resultado del repetido e intenso
uso de acaricidas, que también contribuyen a la contaminacion del medio ambiente
(Perez-Perez et al., 2010; Rodriguez-Mallon et al., 2012).

La vacunacion es considerada una alternativa eficiente, ambientalmente
segura, econdmica y sustentable para el control de ectoparasitos. La factibilidad del
uso de antigenos producidos por técnicas de DNA recombinante para este propésito
ha sido demostrada con vacunas comerciales. basados en Bm86 contra
Rhipicephalus microplus (R. microplus). La identificaciéon de antigenos protectores
novedosos es el paso limitante en el aumento de la eficacia de estas vacunas
(Rodriguez-Mallon et al., 2012).



. REVISION DE LITERATURA

2.1 Taxonomia

R. sanguineus sensu stricto (s.s.) (Cuadro 1) fue originalmente descrita en
1806 como Ixodes sanguineus (Latreille, 1806). Latreille, 1806 en su libro Genera
Crustaceorum et Insectorum (Figura 1) la describi6 como sigue: “Sanguineus,
punctatus, postice lineolis tribus impressus; dorso antico macula nulla thoracica,
distincta”, esto es, “sangre roja, punteada, posteriormente con tres lineas impresas;

no hay lugar toracico distinto anterodorsalmente” (Dantas-Torres, 2014).

Cuadro 1. Taxonomia de R. sanguineus (Latreille, 1806).

Reino Anima‘li;a

Filo Arthropoda
Clase | Arachnida
Subclase | Acari
Superorden Parasitiformes
Orden Ixodida
Familia Ixodidae
Género Rhipicephalus

Especie sanguineus
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2.2 Acercamiento alos linajes de R. sanguineus

A pesar del alto interés del complejo R. sanguineus (Ixodidae) la identificacion
taxonomica y la relacion sistematica de las especies siguen siendo problematicas.
Muchos factores son responsables de esta aparente confusién. En particular, no
hay una descripcion confiable de R. sanguineus sensu stricto (Latreille) y el tipo de
espécimen se pierde. Ademas, la variabilidad morfolégica en el complejo es alta, Io
gue hace dificil determinar los limites estrictos entre las especies (Hekimoglu et al.,
2016).

La mayoria de la informacién molecular sobre R. sanguineus proviene de las
regiones mitocondriales 16S y 12S de DNA ribosomal (rDNA). Un resultado
importante obtenido de estos estudios es la existencia de dos linajes distintos dentro
de R. sanguineus s.l.: un linaje templado de América del Sur/Europa Occidental; y
un linaje tropical Sudamericano/Africano. El grupo tropical esta representado por
recolectados en paises como Brasil, Tailandia; Cuba, Colombia, Mozambique, y el
grupo de clima templado incluye garrapatas de Espafia, Francia, Italia, Alemania y

Argentina (Dantas-Torres et al., 2013).

Un arbol filogenético concatenando las secuencias mitocondriales rDNA de
los genes 12S y 16S revelaron un patron de ramificacion similar. La mayoria de las
muestras analizadas de R. sanguineus s.l. son separadas filogenéticamente en dos
clados (Figura 2). Las “garrapatas de Asia, Africa, Oceania y los tropicos
estadounidenses forman el clado tropical. Los clados templados de R. sanguineus
s.l. fueron representados por muestras colectadas en Europa, USA-Norte América
y Argentina-Sudameérica. (Zemtsova et al., 2016).

Zemtsova et al., 2016 muestran un mapa con la distribucion de cada clado
de R.'sanguineus s.l. y su correlacion con la temperatura promedio anual cercana a
la superficie demostré que las muestras del linaje tropical se encuentran en areas
con temperatura promedio anual cercana a la superficie entre 20 y 30°C, mientras
gue las muestras pertenecientes al linaje templado se encuentran en areas con

temperatura promedio anual cercano a la superficie entre 10 y 20°C.



R. sanguineus Norte de FL USA
R. sanguineus Florida USA

R. sanguineus Tailandia

R. sanguineus Taiwan

R. sanguineus Saint Kitts

R. sanguineus Hermosillo, México
R. sanguineus Mexicali, México

R. sanguineus Islas Marshall

R. sanguineus sp. Kenya

R. sanguineus Japon

R. sanguineus Guam USA

R. sanguineus Costa Rica

R. sanguineus Aruba

R. sanguineus Samoa Americana USA
b—. R. sanguineus Reunion Francia tﬁ'\fric.a}

R. sanguineus Brasil
R. sanguineus sp. Diibouti
R. sanguineus sp. Ramadi Irak

100 R. sanguineus Burkina Faso Africa

76

100

Rhipicephalus sp. Israel
I—R. turanicus Afganistan
100 '—pRhipicephalus sp. Kyrgyztan

79

R. sanguineus Gana Africa

{ R. sanguineus Kirkuk Irak
Ell R. leporis Kuwait

R. sanguineus s. |. linaje tropical

R. leporis

R. sanguineus NM USA

R. sanguineus GA USA
R. sanguineus Espaiia
R. sanguineus Francia
90| Rhipicephalus sp. Argentina
R. sanguineus AZ USA
R. sanguineus TX USA
88 k= R. sanguineus OK USA

0.005

Rhipicephalus sp. Sudafrica

Rhipicephalus sp. |

R. turanicus

R. sanquineus s. . linaje templado

Figura 2. Relaciones filogenéticas de R. sanguineus s.l. inferido a partir de rDNA 12Sy 16S (Modificado

de Zemtsova et al., 2016).



2.3 Distribucién de R. sanguineus

R. sanguineus es la garrapata con mayor distribuciéon en el mundo (Figura 3),
incluso teniendo en cuenta que muchas garrapatas actualmente identificadas como
R. sanguineus en realidad podria representar a otras especies estrechamente
relacionadas (por ejemplo, Rhipicephalus turanicus) (Dantas-Torres, 2010). O‘

ANTARTIDA
Datos de mapas ©2016 500 KM ke Términc

Figura 3. Ai§la s de R. sanguineus en diferentes partes del mundo,
disponibles a@ de lared GBIF (Tomado de EOL, 2016).
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Las garrapatas son endémicas en casi toda Europa, con biologia y

distribucion geografica distinta. La figura 4 indica la distribucidén principal de R.
sanguineus en Europa (ESCCAP, 2015).

T
{

SN
-

Figura 4. Distribuciéon de R. sanguineus en Europa. Esta especie es principalmente
una garrapata del sur de Europa. Debajo de la linea roja indica donde se presenta
con mayor frecuencia (Tomado de ESCCAP, 2015).



Sosa-Gutierrez et al., (2010) recolectaron un total de 1,107 garrapatas de 22
estados de la Republica Mexicana (Figura 5), incluidas 16 especies pertenecientes
a seis géneros. Se recogieron de parques eco-turisticos, vegetacion, animales
domésticos y salvajes. Se encontrd0 que R. sanguineus fue la garrapata mas
frecuente recolectada, representando méas del 52.2% de todas las garrapatas

examinadas en todas las regiones de México.

4 Dermacentor variabilis
* Dermacentor andersoni W "
" Rhipicephalus sanguineus N
> Rhipicephalus microplus
Rhipicephalus annulatus
Amblyomma cajennense
Amblyomma maculatum
Amblyomma dissimile
Amblyomma americanum
Ixodes scapularis

Ixodes cookei

Ixodes texanus

Ixodes sinaloa

s DA dowme 2

Figura 5. Distribucién de especies de garrapatas colectadas en México (Tomado de
Sosa-Gutierrez et al., 2016).



2.4 Ciclo de vida

R. sanguineus es una garrapata de tres hospedadores; es decir, cada etapa
activa de desarrollo (larva, ninfa y adulto) solo se alimenta una vez y su muda se

produce en el medio ambiente (Figura 6).

Pre-ovoposicion 3-14 dias

Alimentacion 7-20

dise Ovoposicion 16-18 dias

«

Ninfa

¥ e g
AlimentacionS21 ; \*

dias Muda 14 dias

Alimentacion
4-10 dias

Modificado de Dantas-Torres,
2008a.

Figura 6. Ciclo de vida de R. sanguineus. Adaptado de Dantas-Torres, 2008a.
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Las hembras adultas de R. sanguineus se alimentan del hospedador de 5 a
21 dias. Una vez que se haya completado la replecién, se desprende y luego cae
fuera del huésped para digerir su comida de sangre y poner sus huevos en un lugar
protegido. La ovoposicion es precedida de un periodo de pre-ovoposicion que va
desde tres a catorce dias. La duracion media de la ovoposicion es de 16-18 dias

(Dantas-Torres, 2008a). Las hembras de R. sanguineus por lo general ovopositan

unos 4,000 huevos, pero pueden poner hasta 7,273 huevos (Figura 7) (Koch,
1982a).

Figura 7. Ovoposicién de R. sanguineus. A: Hembras ponen huevos en condiciones de
laboratorio (temperatura de 26°C, humedad relativa 80%). B: Primer plano de la imagen
anterior, que muestra en detalle los huevos recién puestos (Tomado de Dantas-Torres, 2010).

La temperatura Optima para la ovoposicion en R. sanguineus es de 20 a 30
°C. Después de que la hembra acaba de poner sus huevos, muere. Los huevos son
depositados en lugares tales como grietas y hendiduras, con frecuencia en un nivel
alto del suelo. Es interesante observar que la hembra generalmente pone sus
huevos cerca de la zona de descanso del hospedero o un lugar que éste utiliza para

dormir; esto es probablemente un comportamiento estratégico, ya que hace mas
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facil para las larvas encontrar al hospedero, inmediatamente después de la eclosion
(Dantas-Torres, 2008a).

El periodo de ovoposicion puede durar varias semanas y el niumero de
huevos puestos por cada hembra esta directamente correlacionado con su peso y
la duracién del periodo de ovoposicion (Dantas-Torres, 2010). El periodo de
incubacion de huevos oscila entre 6 y 23 dias (Koch, 1982b; Jittapalapong et al.,
2000).

Después de la incubacion, las larvas eclosionan y después de que su cuticula
endurezca, inmediatamente empiezan a buscar hospedero. Las larvas se alimentan
durante tres a 10 dias, antes de dejar el hospedador para transformarse en ninfas
(Dantas-Torres, 2008a).

El periodo de muda de las larvas oscila entre cinco y 15 dias. Las ninfas se
parecen a los adultos en forma y se alimentan durante 11 dias antes de dejar el
hospedador para convertirse en adultos. El periodo de la ninfa oscila entre nueve y
47 dias (Nuttall, 1915). Las larvas de R. sanguineus no alimentadas pueden
sobrevivir durante aproximadamente ocho meses, mientras que las ninfas y los

adultos pueden sobrevivir hasta seis y 19 meses, respectivamente (Goddard, 1987).
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2.5 Patogenia y patologia

Una vez en el perro, R. sanguineus utiliza sus queliceros para perforar la piel
del hospedador y luego inserta su hipostoma en la epidermis del hospedador, en
ocasiones alcanza las capas superiores de la dermis. Durante la unién, la garrapata
segrega una sustancia similar al cemento, que forma un cono en la superficie de la
epidermis que se extiende hasta el estrato corneo. Los perros no aparecen estar
irritados por la infestacion de garrapatas y las alteraciones macroscopicas locales
se limitaron a engrosamiento de la piel en las areas donde las garrapatas

completaron la alimentacién una cerca de la otra (Szab6 & Bechara, 1999).

Los vasos sanguineos son lacerados y se produce una hemorragia, creando
una piscina de alimentacion, de la cual la garrapata succiona la sangre y otros
fluidos (Mans & Neitz, 2004).

La pérdida de sangre en infestaciones graves y bajo algunas circunstancias,
puede desencadenar anemia. La herida producida por la picadura de la garrapata
puede infectarse o se pueden formar microabscesos como reaccion a las piezas
bucales de la garrapata, cuando ésta se extrae de forma incorrecta y parte de las
piezas quedan incluidas en la piel del hospedador. Se pueden observar signos
clinicos compatibles con las manifestaciones de los procesos cuyos agentes
patégenos han transmitido. La mayor importancia que tienen las garrapatas es su
papel como vector de agentes patdgenos que causan una gran variedad de
enfermedades (ESCCAP, 2015).

R. sanguineus puede adherirse en todas partes del perro, pero la cabeza
(sobre todo los oidos), espacios interdigitales, espalda, region inguinal y axilar se

encuentran entre sus sitios de union preferidas (Koch, 1982a) (Figura 8).
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Figura 8. Perro altamente infestado por R.
sanguineus (Tomado de Dantas-Torres,
2008b).

2.6 Vector de transmision

Las enfermedades transmitidas por garrapatas afectan a muchos perros y
gatos en América del Norte cada afio y muchas de estas enfermedades son
zoondticas. Estas enfermedades bacterianas transmitidas por garrapatas incluyen
la borreliosis, rickettsiosis, erliquiosis, y anaplasmosis. Por lo tanto, las garrapatas
son responsables del mantenimiento y transmision de muchos patégenos que
afectan a los animales domésticos y los seres humanos, incluyendo varias especies
de bacterias, helmintos, protozoarios y virus (Shaw et al., 2001; Jongejan &
Uilenberg, 2004).

La rickettsiosis canina es una infeccion causada por Rickettsia rickettsii y es
transmitida principalmente por Dermacentor variabilis y D. andersoni (Shaw et al.,
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2001) con la reciente implicacion de R. sanguineus como vector en Arizona (Greene,
2012).

Babesiosis canina ha sido reconocida en Brasil desde principios del siglo XX.
El Unico vector comprobado de Babesia vogeli en Brazil es R. sanguineus (Dantas-
Torres, 2008b).

Hepatozoonosis canina fue diagnosticada en Brazil en los afios 70s, esta
enfermedad es causada por Hepatozoon canis (Apicomplexa: Hepatozoidae). Los
perros se infectan mediante la ingestion de garrapatas contaminadas de oocistos
maduros de H. canis. R. sanguineus que es un vector conocido de H. canis en el
viejo mundo, podria jugar un papel importante en la transmision de este patégeno
en Brasil (Dantas-Torres, 2008b).

Erlichiosis monocitica canina es causada mediante Ehrlichia canis
(Rickettsiales: Anaplasmataceae), que es transmitida por R. sanguineus. El riesgo
de infeccion por E. canis de perros que viven en casas es mayor a los que viven en
los departamentos. Los estudios cero-epidemiolégicos revelaron que los perros
adultos machos son mas propensos a presentar anticuerpos contra E. canis,

particularmente aquellos infestados por garrapatas (Dantas-Torres, 2008b).

La anaplasmosis canina es causada mediante Anaplasma platys el vector
sospechoso de este agente es R. sanguineus. Normalmente los perros infectados
con Anaplasma platys ellos muestran solo trombocitopenia, pero no se observan
eventos hemorragicos. El diagnéstico de laboratorio esta basado en la observacién
de inclusiones en plaguetas de Anaplasma platys en frotis de sangre periférica con

meétodos de tincion hematoldgicos ordinarios (Dantas-Torres, 2008b).

Hemobartonelosis canina es causada mediante Mycoplasma haemocanis
(antes llamada Haemobartonella canis) que se transmite por R. sanguineus. Los
signos clinicos de la enfermedad son mucosas palidas, péerdida de peso, anorexia y
fiebre. El diagnostico de la infeccion esta basado en frotis de sangre tefiidos

mediante tincidon hematoldgica ordinaria (Dantas-Torres, 2008b).
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2.7 Control y tratamiento

Al pensar en el control de las garrapatas, se debe tomar en cuenta que sélo
el 5% de las garrapatas estan en el perro; el remanente (95%) esta en el ambiente.
Por lo tanto, la eliminacion efectiva de las poblaciones de garrapatas requerira de
una estrategia de control integral, dirigido a la poblacién canina, asi como al medio
ambiente. Una estrategia de control integral significa que se utilicen todas las
herramientas tecnolégicas y de gestion apropiadas, proporcionando una
disminucién efectiva de las poblaciones de una manera rentable. Este enfoque
incluye el uso de estrategias quimicas y no quimicas (Por ejemplo, manejo del
ambiente y las vacunas) (Dantas-Torres, 2008a).

2.7.1 Control farmacolégico

Existe una gran variedad de medicamentos para el control de la infestacion
por garrapatas. Pero estas drogas causan dafio al medio ambiente, asi como
contaminacion a los alimentos y resistencia parasitaria. Hasta el momento, el control
de R. sanguineus se ha limitado al uso de productos quimicos en diferentes
presentaciones (Spot-On formulaciones, collares impregnados, shampoo, sprays,
jabones y polvos) utilizando acaricidas como piretroides, organofosforados,
formamidinas y fenilpirazoles, sin tener resultados satisfactorios. Esta falta de
eficacia se atribuye principalmente al alto porcentaje (95%) de garrapatas fuera del
hospedador y a la aparicion de cepas resistentes resultado del repetido e intenso
uso de acaricidas, que también contribuyen a la contaminacion del medio ambiente
(Perez-Perez et al., 2010; Rodriguez-Mallon et al., 2012).

2.7.2 Control del ambiente

Los procedimientos no quimicos para el control de las garrapatas deben
aplicarse junto con los métodos de control quimico. El cambio de habitat es muy
importante en el control de garrapatas R. sanguineus. Las grietas y cuevas deben
ser selladas y el pasto, asi como la hierba deben mantenerse corto. En casas muy

infestadas, las garrapatas se ven comunmente arrastrandose por paredes, cortinas,
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ventanas y puertas, y debajo de los muebles. En este tipo de situacion, puede ser

necesaria la aplicacion residual de acaricidas en interiores (Dantas-Torres, 2008a).

2.7.3 Control biolégico

Como las garrapatas tienen muchos enemigos naturales (por ejemplo,
bacterias, hongos y nematodos), su control biologico parece ser factible (Samish et
al., 2004). Se ha demostrado que el uso de hongos entomopatdégenos, como
Beauveria bassiana y Metarhizium anisopliae, pueden tener potencial para controlar
poblaciones de ciertas especies de garrapatas, incluyendo R. sanguineus (Kirkland
et al.,, 2004; Samish et al.,, 2004). Un estudio reciente demostro que las
formulaciones de B. bassiana y M. anisopliae fueron perjudiciales para las ninfas
alimentadas y para los adultos alimentados de R. sanguineus (Reis et al., 2005).
Después de la seleccidn de cepas entomopatdgenas apropiadas, el mayor desafio
es idear estrategias de produccion para llevarlas a un uso practico (Samish et al.,
2004).

2.8 Respuesta inmunitaria contra garrapatas

La exposicion del hospedero a substancias extrafias (antigenos) originadas
de los artropodos (generalmente ectoparasitos), provoca en él una respuesta que
en muchos casos es de naturaleza inmunolégica. Las manifestaciones de esta
respuesta pueden ser de tipo humoral (anticuerpos), celular (células sensibilizadas,
linfocinas, células citotéxicas) o ambas. Cabe sefalar que en general, los antigenos
que logran llegar al bazo, estimulan una respuesta humoral, mientras que los que
permanecen en la piel, como es el caso de los antigenos de muchos ectoparasitos,
tienden a inducir respuestas de tipo celular (Barriga, 1981), entre las que sobresalen
reacciones de tipo hipersensibilidad cutdnea basofilica (HCB) o de Jones-Mote
(Dvorak et al., 1970; Notomo et al.,1980).

Los estudios sobre la respuesta inmune en las infestaciones por artropodos
en vertebrados sefialan en su gran mayoria, manifestaciones de inmunidad humoral
(anticuerpos, hipersensibilidades tipos | y Ill) y poco o casi nada de aquellas de

inmunidad de tipo celular (Ackerman et al., 1981). Esto se puede deber, en parte, a
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que relativamente es mas facil determinar anticuerpos (in vivo o in vitro) que
linfocinas o células citotdéxicas. Ademas, hay otros informes en el sentido de que
algunas especies de vertebrados son capaces de adquirir resistencia inmune contra
algunos artrépodos (por ejemplo, las garrapatas: Hypoderma lineatum e H. bovis
(Baron et al., 1986), mientras que este fendmeno no se ha podido demostrar en
otros vertebrados (por ejemplo, los perros contra los acaros Demodex canis) (Miller
et al., 1979).

Las reacciones de hipersensibilidad o alergia a antigenos de artrépodos
varian ampliamente entre las especies de huéspedes, entre los individuos de una
misma especie y entre las especies de artropodos involucrados. La dermatitis es
una de las manifestaciones mas comunes en el hombre y en menor escala en los
animales. De estos ultimos, los perros, gatos y caballos parecen ser las victimas
mas frecuentes, posiblemente debido a que estan mas estrechamente asociados
con el hombre y, por lo tanto, reciben mayor atencién que otras especies (Nelson et
al., 1977).

Generalmente hay dos tipos de hipersensibilidad hacia antigenos de
artropodos hematofagos, caracterizadas por reacciones inmediatas y tardias. Estos
estados de reactividad pueden ocurrir separados o juntos. Un estado de relativa "no-
respuesta” también ocurre frecuentemente y por lo general se manifiesta tiempo
después de ocurrir las reacciones de hipersensibilidad a la exposicion continua a
antigenos de artropodos hematofagos, sobre todo a aquellos que se alimentan
directamente de los vasos sanguineos (solendéfagos) como son mosquitos, chinches

y pulgas entre otros (Benjamin et al., 1980).

2.9 Antigenos contra Rhipicephalus sanguineus

Perez-Perez et al., 2010 investigaron la eficacia del antigeno Bm86 sobre el
potencial biético de R. sanguineus. Perros domésticos fueron vacunados con Bm86
y desafiados con los tres estadios de la garrapata R. sanguineus. El efecto de la
vacunacion fue evaluado mediante la determinacién de parametros biolégicos

incluyendo la tasa de rendimiento de larvas, ninfas y adultas hembras. Las tasas de
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recoleccion de larvas, ninfas y hembras adultas alimentadas en perros vacunados
fueron significativas (p < 0.05) reducidas en un 38%, 29% y 31% respectivamente,

comparados con los controles no vacunados.

La proteina PO es esencial para ensamblar la subunidad ribosomal 60s.
Rodriguez-Mallon et al., 2012 identificaron una secuencia inmunogénica de la
proteina ribosomal PO de Rhipicephalus sp. La eficacia de 20 aminoacidos de
péptidos sintéticos de esa secuencia fue probada como vacuna contra R.
sanguineus en inmunizacién con conejos. Se observo una notable disminucion en
la viabilidad de las ninfas recién mudadas de larvas alimentadas en conejos
vacunados. El nimero de adultos y el nUumero de huevos eclosionados se redujeron

significativamente, con una eficacia general del 90%.

Un estudio reciente describio la proteina ATAQ, un. homélogo Bm86 putativo
con alta similitud en estructuras primarias 'y secundarias. A pesar de los
experimentos con RNAi mostrando un fenotipo muy débil para Bm86 y ATAQ, Bm86
causo una fuerte proteccion cuando se usé como antigeno (Nijhof et al., 2006). Este
estudio tuvo como objetivo encontrar.un péptido antigénico de la proteina ATAQ de
R. microplus descrito en GenBank usando un enfoque de vacunologia inversa y
caracterizar la respuesta inmune contra dicho péptido. En los resultados se reporté
una eficiencia de reduccion en los parametros del ciclo de vida general del 47% para

R. sanguineus (Rangel et al., 2016).

2.10 Proteinas candidatas de R. sanguineus

2.10.1 Proteina VDAC

La mitocondria tiene un importante papel en la apoptosis, a través de la
permeabilidad de la membrana, que permiten la liberacién de moléculas que activan
la apoptosis, tal como el citocromo C (Kroemer et al., 2007). Algunos patdgenos
pueden inducir o inhibir la permeabilidad de la membrana mitocondrial, que se
entiende como un regulador potencial del proceso apoptético. El canal de aniones
dependiente de voltaje (VDAC) es una proteina que se encuentra en la membrana

mitocondrial externa y permite el flujo de pequefias moléculas dentro del espacio de
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la membrana mitocondrial. Esto también participa en las complejas interacciones
gue regulan el metabolismo y la apoptosis celular (Roman et al., 2006; Young et al.,
2007).

En la apoptosis, una cascada de enzimas cisteina proteasa, caspasas,
capaz de escindir proteinas dirigidas, se activa, posteriormente llevando a la muerte
celular organizada. Defectos en la regulacion de la apoptosis a menudo se asocian
con enfermedades y resistencia a los medicamentos, asi como con la capacidad de
las células para evadir la apoptosis, un sello distintivo del cancer. Dos vias
separadas que conducen a la activacion de la caspasa se han caracterizado y se
conocen como las vias intrinseca y extrinseca. La apoptosis mediada por
mitocondrias se produce a través del a via intrinseca, que se inicia en respuesta a
diferentes estimulos, que incluyen niveles altos de Ca2+ citoplasmético, especies
reactivas de oxigeno (ROS), la activacion de proteinas de la familia pro-apoptética
Bcl-2 o dafio por UV. La via apoptética extrinseca se activa a través de receptores
de muerte que pertenecen a la superfamilia del factor de necrosis tumoral alfa (TNF
a) y puede inducir la activacion de la via intrinseca a través de la escision
dependiente de caspasa 8 de Bid y la translocacion de su forma truncada a la
mitocondria. Por lo tanto, las sefiales apoptéticas iniciadas por los receptores de la
muerte se pueden vincular a la apoptosis mediada por mitocondria. Las
mitocondrias contienen un: arsenal de factores apoptogénicos, que normalmente
residen en el espacio intermembranal, como Cito c, factor de induccion de apoptosis
(FIA), y endonucleasa G. Durante la transduccion de una sefial apoptética en la
célula, una alteracion en la permeabilidad de la mitocondria ocurre, facilitando la
liberacion de las proteinas apoptogénicas, que participan en los procesos complejos
gue finalmente resultan en la muerte celular (Shoshan-Barmatz & Ben-Hail, 2012).

Se han propuesto varios modelos en competencia para la liberaciéon de
factores apoptogénicos. Algunos modelos sugieren que la liberacién implica
exclusivamente un aumento en la permeabilidad de la membrana mitocondrial
externa (MME) debido a la formacién de un canal lo suficientemente grande como

para permitir la liberacion de proteinas, como Cito c. Otros modelos proponen que
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la liberacion es resultado de la interrupcion de la integridad de la MME. Brevemente,
estos modelos incluyen: (1) hinchazon de la matriz osmotica causada por el cierre
de VDAC, que conduce a la ruptura de MME vy la liberacibn no especifica de
proteinas intermembranales en el citosol; (2) el poro de transicion del a
permeabilidad (PTP) un complejo formado de poros de gran conductancia, formado
en respuesta a la sobreproduccion de ROS o Ca2+ se sobrecarga con apertura
sostenida que causa la muerte celular; (3) Bax, una proteina proapoptotica, que se
oligomerizan para formar un canal de conduccién Cito ¢ en la MME; (4) Bax y Bak
se oligomerizan para formar poros después de su activacion por tBid; (5) hetero-
oligdbmeros compuestos de VDAC y Bax se forman; (6) liberacion de Cito c a través
del canal inductor de apoptosis mitocondrial, un canal MME supramolecular de alta
conductancia; (7) se forma un canal lipidico en la OMM mediante una ceramida auto
ensamblada, y los homo-oligbmeros VDAC 1 se forman en la induccion de la
apoptosis. En apoyo a este modelo, recientemente se demostro que la induccion de
apoptosis se correlaciona con un aumento en la oligomerizacién de VDAC 1 (hasta
20 veces). Debe sefialarse que, sin embargo, que se inform6 que las isoformas
VDAC son prescindibles para la apertura del PTP inducida por el estrés oxidativo y
Caz+ (Shoshan-Barmatz & Ben-Halil, 2012).

Las porinas VDAC fueron identificadas inicialmente en la membrana
externa de la mitocondria (Sortago & Moran, 1993). Son canales con un peso
molecular de-30-35 kDa, y han sido encontrados en plantas, hongos, bacterias,
protozoarios y el humano, en dénde ellos estan involucrados en procesos de
apoptosis. El canal de VDAC es una proteina integral de membrana, que consiste
en un polipéptido que tiene regiones alternadas de aminoéacidos hidrofébicos e
hidrofilicos, formando de 13 a 19 cadenas transmembranales f compuestas por una
sola hélice o en el extremo amino. Esta conformacion proporciona un medio para
separar un ambiente apolar de uno polar, formando un barril que es insertado en la

membrana que forma el poro. Humanos, asi como ratas y ratones, tienen 3
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diferentes tipos de genes VDAC que codifican diferentes isoformas expresadas en

diferentes tejidos (Rodriguez-Hernandez et al., 2015).

La ubicacion de VDAC 1 en el MME la convierte en un punto de anclaje
funcional para las moléculas que interactian con las mitocondrias. VDAC 1 muestra
los sitios de union para la glicerol quinasa, la hexocinasa y la creatina quinasa. La
creatina quinasa mitocondrial (CKMt), en su estado octameérico, interactia con
VDAC 1 y causa una afinidad disminuida con HK y Bax. VDAC también forma
complejos con otras proteinas, como la tubulina, actina y gelsolina, asi como
proteinas apoptosis-reguladoras tales como los miembros de la familia Bcl-2
(Shoshan-Barmatz & Ben-Hail, 2012).

Las células cancerosas se caracterizan por una alta tasa de glucalisis, lo
que lleva para mejorar la generacién de lactato que se produce incluso en presencia
de oxigeno (glucdlisis aerbbica). Este fendmeno se conoce como el "efecto
Warburg". HK cataliza el primer paso de la glucdlisis, es decir, la fosforilacion de
glucosa a glucosa-6-fosfato (G-6-P). En muchos canceres, incluyendo colon,
préstata, linfoma, glioma, adenomas gastricos, carcinomas y canceres de mama, la
notable propensién de las células malignas a la actividad de alta glucélisis depende
con frecuencia de la marcada sobreexpresion de HK-l y / o HK-II. De las cuatro
isoenzimas de HK de mamiferos, HK-1 y HK-Il son capaces de unirse a la MME,
especificamente a VDAC. Al unirse a VDAC HK tiene acceso al ATP mitocondrial
para la fosforilacion de la glucosa. Los estudios in vitro e in vivo han demostrado
gue los niveles elevados de HK unida a mitocondria en células cancerosas también
protegen-contra la muerte celular mediada por mitocondria. La sobreexpresion de
HK en varias lineas celulares suprimio la liberacion de Cito ¢ inducida por STS y la
apoptosis, mientras que la union de HK-Il a las mitocondrias inhibi¢ la liberacién de
Cito c inducida por Bax y la apoptosis. La evidencia acumulada indica que HK-I
media su efecto antiapoptético interactuando directamente con VDACL. HK-l y
VDAC fueron co-inmunoprecipitados, y HK-I interactué directamente con VDAC
reconstituido en bicapa para inducir el cierre del canal de una manera que se invierte

por G-6-P. Ademas, los estudios de mutagénesis revelaron que una mutacién unica

22



en VDAC1 evit6 la proteccion mediada por HK-I contra la apoptosis y el cierre del
canal, mientras que el VDAC1 truncado en el extremo N perdié su capacidad de
enlace HK-I (Shoshan-Barmatz & Ben-Hail, 2012).

Se mostrdé que varios reactivos interactian con VDAC y modifican su
actividad de canal al aumentar la probabilidad de cierre de la proteina, disminuyendo
asi la conductancia del canal. La modificacion de la actividad de VDAC mediante
fosforilacion también fue reportada. A bajos niveles del voltaje (10 mV) el canal es
estable en un estado abierto de larga duracion, mientras que en estados positivos
0 negativos altos (40 mV), VDAC presenta multiples subestados con selectividad y
permeabilidad idnicas diferentes. En estado abierto, VDAC conduce selectivamente
pequefios iones y aniones, glutamato, ATP, acetilcolina y dopamina. Se han
propuesto diversos reactivos como Caz+, ATP, glutamato, NADH y varias proteinas
han sido propuestas en la interaccion con VDAC para modular su actividad de canal
(Shoshan-Barmatz & Ben-Hail, 2012).

2.10.2 Proteina Rs86

Investigadores australianos aislaron una glicoproteina de 89 kDa
denominada Bm86. Tiene un _punto isoeléctrico de 5.1 a 5.6 y una afinidad a la
lectina de germen de Trigo. Microgramos de este antigeno son capaces de inducir
una proteccion efectiva en el ganado contra el parasito, como lo demuestra la baja
supervivencia de las garrapatas en el ganado vacunado y la reduccion del peso en
la replecion y ovoposicion. El antisuero del Antigeno reacciona con la superficie de
las células de digestion en el intestino de la garrapata. Como resultado de la
reaccion con el anticuerpo, la actividad endocitica (que es un paso critico en la
digestion de sangre en la garrapata) se inhibe de manera fuerte y rapida (Willadsen
et al.,; 1989).

Se sabe que Bm86 es una glicoproteina unida a la membrana expresada
principalmente en la superficie del tracto digestivo de las garrapatas R. microplus.
Su expresion se limita a unos pocos sitios en la membrana celular digestiva, en las

microvellosidades expuestos a la luz intestinal (Rand et al., 1989).
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Bm86 recombinante es la base de las vacunas comerciales Tick GARD y
Gavac TM (Rodriguez et al., 1995; de la Fuente et al., 2007). Varias vacunas han
sido desarrolladas con la formulacion de esta proteina (Rand et al., 1989; Rodriguez
et al., 1995; de la Fuente et al., 1999; Patarroyo et al., 2002).

Sin embargo, se encontraron porcentajes variables de eficacia frente a cepas
de R. microplus en diferentes localizaciones geogréficas, lo que puede deberse a
variaciones alélicas naturales en el gen Bm86 (de la Fuente & Kocan, 2007). Una
diferencia del 3,4% en la secuencia de Bm86 entre diferentes cepas podria ser
suficiente para causar una respuesta inmune ineficiente contra las cepas (Garcia-
Garcia et al., 1999). El porcentaje de eficacia de Tick GARD y Gavac TM en una
prueba de paro con un aislado regional de R. microplus fue de 46,4% y 49,2%,

respectivamente (Andreotti, 2006).

Hay una diferencia en Bm86: los sitios hidréfobos de CG (cepa de Campo
Grande) tienen el potencial de interferir con la unién de anticuerpos, lo que puede
explicar la baja eficacia de Gavac TM para prevenir la infestacion de garrapatas en

la regiébn de Campo Grande (Andreotti, 2006).

La lisis de las células digestivas del intestino medio mediadas por anticuerpos
anti-Bm86 durante la alimentacién de la garrapata se produce en garrapatas que se
alimentan de bovinos Bm86 vacunados, lo que da lugar a una fuga de la harina de
sangre en el hemocele de la garrapata (Agbede et al., 1987).

Ademas, se ha demostrado que esta proteina contiene varios dominios similares al
factor de crecimiento epidérmico (EGF) que pueden estar implicados en la

coagulacion de la sangre y el crecimiento celular (Kempt et al., 1989).
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2.10.3 Proteina Subolesina

Subolesina (SUB) es un antigeno protector bien caracterizado en muchas
garrapatas y, por lo tanto, es potencialmente util en el desarrollo de una vacuna de
amplio espectro (Pengyun et al., 2016). Funciona como un factor de transcripcion
que regula la expresion génica, que afecta a multiples procesos celulares, como la
respuesta inmune innata de la garrapata, la alimentacion, la reproduccion y el
desarrollo (Manzano-Roman, Diaz-Martin, Oleaga, Siles-Lucas & Pérez-Sanchez,
2012; Yonghong et al., 2014; Sultana, Patel, Sonenshine & Neelakanta, 2015;
Pengyun et al., 2016).

Las interacciones de proteinas intermedias como Subolesina con NF-kB y
otras proteinas reguladoras se unen al DNA y remodelan la cromatina para regular
la expresion génica de la transduccion de sefiales ylos genes de respuesta inmune
innata y los reguladores transcripcionales. Esta amplia funcion de Subolesina como
factor de transcripcidon explica el profundo efecto'de la eliminaciébn de genes por
RNAI en la fisiologia de las garrapatas y los insectos, asi como en el desarrollo y la
expresion de genes en las garrapatas. Subolesina es funcionalmente importante
para la inmunidad innata de artropodos y, al menos en las garrapatas, para el
desarrollo y la funcién de los tejidos y para la infeccion y multiplicacion de

patogenos.

Subolesina es un antigeno protector de garrapatas que se descubrio
recientemente en Ixodes scapularis y demostré por RNAIi y ensayos de inmunizacién
ser una proteina que protege a los hospederos contra las infestaciones de
garrapatas, reduce la supervivencia de las garrapatas y la reproduccion, causa
degeneracion del intestino, glandula salival, tejidos reproductivos y embriones. Se
demostré que la subolesina de la garrapata es una proteina intracelular evolutiva

conservada en organismos vertebrados e invertebrados (Canales et al., 2009).

La vacunacién con subolesina recombinante ejerce un control eficaz de las

infestaciones de garrapatas al reducir el nimero de garrapatas, el peso y la
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ovoposicidn; asi como las enfermedades transmitidas por garrapatas (Manzano-

Roméan, Diaz-Martin, Oleaga & Pérez-Sanchez, 2015).

Los ensayos de inmunizacibn usando subolesina de garrapata
recombinante demostraron eficacia protectora contra las infestaciones de
garrapatas y redujeron la capacidad vectorial de las garrapatas (Shakya, Kumar,
Nagar, de la Fuente & Ghosh, 2014; Pengyun et al., 2016).
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I1l. JUSTIFICACION

R. sanguineus es una garrapata cosmopolita, siendo de gran importancia
como vector de varias enfermedades bacterianas. Esta garrapata es responsable
del mantenimiento y transmision de muchos patdégenos que afectan a animales
domeésticos (caninos principalmente) y seres humanos. La rickettsiosis canina es
una infeccién causada por Rickettsia rickettsii (patbgeno zoonatico) y es transmitida
principalmente por R. sanguineus. En México durante las décadas de 1930 a 1950
se identific6 a R. sanguineus como vector principal de los casos de Fiebre
Manchada de las Montafias Rocosas (en Coahuila, Durango, San Luis Potosi,
Sinaloa y Sonora).

El control de las garrapatas mediante la vacunacion evitaria contaminacion y
la seleccion de garrapatas resistentes a los farmacos que resultan de aplicaciones
repetidas de acaricidas. Las vacunas también podrian disefiarse para incluir
multiples antigenos de garrapatas que pueden dirigirse a una amplia gama de
especies. Hoy en dia se cuentan con varias estrategias para el disefio de vacunas,
este estudio propone métodos informaticos para la identificacion de péptidos B de
tres proteinas que ya han demostrado ser candidatos potenciales para el desarrollo
de vacunas contra garrapatas, es por ello con el fin de obtener métodos alternativos
de control sustentable se evalué la eficacia de péptidos B recombinantes de VDAC,
Rs86 y Subolesina para la reduccion del potencial bidtico de R. sanguineus en

conejos como modelo experimental.
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V. HIPOTESIS

Las larvas de R. sanguineus disminuyen su capacidad de supervivencia al
ser alimentadas con anticuerpos de conejos contra epitopos B conservados de las

proteinas Rs86, VDAC y Subolesina.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar y evaluar epitopos B conservados de las proteinas Rs86, VDAC y

Subolesina de R. sanguineus.

5.2 Objetivos especificos

1. Obtener péptidos sintéticos con epitopos B conservados del gen Rs86,
VDAC y Subolesina.

2. Generar anticuerpos de conejos contra los péptidos sintéticos.

3. Evaluar la supervivencia R. sanguineus alimentadas con los anticuerpos
generados.

4. Obtener la secuencia predicha del gen VDAC de R. sanguineus de cepas

mexicanas.
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VI. MATERIALES Y METODOS

6.1 Localizacion geografica

El trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Inmunologia y Vacunas y en el
Laboratorio de Microbiologia Veterinaria, en la Facultad de Ciencias Naturales de la
Universidad Autonoma de Querétaro. Asi como en el area canicula (ARCUN);
instalaciones de Campus Amazcala de la Universidad Autbnoma de Querétaro, del
municipio del Marqués que se localiza entre los 20° 42’ 40.7” de latitud norte y los
100° 15’ 28.9” de longitud oeste.

6.2 Material Biologico

En el experimento donde se estudio el efecto de inmunizacion con Péptidos
B en larvas de garrapata, se trabajo con dos grupos de 5 conejos de la raza Nueva
Zelanda de 4 meses de edad. Los animales del grupo control fueron inoculados con
adyuvante/PBS 1X pH 7.4, los animales del grupo estudio fueron inoculados con
100 pg de cada péptido/adyuvante y los dos grupos fueron infestados con larvas de

garrapata.

La infestacion de los dos grupos se realiz6 con larvas R. sanguineus de una
muestra de campo de Tepic Nayarit. Para ello se incubaron hembras repletas de R.
sanguineus obtenidas de un perro infestado. Las larvas, al momento de la

infestacion tenfan 1 mes de edad.
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6.3 Obtencidn de la secuencia de aminoacidos de los genes VDAC, Rs86 y

Subolesina de R. sanguineus.

Se realiz6 una busqueda de los genes VDAC, Rs86 y Subolesina de R.
sanguineus en la base de datos del GenBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) en la pagina web del National Center for

Biotechnology Information (NCBI).

A las secuencias nucleotidicas obtenidas de la base de datos se les realiz6
un analisis de busqueda de marco de lectura abierto u ORF (Open Reading Frame)
mediante el algoritmo bioinformatico ORF finder

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) el programa devuelve el rango de ORF asi

como la traduccion de la proteina. De esta manera-se obtuvo la secuencia de

aminoacidos de los genes detectados en el GenBank.

6.4 Andlisis de conservacion de las proteinas predichas

Para evaluar el grado de conservacion de las secuencias proteicas se realizo
un alineamiento multiple de las secuencias de VDAC, Rs86 y Subolesina. Para ello

se utilizé el programa Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) en

la pagina web del European Bioinformatics Institute (EMBL-EBI).

6.5 Analisis in silico de la estructura secundaria de las proteinas

Cada proteina se sometid6 a un analisis bioinforméatico de estructura

secundaria para predecir:

Péptido sefial utllizando la herramienta SignalP 4.1  Server
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) (Petersen et al., 2011).

Dominios funcionales utilizando la herramienta SMART (http://smart.embl-
heidelberg.de/) (Schultz et al., 1998).
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Regiones hidrofobicas utilizando la herramienta ProtScale

(http://web.expasy.org/protscale/) (Kyte and Doolittle, 1982).

Regiones transmembranales utilizando la herramienta TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/) (Sonnhammer et al., 1998).

6.6 Prediccién y seleccion de epitopos B conservados

La prediccion de epitopos B de cada proteina se realiz6 con diferentes
programas bioinformaticos y algoritmos que identifican . secuencias con
caracteristicas potenciales de un epitopo B. La seleccion fue hecha de regiones

extramembranales, con las siguientes caracteristicas dependiendo el programa:

v" Programa Bcepred
(http://crdd.osdd.net/raghava/bcepred/bcepred submission.html) que

predijo hidrofilicidad, accesibilidad y antigenicidad. Los epitopos

elegidos fueron los que arrojaron un valor de prediccion >0.80.

v' Programa ~ABCpred (http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/) que

predijo epitopos de células B en una secuencia de antigeno, utilizando
una red neuronal artificial. Los epitopos elegidos fueron los que

arrojaron un valor de prediccion >1.

v. Programa Immune Epitope Database and Analysis Resource

(https://www.iedb.org/home_v3.php) que una de sus herramientas nos

predice epitopos de células B lineales en funcion de las caracteristicas
de la secuencia del antigeno estudio utilizando escalas de
aminoacidos y HMM. Los epitopos elegidos fueron los que arrojaron

un valor de prediccion >1.
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v Programa Emboss Antigenic  (http://www.bioinformatics.nl/cqgi-

bin/emboss/antigenic) que realizé un analisis de sitios antigénicos

mediante el método de Kolaskar y Tongaonkar para predecir
determinantes antigénicos. Los epitopos elegidos fueron los que

arrojaron un valor de prediccion >1.100.

Los epitopos B seleccionados tienen como caracteristica el haber. sido
predichos por al menos 5 algoritmos, descritos anteriormente. La seleccion también
se basé en el criterio de conservacién de secuencias ya que los epitopos B de cada

proteina tienen la misma secuencia entre cepas.

Los péptidos se sintetizaron en Shanghai China en la'empresa GL Biochem.
La sintesis quimica fue elaborada en un sistema de MAPS’8 (Multiple Antigenic
Peptide System), que consiste en generar secuencias en octameros ramificados

para brindar una mayor inmunogenicidad.

La cantidad de péptidos sintetizados por proteina se muestra en el Cuadro

ndmero 2.
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Cuadro 2. Identificacion de Péptidos que contienen epitopos B conservados.

Proteina

Rs86

VDAC

Subolesina

No. de
Péptidos

4

2

Nombre Secuencia

Rs86-1 DDM-YYN-AAE-KHC-EYK-STC-KTK-ECS-
YGR

Rs86-2 NKG-QIC-VYE-NEK-ANC-QCP-PGT-VAG-
QAG-CT

Rs86-3 CVY-KDQ-KAE-CKC-PEG-T

Rs86-4 KVV-CEC-PMR-QHL-VND-EC

VDAC-1 NFA-PQT-GKK-SGA-LKA-AYK

VDAC-2 TNV-NDG-QEF-AGS-VFQ-RVN-PQL-QTG-
VQL

VDAC-3 LDC-KST-THT-GVE-FNV

Subolesin-1 DPS-PFG-DVP-PKL-TSE-EI

Subolesin-2 KER-ESK-IRE-EYD-HVL-STK-LAE-Q
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6.7 Generacion de Anticuerpos contra los péptidos sintéticos

La inmunizacién se llevo a cabo en el area canicula (ARCUN); instalaciones
de Campus Amazcala de la Universidad Autbnoma de Querétaro, del municipio del
Marqués Querétaro. Se utilizaron conejos de la raza Nueva Zelanda de 4 meses de
edad. Los conejos se mantuvieron en jaulas (un conejo por jaula) con agua y

alimento ad libitum.

Los conejos fueron distribuidos en dos grupos de 4 animales. La dosis que
se utilizd para inmunizar el grupo tratamiento fue de 1ml que contenia 100 ug de
cada péptido (diluidos en 100 ul de PBS cada uno) / 900 pl de PBSy 100 pl de
adyuvante Montanide ISA 50V (Seppic ®, Francia). Los conejos del grupo

tratamiento se inmunizaron con la mezcla de los 9 péptidos

Los animales del grupo control se inocularon con adyuvante Montanide ISA
50V (Seppic ®, Francia) y PBS 1x pH 7.4 estéril en una relacién 50:50, la dosis que

se utilizo fue de 1ml por animal.

La inoculacion se realizd via subcutanea depositando la dosis en dos sitios
cercanos a un ganglio linfatico, entre las dos escépulas, utilizando una jeringa de
3ml con aguja de calibre 22. El calendario de inmunizacion se muestra en el cuadro
3.

6.8 Infestacidn con larvas de R. sanguineus

A cada conejo se le coloc6 una cdmara de alimentacion en una de sus orejas,
para ello se rasuro la parte dorsal de la oreja donde se encontré la mayor cantidad
de pelo. .La camara de alimentacion se fijo a la base de la oreja con tres suturas y
pegamento quirargico. Para evitar que los conejos maltrataran la camara con sus
garras a cada uno se le coloc6 un collar isabelino del namero 1 (Figura 9). En la
punta de cada camara de alimentacion se disefio una jareta por la cual se liberaron
250 larvas de R. sanguineus 7 dias después de la cuarta inmunizacion. En el cuadro
3 se detallan los dias en que se llevé a cabo la infestacion y la recoleccion de las

garrapatas.
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La colecta de garrapatas se realiz6 en los dias 3-4 post-infestacion. Se

colectaron las garrapatas que habian terminado de alimentarse en cada conejo, se

identifico cada muestra con el nimero del animal, grupo y fecha de colecta. Las

garrapatas se transportaron al laboratorio de Microbiologia de la FCN de la UAQ

donde se lavaron con benzal al 10%, se secaron y se colocaron en una caja de Petri

rotuladas segun el conejo y el grupo perteneciente. Se introdujeron en una

incubadora en condiciones de 12h de luz y 12h de oscuridad por dia, a una

temperatura de 22-25°C y una humedad relativa de 95% hasta su mudaa Ninfas.

Cuadro 3. Calendario de inmunizacién e infestacion de conejos.

4 dias pre- -

Toma de sangre pre-inmunizacion

inmunizaciéon

0 1
21 2 ' Toma de sangre
|
36 3 | Toma de sangre
46 |~ Toma de sangre
' ELISA INDIRECTA
121 4
(/4128 - Toma de muestra
'F 130 - Infestacion de los conejos
133 - Primera colecta de larvas repletas
134 - Segunda colecta de larvas repletas
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19-Febrero-2018

22-febrero-2018
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Figura 9. Conejo con una cadmara de alimentacion en oreja derecha, se observa
la jareta en la punta de latelay el collar isabelino que protege el sistema.

6.9 Determinacién del titulo de anticuerpos por ELISA indirecto

Se obtuvieron muestras de sangre de la vena yugular o en su defecto de la

vena marginal de la oreja,

La placa de Elisa se dividi6 en tres secciones correspondientes a cada
proteina, en una seccion por triplicado se mezclo por pocillo 10 ug de cada péptido
de la proteina Rs86, en la segunda seccion se mezcld por pocillo 10 ug de cada
péptido de la proteina VDAC y por ultimo en la tercera seccion se mezclé por pocillo
10 pyg de cada péptido de la proteina Subolesina. La mezcla se realizé en buffer
carbonatos pH 9.6 (carbonato de sodio y bicarbonato de sodio 50 mM) y se dejé
incubar la placa toda la noche a una temperatura de 4°C y después de la incubacion
las placas se lavaron tres veces con PBS Tween 0.5% pH 7.2. El bloqueo de la
placa se realizé con 200 pl de leche descremada al 5% en PBS Tween 0.5% y se
dejé incubar sin movimiento 1 h a 37°C, después las placas se sometieron a tres
lavados con la solucion de lavado. El suero fue diluido a 1:500 en PBS Tween 0.5%
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pH 7.2. Se coloco el suero en la placa y se incub6 por 1h a 37°C, posteriormente
las placas se lavaron tres veces con solucion de lavado, después se afadio el
anticuerpo secundario (Peroxidasa Affini Pure Goat Anti Rabbit IgG H+L ®) en una
dilucion de 1:5000 en PBS Tween 0.5% pH 7.2 y se dejaron en incubacion por 1h a
37°C, posteriormente se realizaron tres lavados més con la solucion de lavado y se
afadio el sustrato dihidrocloruro de o-fenilendiamina en buffer citrato (acido citrico
0.1 M, fosfato de sodio dibasico 0.2 M y 4 pl de perdxido de hidrogeno al 30%). La
microplaca fue leida en un lector iMark Microplate Absorbance Reader ®, BIO-RAD
en un rango de lectura de 450 nm.

6.10 Analisis estadistico

6.10.1 ELISA INDIRECTA

El punto de corte se determind con la suma de la media mas tres
desviaciones estandar, posteriormente se grafico el punto de corte y los valores
correspondientes a los sueros pre-inmunizacion y cuarta inmunizacion de cada

animal, se evalu6 la dilucién 1 :500.

Para comparar los resultados de la determinacion del titulo de anticuerpos
por ELISA indirecto se realizé un ANOVA (p<0.05) para comparaciones multiples
entre el grupo vacunado y el grupo testigo respectivamente. Ambas pruebas se
corrieron con el programa SPSS 24.

Los resultados fueron evaluados estadisticamente utilizando la prueba de t-
student para varianzas desiguales (p<0.05) para comparar los resultados del

namero de larvas repletas entre el grupo vacunado y el grupo control.

El efecto sobre el nimero de larvas repletas = 100 [1-(NGV/NGC)], donde
NGV es el niumero de garrapatas repletas en el grupo vacunado y NGC es el numero

de garrapatas repletas en el grupo testigo (Casquero et al., 2013).
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6.11 Recoleccion de garrapatas R. sanguineus

Las garrapatas fueron recolectadas de perros infestados en los siguientes

estados del a Republica Mexicana.

v' Querétaro

Baja California Norte
Nayarit

Guerrero

Morelos

AN N NN

Yucatan

6.12 Extraccién de DNA

Un cuarto de garrapata R. sanguineus previamente congelada en hielo seco
se macerd con ayuda de un pistilo dentro de un tubo de 1.5ml. El protocolo de
extraccion de DNA se realizé segun el kit “llustra blood genomic Prep Mini Spin Kit
(GE Healthcare Life Sciences). Se adicionaron 20 microlitros de proteinasa K al
fondo del tubo de microcentrifuga de 1.5ml. Posteriormente se agregaron 180
microlitros de buffer ATL al tubo, después de ello se agreg6 200 microlitros de buffer
RBC. Con la ayuda del mismo pistilo se mezcl6 perfectamente la muestra hasta
obtener una mezcla homogénea. La muestra se incubé a 50°C durante tres horas
con agitacién intermitente usando un homogenizador oscilatorio tipo Vortex de alta
velocidad para ayudar a la lisis. Brevemente se centrifugo la mezcla para llevar la
muestra al fondo del tubo. El sobrenadante del lisado se cargd en el centro de un
tubo nuevo de 1.5ml. Se adicionaron 200 microlitros de buffer ATL dentro del tubo
y se mezclo inmediatamente con la mano. Posteriormente se agregd 200 microlitros
de etanol absoluto dentro del tubo mezclandolo inmediatamente. La muestra se
incubd a 70°C durante 10 minutos. Se ensamblé una mini-columna en el tubo
colector. Se cargd toda la muestra dentro de la mini-columna. La mezcla se
centrifugo a 8,000 x g durante un minuto, el liquido se desecho del tubo colector y
este cuidadosamente se colocé de nuevo la columna. En seguida se agrego 500
microlitros de buffer AW1 a la columnay se centrifugd a 8,000 x g durante un minuto.
Después se adicionaron 500 microlitros del buffer de lavado AW2 a la columna y se
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centrifug6 a 8,000 x g durante 1 minuto. Enseguida se volvid a centrifugar la
muestra, pero ahora a 12,000 x g durante 1 minuto. En este paso se tir6 el tubo
colector, asi como el liquido de desecho. Se transfirié la columna a un tubo de 1.5
ml nuevo libre de nucleasas. Posteriormente, se adicionaron 100 microlitros de
buffer de elucion tipo AE en el centro de la columna. La columna se incubd por un
minuto a temperatura ambiente y se centrifug6 a 11,000 x g durante un minuto. De
nueva cuenta se adicionaron 100 microlitros de buffer de elucion tipo AE en el centro
de la columna. Se centrifugd a 11,000 x g durante otro minuto. EI DNA purificado se
cuantificé en un espectrofotébmetro tipo Nanodrop y posteriormente se almacenoé a -

20°C hasta su uso.

6.13 Disefio de iniciadores para amplificar el gen VDAC

Dentro del laboratorio de Inmunologia y Vacunas Ivan Corona desarrolld
iniciadores especificos para amplificar parte del gen VDAC de la garrapata R.

microplus los cuales fueron utilizados.

Cuadro 4. Par de iniciadores empleados en |a amplificacion del gen VDAC.

Iniciador Secuencia (5’-3’) Direccion  Posicion

F VDAC 5-GCT GAA TTC AAG AAC TAC CAC TTC GGC G-3' Sentido 1-26

R_VDAC 5-CAC ACG AAC GTC AAC GAC TCT AGA ACA A-3' Antisentido  463-486

6.14 Amplificacion del gen RsVDAC

Usando el DNA que se extrajo se realiz6 la técnica de Reaccion en Cadena
de la Polimerasa (PCR) convencional para el gen de estudio con el DNA de las
diferentes cepas, para ello se disefidé un protocolo de termociclado con condiciones

especificas al gen segun las caracteristicas quimicas de cada iniciador.
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A continuacion, se muestra el protocolo de termociclado:

v VDAC
100

90
80
70
60

50

Temperatura (°C)

40

30

20

10

Ciclos

Figura 10. Termociclado para la amplificacién de VDAC con los iniciadores F_VDAC/
R_VDAC.

La PCR comienza con una desnaturalizacion inicial del DNA a 94°C durante
10 minutos, posterior a esto comienzan 32 ciclos constituidos por tres fases cada
ciclo: una fase de desnaturalizacion de DNA a 94°C durante 30 segundos, seguido
con una fase de alineacion de los iniciadores (F_VDAC/ R_VDAC) a 56°C durante
20 segundos, después de la alineacion el ciclo termina con una fase de extension a
72°C durante 30 segundos. Una vez culminados los 32 ciclos la reaccion de la PCR
finaliza con una etapa de extension final a 72°C durante 10 minutos (Figura 10).

La preparacion de la mezcla de PCR para cada reaccion fue constituida como
se muestra a continuacion en el Cuadro 5.
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Cuadro 5. Condiciones de la PCR para la amplificacion de VDAC.

Reactivo Inicial

‘Buffer Master Mix 25X  1X 12.5 i

Iniciador F_VDAC 20 ymol 0.8 ymol 1 ul

Iniciador R_ VDAC 20 ymol 0.8 uymol 1 ul

DNA Querétaro 34 ng/pl 1.3 ng 1 ul

DNA Guerrero 97 ng/ul 3.88 ng 1 pl

DNA Morelos 182 ng/ul 7.3 ng 1 pl

DNA Nayarit 41 ng/pl 1.6 ng 1 pl )

DNA Yucatan 85 ng/pl 3.4ng 1l

DNA Baja California 109 ng/ul 43ng NSl

H20 cbp* 254l ;’ 954l

Volumen Total N 25 ul

*cbp: Cuanto baste para
*DNA: Cada estado de la Republica representa una reaccion individual.

El control negativo tuvo las mismas condiciones para la PCR solo que no se le

agreg6 DNA, la reaccion se completé con H20.

6.15 Purificacion del producto de PCR para secuenciacion

Para la purificacion del producto de PCR de cada una de las muestras de
campo se realizé un PCR punto final que consiste en la amplificacién del gen VDAC
de R. sanguineus utilizando las siguientes secuencias de oligonucledtidos: sentido
GCT GAATTC AAG AAC TAC CAC TTC GGC Gy antisentido CAC ACG AAC GTC
AAC GAC TCT AGA ACA A que amplifican un producto de 583 pb. Se prepararon
dos reacciones de 50 pl por muestra para al final obtener 100 ul de volumen final
agregando 60 ng de templado y usando los oligonucleétidos a una concentracion
de 20 uM bajo las condiciones térmicas de 94°C por 10 minutos, seguido de 32
ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 20 segundos, 72°C por 30 segundos y una

extension final de 72°C por 10 minutos en un Thermal Cycler Dual S100 de BIO-
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RAD. Para verificar el resultado se realizé una electroforesis en un gel de agarosa

al 1.5% en condiciones de 80 V durante 50 minutos.

Empleando el protocolo de Wizard® Genomic DNA Purification Kit obtuvimos
un producto purificado libre de oligonucledtidos y moléculas que pueden interferir

en la secuenciacion. Seguimos la siguiente secuencia por muestra:
Union de DNA

1. Se utilizé una Mini columna Wizard® para cada muestra. Se retird y separo
el émbolo de una jeringa desechable de 3 ml. Se conecto el barril de jeringa
a la extension Luer-Lok® de cada mini columna. Se insertd la punta del

conjunto Minicolumn / Syringe Barrel en el colector de vacio.

2. Se afiadi6 1 ml de resina de limpieza: Wizard® DNA a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. La muestra se afiadi6 (100l del producto de PCR)

a la resina de limpieza (cerré el tubo)y se mezcl6 con la mano varias veces.

3. Con la pipeta se mezclo el DNA de Wizard® DNA Clean-Up en el barril de
jeringa. ElI émbolo se-insert6 en la jeringa lentamente y se empujo
suavemente la suspension en la mini columna con el émbolo de la jeringa
(Figura 11).
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Adicionar la muestra de DNA
con la resina limpiadora.

Conectar el barril de la jeringa

en una minicolumna.

Pipetear la muestra al barril.

= Insertar el embolo de la jeringa y

empujar la muestra suavemente.

Figura 11. llustracion de los pasos de Unidon de DNA.

Lavado

4.

Se quito la jeringa de la mini columna y se retir6 el émbolo de la jeringa. Se
volvié a colocar el-barril de jeringa en la mini columna. Se afiadieron 2ml de
isopropanol al 80% en la jeringa. Se inserté el émbolo y se empujé la solucion

a través de la mini columna.

Se retiré el barril de jeringa y se transfirido la mini columna a un tubo de
microcentrifuga de 1,5 ml. Se centrifugé la Mini columna a maxima velocidad
(20.000 x g) en una microcentrifuga durante 2 minutos para secar la resina
(Figura 12).
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Transferir la minicolumna a

un tubo de microcentrifuga

"r: Centrifugar

Figura 12. llustracién de los pasos de lavado de la muestra.

Elusion

6. Se transfirid la mini columna a un nuevo tubo de microcentrifuga. Se
aplicaron 250 ul de agua precalentada (65-70 °C) o buffer TE a la mini
columna y se esperé 1 minuto. Se centrifugé la Mini columna a velocidad

méaxima (10.000 x g) para eluir el DNA pegado (Figura 13).

7. Se retird y desechd la Mini columna. ElI ADN purificado se almacend en el

tubo de microcentrifuga a -20°C.

Transferir la minicolumna a
un nuevo tubo de
microcentrifuga.

Adicionar buffer TE.

. | : Centriguar para eluir el DNA.

Figura 13. llustracién de los pasos de Elusion del DNA.
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Para secuenciar los amplicones ya purificados fue necesario cuantificar la
concentracion de DNA. La cantidad que se utilizo para secuenciar fue de 100 ng/ul.
Las muestras fueron enviadas a la unidad de Proteogendmica del Instituto de
Neurobiologia de la UNAM campus Juriquilla. El servicio de secuenciacion fue
llevado a cabo por el método de terminacion con el Big Dye de Applied Biosystems,
en un PCR y en un secuenciador ABI PRISM 310 Genetic Analyzer.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados y ensamblados
utilizando el Software Bio Edit Secuence Alignment Editor® para finalmente obtener

las secuencias de los genes.

Para predecir la secuencia de aminoacidos de cada gen se utilizé el programa
ORFfinder de la pagina web del National Center for Biotechnology Information
(NCBI).
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VIl. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Obtencion de la secuencia de aminoacidos de los genes VDAC, Rs86 y
Subolesina de R. sanguineus.

Se trabajo con todas las secuencias de R. sanguineus reportadas de cada
uno de los genes, el Unico gen que no tiene reporte de la especie es VDAC por ello
se utilizaron los registros que hay en el GenBak los cuales fueron tres y se agregoé

uno extra que fue proporcionado por el laboratorio LINVAS.

En el cuadro 6 se muestra el nimero de acceso de la secuencia de
nucleétidos de los genes con los que se trabajd, extraidas de la base de datos del
GenBank.

Cuadro 6. Niamero de acceso de los genes estudio.

Gen Numero de acceso @\"
VDAC >GU994210.1- Rhipicephalus microplus. México
>BK007268.1- Amblyomma variegatum. USA
Sin registro- Rhipicephalus sanguineus. Guerrero, México
Rs86 >DQ201646.1- Rhipicephalus sanguineus. USA

>KP087924.1- Rhipicephalus sanguineus. Habana, Cuba
>EF222203.1- Rhipicephalus sanguineus. USA
Subolesjnt >JX193845.1- Rhipicephalus sanguineus. Espafia
C)\ >DQ159968.1- Rhipicephalus sanguineus. USA
)

C

Las secuencias de aminoacidos predichas de cada proteina corresponden a
las reportadas en las bases de datos. El resultado del alineamiento multiple de cada
proteina permitié identificar regiones conservadas de las cuales se eligieron los

péptidos B.

47



Aqui se muestra en color verde la secuencia de aminoécidos que se

mantiene conservada en cada proteina:

VDAC

>GU994210.1

Esta proteina segun el alineamiento result6 tener una identidad del 92.82%
entre las tres especies comparadas, esto nos lleva a hipotetizar que si. comparamos
las secuencias de una misma especie en este caso de R. sanguineus de cepas

mexicanas obtendremos un mayor porcentaje de identidad.

Rs86

>KP087924.1
MRCTALFVAAVSLIGGCAAQSSVCSDFGNEFCCNAVCEVYEGAEHDFVCKCPGDDMY YNAAEKHCEYKSTCKT
KECSYGRCAQTSPRKAVCGCDGVDSLTORCNIQGHYADECRRKGGTAKLRTDGF LGAKCDCGEWSVMDRNKRK
CVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLEKDSRCCOGHNSANCSTAPEEGSYCSPGNLKGKDGSCKDACSAKEGTLVCK
YGCKGSTKPMRAYECECOSGDEVAEDGI TCKRYVPYTGDCSDEQKKTCRPSE Y CLVRKGKVVCECPMROHLYND

ECTSDCVDDKCHENF TECGVYMSKQNCYCPWRTRKP1.PNVS INECVLNEYYYTVSFTPNISLDSXSCDSYAAR
VLDATRTSIGNCVFKVEILNCTHDIKARL IASKPLSKHY IKRLOACEHPVC DLCMLYPKLPIKKGSATEIEEE
NLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNFEFWEQCADGYRAVDEITRGRLRRSVCEAGYSCSIKEQLECANKGQICY
YENEKANCOCPPGTVAGOAGCTARTTONPKE “RECOD!KRKCVYKDOKAECKCPEGT TDDGDGCS [EFAXEEC
SE yEVEKCRSKEQ s CV TENCRBVERENS DATTA A 2 ATTRARDK DOEBC SEEDSGTCRS SGQRCVMEYGKPVCK

KESDATTRATTTTKAKDKDQDRGKS SA

La proteina Rs86 resulto tener una identidad del 85.45% entre las secuencias
comparadas. De'las tres proteinas a analizar esta fue la que tuvo mayor porcentaje

de variacidon entre aminoacidos.

Las cepas alineadas son de Estados Unidos y Cuba, son las Unicas
secuencias reportadas en el banco de genes, asi que se originan de entornos,
condiciones climaticas y biodiversidad diferente que influyen significativamente en
el alto porcentaje de variabilidad genética y en la aparicion de garrapatas con

nuevas variantes genéticas (Peconick et al., 2008).
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Subolesina

>JX193845.1

De las tres proteinas la Unica que resulto tener un 100% de identidad fue
Subolesina, es una proteina altamente conservada. El alineamiento se realizé con
una cepa espafiola y otra americana. La deteccion de péptidos B a partir de esta
secuencia de aminoacidos no fue complicada ya que tuvimos un amplio margen de
eleccion, identificando determinantes inmunogénicos de:  la secuencia
probablemente seria eficiente controlar infestaciones con por R. sanguineus de

diferentes cepas.

7.2 Analisis in silico de la estructura secundaria de las proteinas, prediccién
y seleccion de epitopos B conservados

7.2.1 Proteina VDAC

Utilizando el algoritmo SignalP.5.0 la proteina VDAC no mostré péptido sefial

lo que explica que no es una proteina de secrecion (Figura 14).

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): GU994210.1

(/ 1Ny Sp(sec/8pT) ——
, ) s

af\ OTHER *
| ‘

08— |

|

|
-
MAPPCYADLGKQARDLFNKNYHFGVYVYKLDCKSTTQTGVEFNYVSGTSLNDTGKYNASLETKYKVPEYGLTL

4 XX XXXXX XXX XXX XXX XX XXX XXAK XX XXX XX XXX XXX XXX XXX XXX XXX XANXXXXNX XXX XXX X

[ T I T I T T
0 20 40 60
Protein sequence

Figura 14. Andlisis de predicciéon de péptido sefial de la proteina VDAC con el
programa SignalP 5.0
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El andlisis de hidrofobicidad con la herramienta bioinformética Protscale no
mostro regiones superiores a 1.6 que predicen regiones hidrofébicas en la proteina

VDAC a lo largo de la secuencia (Figura 15).

ProtScale output for user sequence
2 T

"Hphob. / Kyte & Doolittle

Score
S
n
T

_3 I 1 1 1
50 10a 150 200
Position
Figura 15. Andlisis de prediccion de regiones hidrofobicas en la proteina
VDAC con el programa Protscale.
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Mediante el algoritmo TMHMM se identifico una region extracelular en toda
la secuencia de aminoacidos de VDAC marcada en color rosa en la figura 16 y

localizada entre los aminoacidos 1-223. El color rosa indica la region extracelular de

la proteina.
TMHMM posterior probabilities for GLI9S94210 1
1.2
1 L
e r
=
E
= 06 r
2
[
04 r
n2r
|:| I I I I
50 100 150 200
transmembrane inside outside

Figura 16. Anédlisis bioinformatico de- prediccién de dominios transmembranales en la
proteina VDAC con el programa TMHMM 2.0.

51



7.2.2 Proteina Rs86

Los resultados del analisis de la presencia de péptido sefial mediante el
algoritmo SignalP 5.0 indicaron la prediccién de un sitio de corte de péptido sefial

para esta proteina entre los aminoacidos 19 y 20 (Figura 17).

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): KP087924.1

SP(Sec/SPI) —
8 -1
OTHER

0.8

Probability
=
=
1

MRGIALFVAAVSLIGGCAAQSSVYVCSDFGNEFCGNAVCEVYVVPGAEHDFVCKCPGDDMYYNAAEKHCEYKST

§$555S555555S5S5SSSSSCXXXAAXNXAXXKXAXXNAXXAAXNAXNX XA AXXX XX AANXXX XA AXXX XXX XX XX XX KX XXX

[ ' I ! I ' I
] 20 40 60
Protein sequence

Figura 17. Andlisis de prediccién de péptido sefial en la proteina Rs86 con el programa
SignalP 5.0.
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El andlisis de hidrofobicidad con la herramienta bioinformética Protscale no
mostro regiones superiores a 1.6 que predicen regiones hidrofébicas en la proteina

Rs86 a lo largo de la secuencia (Figura 18).

ProtScale output for user_sequence

Hphob. / Kyte & Doolittle

Score

'3.5 I I 1 é 1 1
0 100 200 300 400 500 600

Position

Figura 18. Analisis de prediccién de regiones hidrofébicas de la proteina Rs86
con el programa Protscale
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Mediante el algoritmo TMHMM se identifico una region extracelular en toda
la secuencia de aminoacidos de Rs86 marcada en color rosa (Figura 19) localizada

entre los aminoacidos 1-664. El color rosa indica la regién extracelular de la

proteina.
TMHMM posterior probabilities for WEBSEQUENCE
1.2
1
0gr
=
E
= 06 ¢
=]
g
04 r
02r
|:| L L L L L L
0 100 200 300 400 s0a0 500

transmembrane inside outside

Figura 19. Andlisis bioinformatico de prediccién de dominios transmembranales de la
proteina Rs86 con el programa TMHMM 2.0.
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7.2.3 Proteina Subolesina

Utilizando el algoritmo SignalP 5.0 la proteina Subolesina no mostré péptido

sefal lo que explica la localizacion citoplasmatica de la proteina (Figura 20).

SignalP-5.0 prediction (Eukarya): JX193845.1

SP(Sec/SPT) ——
OTHER

0.8

Probability
=
=
|

MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVYPPRKLTSEETIAANIREEMRRLAQ

XEXXXXXXXXXX XXX XXX XXAX XXX AXXXXXXAXX XXX XN XXXXXXX XXX XXX XXAXXXXXXX XX XX XXX XXX

I
60

! I
40

0 20
Protein sequence

Figura 20. Andlisis de prediccién de péptido sefial en la proteina Subolesina con el programa
SignalP 5.0.
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El andlisis de hidrofobicidad con la herramienta bioinformética Protscale no
mostrd regiones superiores a 1.6 que predicen regiones hidrofébicas en la proteina

Subolesina a lo largo de la secuencia (Figura 21).

ProtScale output for user_seguence
1.5 . .

Hphob. / Kyte & Doalittle

0.5

Score

_3 1 i 1 1 1 1 1 1
20 40 B0 8O 100 120 140 160

Fosition

Figura 21. Andlisis de regiones hidrofébicas de la proteina Subolesina con el programa
Protscale.
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Mediante el algoritmo TMHMM se identificé una region extracelular en toda
la secuencia de aminoacidos de Subolesina marcada en color rosa (Figura 22)
localizada entre los aminoécidos 1-160. El color rosa indica la region extracelular de

la proteina.
TMHMM posterior probabilities for JX193845 1
12
1 L
Oar
=
E
& 0.6
2
tat
0.4
027

D 1 1 1 1 1 1 1 1
20 40 50 al 100 120 140 160

transmembrane inside outside

Figura 22. Anédlisis bioinformatico de prediccién de dominios transmembranales en la
proteina Subolesina con el programa TMHMM 2.0.

El andlisis de prediccion de péptido sefial resultd ser positivo solo en la
proteina Rs86, mientras que para VDAC y Subolesina no hubo ninguna sefial. Por
ello en los estudios de hidrofobicidad y prediccion de dominios transmembranales

la region que corresponde al péptido sefial fue eliminada para correr esos estudios.

Al analisis de hidrofobicidad identificamos sélo regiones hidrofilicas ya que
ninguna de las tres secuencias sobrepas6 el valor de 1.6 que predice regiones
hidrofobicas. En el tercer analisis, para identificar regiones extracelulares de las
proteinas, fue necesario realizar la prediccion de dominios transmembranales, en

los cuales observamos que las secuencias estudio segun el programa se
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encuentran fuera de la membrana celular. Estas caracteristicas son deseadas en
nuestra busqueda de Péptidos B ya que regiones hidrofilicas y expuestas a los

anticuerpos seran facilmente reconocidas.

A partir de la secuencia de aminoacidos con caracteristicas hidrofilicas, con
regiones extracelulares y conservadas, se logré la prediccion de los péptidos que
contienen epitopos B lineales entre las distintas secuencias reportadas en la base
de datos del GenBank. Los péptidos elegidos de cada proteina se muestran en el
Cuadro 2. Hay que recordar que los péptidos B fueron predichos por ‘al menos 5

algoritmos.

7.3 ELISA indirecta

Pare determinar el titulo de anticuerpos posterior a las cuatro inmunizaciones
de los conejos se realiz6 una ELISA indirecta de los sueros tomados 7 dias después
de la dltima inmunizacién, se probo la dilucion 1:500. Se detalla a continuacién las

graficas de cada animal correspondientes a cada uno de los grupos.

7.3.1 Péptidos de la proteina VDAC

En la figura 23 se observan los resultados de ELISA indirecta para la dilucion
1:500 de los sueros post-inmunizacion del grupo control y grupo experimental
inmunizados con la mezcla de los péptidos VDAC-1, VDAC-2 y VDAC-3 (100 ug de
cada péptido), se puede observar que los sueros correspondientes a la post
inmunizacién del grupo control no pasan el punto de corte, mientras que en los
sueros de la Gltima inmunizacién del grupo experimental se observa un incremento

en el titulo de anticuerpos.
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VDAC

0.35

0.3
= Grupo control |
Post-inmunizacion

0.25

m Grupo Experimental
Post-inmunizacion

0.2

0.15

Absorbancia 490 nm

0.1

0.05

Grupo de conejos

Figura 23. ELISA indirecta de los péptidos VDAC. Dilucidn 1:500 de los sueros post cuarta
inmunizacion.

Como se observa en la grafica en la cuarta inmunizacion se logré detectar
buena presencia de anticuerpos, estos resultados son similares a los estudios
realizados por Lopez A. y Ortega R. quienes utilizaron la proteina completa en la
inmunizacion de bovinos, esos antecedentes son los Unicos que hacen referencia
al uso de VDAC como candidato vacunal. Con ello comprobamos que la
inmunogenicidad de la mezcla de los tres péptidos fue efectiva para generar una
respuesta humoral en el sistema inmune de los conejos. Hay que tomar en cuenta
que nosotros utilizamos partes especificas de la proteina (Péptidos B) que fueron
predichas mediante programas informaticos como epitopos B potenciales de
regiones conservadas, lo que nos da mayor seguridad en la basqueda de un buen

candidato vacunal.
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7.3.2 Péptidos de la proteina Rs86

En la figura 24 se observan los resultados de ELISA indirecta para la dilucion
1:500 de los sueros post-inmunizacion del grupo control y grupo experimental
inmunizados con la mezcla de los péptidos Rs86-1, Rs86-2, Rs86-3 y Rs86-4 (100
Mg de cada péptido), se puede observar que los sueros correspondientes a la post
inmunizacién del grupo control no pasan el punto de corte, mientras que en los
sueros de la dltima inmunizacién del grupo experimental se observa un incremento

en el titulo de anticuerpos.

Rs86

0.4

™ Grupo Control
0.35 Post-inmunizacion

= Grupo Experimental
Post-inmunizacion

0.3
0.25

0.2

Absorbancia 490 nm

0.15

0.1

0.05

Grupo de conejos

Figura 24. ELISA indirecta de los péptidos Rs86. Dilucion 1:500 de los sueros post cuarta
inmunizacién.

Bm86 es de las proteinas més utilizadas como candidato vacunal gracias a
su inmunogenicidad y eficacia contra R. microplus, se pudo obtener resultados
similares a Canales et al., 2009a donde utilizaron la vacuna GAVAC en la

generacion de anticuerpos contra la proteina recombinante Bm86.

Un articulo donde utilizaron péptidos sintéticos de Bm86 fue publicado por
Patarroyo et al., 2002, ellos eligieron de forma similar a nosotros 3 péptidos

predichos por programas informéticos como secuencias con potencial
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inmunogénico, en la dindmica de generacion de anticuerpos IgG en bovinos contra
los péptidos también observaron el mayor incremento después de la tercer
inmunizacion que corresponde con los resultados mostrados en la figura 24 donde
también obtuvimos incremento de anticuerpos especificos contra los péptidos Rs86
una semana después de la ultima inmunizacion. Cabe destacar que en este trabajo
citado los péptidos no correspondian a una secuencia de aminoacidos conservada.
Adicional a ello su seleccion de péptidos B no explica por cuantos algoritmos fueron

predichos.

Por otra parte, los resultados de este estudio proveen una evidencia de la
eficacia de los péptidos B de Rs86 en la generacion de anticuerpos IgG especificos
detectado en conejos, esta capacidad inmunogénica de Bm86 ha sido documentada
también por Perez-Perez et al., 2009; Rodriguez-Mallon et al., 2013 & Ruiz et al.,

2006, solo que estos autores utilizan la proteina recombinante completa.

7.3.3 Péptidos de la proteina Subolesina

En la figura 24 se observan los resultados de ELISA indirecta para la dilucién
1:500 de los sueros post-inmunizacion del grupo control y grupo experimental
inmunizados con la mezcla de los péptidos Subolesin-1 y Subolesin-2 (100 ug de
cada péptido), se puede observar que los sueros correspondientes a la post
inmunizacién del grupo control no pasan el punto de corte, mientras que en los
sueros de la dltima inmunizacion del grupo experimental se observa un incremento

en el titulo de anticuerpos.
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Figura 25. ELISA indirecta de los péptidos Subolesina. Dilucién 1:500 de los
sueros post cuarta inmunizacion.

Los péptidos de la proteina subolesina resultaron ser buenos inmundgenos
ya que estimularon al sistema inmunoldgico del conejo para la generacion y
aumento del titulo de anticuerpos comparado con el grupo control. Los resultados
coinciden con lo reportado por Almazan et al., 2005 & Almazéan et al., 2009 donde
utilizan la proteina recombinante subolesina para generar anticuerpos en borregos
y bovinos respectivamente, solo que ellos utilizaron la proteina completa para la

inmunizacion.

Resultados similares se pueden comparar con lo reportado por Canales et
al., 2009a; Almazan et al., 2011 & Moreno-Cid et al., 2012 quienes lograron generar
anticuerpos en perros, ratones y bovinos. Lo que sugiere que esta proteina tiene el
mismo efecto inmunoldgico en diferentes especies de mamiferos.

Estos resultados siguen demostrando que Subolesina es un fuerte candidato
vacunal para estudios serios de control de vectores como lo es R. sanguineus.

62



7.4 Efecto de la vacunacion sobre las larvas de R. sanguineus

De acuerdo con los porcentajes de reduccién de R. sanguineus obtenidos
para cada grupo después de las inmunizaciones podemos notar que los resultados
difieren numéricamente entre grupos (Figura 26). A pesar de la diferencia numérica,
segun la prueba de t-student (p<0.05) los resultados no muestran diferencias

significativas entre grupos.
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Figura 26. Gréfica que indica la cantidad de larvas vivas después de la recoleccion.
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Como se observa en la Figura 27 el porcentaje de reduccién del grupo
tratamiento fue del 10.86% comparado con el grupo control donde sdlo se inoculd

adyuvante.

82
% de reduccion de garrapatas = [1 — (%)] 100
=10.86%

Figura 27. Formula que representa el porcentaje de reduccion de Larvas
repletas.

Estos resultados concuerdan con lo reportado por Rodriguez-Mallon et al.,
2012 quienes utilizaron la proteina PO como inmundgeno en-los tres estadios de R.
sanguineus, en su trabajo el rendimiento de las larvas no mostr6 diferencias
estadisticamente significativas entre los grupos experimentales. A pesar de ello

lograron un 90% en la eficacia de la vacuna contra R. sanguineus.

Por otro lado, Perez-Perez et al., 2010 obtuvé una reduccién del 38% en
rendimiento de larvas, pero en sus resultados finales la eficacia de la vacuna oscilo
entre el 32.86% de efectividad de la vacuna. Cabe mencionar que ellos utilizaron la

proteina Bm86 recombinante como candidato vacunal.

En otro estudio, Canales et al., 2009c, utiliz6 un ort6logo de subolesina
obtenido de Aedes albopictus como candidato vacunal contra R. sanguineus, ellos
obtuvieron un rendimiento de larvas de un 23.6% comparado con un 43.6% del
grupo control,. pero sucedio el mismo fendmeno que obtuvo Perez-Perez et al.,
2010, ya que la eficacia total de la vacuna fue del 13%, donde observamos que no

hay correlacion entre el rendimiento de larvas y la eficacia de la vacuna total.

En el cuadro 7 se muestran los resultados encontrados en otros trabajos en
los cuales determinaron la eficacia de la vacuna de candidatos vacunales de R.
sanguineus. La mayoria de ellos lograron medir el impacto en nimero, peso de
hembras repletas, ovoposicion y fertilidad. Estudios que en el presente trabajo no

se realizaron.
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Cuadro 7. Eficacia de diferentes candidatos vacunales.

Inmunogeno Especie Dosis DT DW DO DF E
ATAQ Conejos 100pg- 55.6 -13.5% -20.3% -20.3% 47%
IM 0
)
PO Conejos 250ug- 38% 8% 3% 12% 90.25%
Subc
Bm86 Caninos 50ug- 40% 40% 46.4% 32.6%
IM
Subolesina  Caninos 100pug - - - - 13%
ortéloga
Glutation S- Conejos 200ug-- 0% 0.79% -554% 3.85% 0%
transferasa Subc

DT: Efecto en el nimero de hembras repletas, DW: Efecto en el peso de hembras
repletas, DO: Efectoen la ovoposicién, DF: Efecto en la fertilidad de los huevos y E:
Eficacia de la vacuna.

Existieron dos detalles importantes que pudieron influir en el bajo porcentaje
de reduccion de larvas repletas, uno de ellos fue la longevidad de un mes de las
larvas utilizadas en el experimento, algunos autores explican que en unos cuantos
dias de eclosionadas las larvas buscan inmediatamente al hospedero para poder
alimentarse (Dantas-Torres, 2007). El siguiente punto fue una enfermedad de vias
respiratorias altas que afectdé a los dos grupos de conejos 10 dias antes de la
infestacion, por lo que fueron tratados con Enrofloxacina y meloxicam a dosis segun
su peso. Las larvas pudieron haber ingerido estos medicamentos e influir en la
mortalidad en los dos grupos, pero esta influencia por el momento se desconoce.
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En la Figura 28 se muestra un efecto interesante de la vacuna, ya que se
puede observar a las larvas repletas del tercer dia de alimentacion del grupo control
y el grupo tratamiento. Si prestamos atencion en primera instancia a las larvas del
grupo control se observa un evidente aumento del tamafio de las garrapatas por la
cantidad de sangre ingerida en los tres dias de alimentacién con respecto al grupo
tratamiento. Sobre la oreja del grupo tratado se perciben varias larvas muertas,
secas, con un déficit de tamafio, pero que lograron alimentarse ‘del conejo
inmunizado. Es posible explicar este fendbmeno mediante la funcidn de cada
proteina, ya que nosotros elegimos péptidos B con caracteristicas inmunogénicas
de cada una de ellas, pretendiendo bloquear su funcionalidad con anticuerpos

especificos.

Posiblemente el efecto de los anticuerpos contra RsVDAC tuvieron efecto en
el intestino y otros tejidos de la garrapata. Rodriguez-Herndndez et al.,, 2012
demostré que esta proteina se localiza en el intestino medio de R. microplus.
Sumado a ello, en este trabajo se logré amplificar R. sanguineus de varios aislados
de la republica mexicana. En estudios realizados por Reyna Ortega y colaboradores
obtuvieron una reduccion de hembras repletas de R. microplus del 37.45%. Con
estos antecedentes hipotetizamos que RsVDAC se localiza en el mismo lugar que

BmVDAC y los anticuerpos tuvieron el mismo efecto.

Esta descrito que el efecto de la vacunacioén con Subolesina impacta en la
reproduccion-de la garrapata, pero en estudios como el realizado por Almazan et
al., 2005 describen que Subolesina retrasa la replecion de las garrapatas que
completaron la alimentacibn en ovejas, estos resultados justifican un papel
importante de esta proteina en el crecimiento y desarrollo de la garrapata como se

observa en la Figura 28.

Los mecanismos exactos por los cuales los anticuerpos anti RsSubolesina
afectan la infestacion del vector y la fertilidad aun son desconocidas, pero puede
incluir la reduccién de la actividad biolégica de RsSubolesina mediante la interaccién
de los anticuerpos con los epitopos conservados (Moreno-Cid et al., 2012)
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Segun los estudios realizados por (de la Fuente et al, 2006), Subolesina
parece estar involucrada en la modulacion de ingestién de sangre y reproduccién
de la garrapata. El silenciamiento de la expresién de esta proteina con RNA de
interferencia afectd el desarrollo intestinal y glandulas salivales. Estos resultados
pueden explicar el efecto observado en la Figura 28, dénde las larvas no pudieron

completar su alimentacion y replecion.

La respuesta del huésped a la vacunacién con antigenos Bm86 resulta en la
lisis de células epiteliales del intestino de garrapata a través de anticuerpos anti-
Bm86 con la posible participacion del complemento y otros mecanismos efectores
gue resultan en una reduccion de la supervivencia, el peso y la fertilidad de la
garrapata, fenomenos que suman a la explicacion de lo observado en la
alimentacion de las larvas en el grupo tratamiento, grupo que fue inmunizado con 4

péptidos B anti Rs86.

La identificacion de candidatos vacunales potenciales (Proteinas
recombinantes) para el control de R. sanguineus en perros se vuelve un factor
determinante para el desarrollo de ‘vacunas, pero con las nuevas tecnologias en
biologia molecular, bioinformatica, inmunologia y ciencias afines se podra formular
una vacuna con alta eficiencia. Otro punto a destacar en este trabajo es la
combinacion de diferentes antigenos, donde la generacién de anticuerpos no solo
tiene un blanco _sino tres de ellos, bloqueando diferentes funciones fisiologicas

importantes de la garrapata.
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Figura 28. Efecto de los péptidos B anti RsVDAC, Rs86 y RsSubolesina en la alimentaciéon y
replecién de larvas de R. sanguineus. (A) Larvas repletas de tres dias de alimentacién en el
grupo control. (B) Larvas muestras durante la alimentacién que no lograron repletar en el
grupo tratamiento.
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7.5 Amplificacion del gen RsVDAC

7.5.1 Recoleccion de garrapatas R. sanguineus

Se recolectaron garrapatas de perros infestados de los siguientes estados de

la Republica Mexicana.

v' Querétaro (Jalpan de Serra)
Baja California (Mexicali)
Nayarit (Tepic)

Guerrero (Pungarabato)

Morelos (Cuernavaca)

D N N N NN

Yucatan (Rio Lagartos)

z~

Estados Unidos
de América

Golfo de México

o

Figura 29. Distribucion geografica de la recoleccién de R. sanguineus.
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7.5.2 Extraccion de DNA de R. sanguineus

El DNA cuantificado en el espectrofotdmetro tipo Nanodrop obtuvo los
siguientes coeficientes de absorbancia 260/280 asi como sus concentraciones en
ng/ul (Cuadro 8).

Cuadro 8. Valores de absorbancia del DNA de R. sanguineus de diferentes cepas de México.

Querétaro 2.01 40
Baja California 1.98 109
Nayarit 1.6 41
Guerrero 2.03 97
Morelos 2.07 181.6
Yucatan 1.55 85

7.5.3 Amplificacién del gen RsVDAC de los distintos aislados de la Republica
Mexicana

Por medio de la técnica PCR punto final se obtuvo un amplicon de 583 pb
que corresponde al tamafo esperado para el gen RsVDAC de cada uno de las
muestras de campo de R. sanguineus (Figura 30). En la imagen del gel no se
observan inespecificidades en cada una de las 6 muestras. El control negativo no
tuvo ninguna amplificacién lo cual nos indica que la técnica de PCR en totalmente
confiable para deducir que los amplicones corresponden al gen RsVDAC.

Posterior a la amplificacion se enviaron las muestras purificadas al
secuenciador antes descrito. Dos de las muestras correspondientes a los estados
de Nayarit y Querétaro no se secuenciaron correctamente por problemas internos
del secuenciador. Sélo trabajamos con las secuencias de Baja California, Guerrero,

Morelos y Yucatan.
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Figura 30. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen RsVDAC. M: Marcador de tamafio
molecular (100pb), C1: Control positivo. C2: Control negativo. C3: DNA de Querétaro. C4: DNA
de Guerrero. C5: DNA de Morelos. C6: DNA de Nayarit. C7: DNA de Yucatan. C8: DNA de Baja
California.

7.5.4 Alineamiento de la proteina RsVDAC de aislados mexicanos de R.
sanguineus

Una vez editadas las secuencias, realizamos un alineamiento multiple, donde
obtuvimos un alto porcentaje de identidad entre las secuencias mostradas en el

cuadro 9.

Cuadro 9. Cuadro de-identidad de nucleodtidos del gen RsVDAC entre las muestras de
Guerrero, Yucatan, Baja California y Morelos.

98.10% 98.13% 98.06%
100% 100%
100%

Se observa un porcentaje de identidad del 98% de la muestra de Guerrero
con respecto a las demas, por otra parte, se aprecia una identidad del 100% entre

las muestras de Yucatén, Baja California y Morelos.
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Posterior a ello nos dimos a la tarea de identificar las secuencias conservadas

de las 4 secuencias teniendo como resultado lo siguiente:

>R.san VDAC
MGKQARDLEFNKNYHFGVVKLDCKSTTHTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETKYKVPEYGLT
LKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDVGL
GPPGPVVHGAAVLHYOGWLAGGQVSFDTTKNRLSKTNFAVGYQAGDFVLHTNVNDGQEEAG
SVFQRVNPQLOTGVQLAWTAGTNATRFGLGCVASLG

En la secuencia anterior se observa una secuencia de aminoécidos
sombreado con color azul de RsVDAC que corresponde a la secuencia conservada
entre las 4 muestras de campo (Guerrero, Baja California, Yucatan y Morelos). En
la misma secuencia conservada se puede resaltar una secuencia (subrayada y en
negrita) de aminoacidos que muestra uno de los tres péptidos B identificados que
se utilizaron en la inmunizacién de los conejos. Con toda esta informacion pudimos
comprobar que al menos uno de los tres péptidos elegidos se encuentra en una
region conservada con caracteristicas de un potencial Péptido B predicho por varios

programas informaticos.
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VIIl. CONCLUSIONES

En este estudio se logro la identificacion de secuencias conservadas de
Rs86, Subolesina y VDAC con caracteristicas de epitopos B de R. sanguineus. Los
péptidos de cada proteina resultaron ser inmunogénicos ya que desde la primera
inmunizacioén se detecto la produccién de anticuerpos evaluado mediante la técnica
de ELISA indirecta.

Los resultados obtenidos en este primer trabajo de inmunizacion con los
antigenos Rs86, RsSubolesina y RsVDAC mostraron una reduccion general del
10.86% en larvas de R. sanguineus. Este es el primer estudio donde se evalud la
combinacion de tres antigenos utilizando epitopos B conservados para el control de
larvas de R. sanguineus en conejos, sin embargo, se requiere de mas ensayos

involucrando a ninfas y adultas para identificar la eficacia total sobre esta garrapata.

En este estudio se logro la amplificacion parcial del gen RsVDAC a partir de
producto de PCR de cuatro cepas mexicanas donde comprobamos que uno de los
péptidos elegidos se encuentra en regiones conservadas por lo que se puede
considerar como un potencial antigeno vacunal. Este tipo de vacunas de Ultima
generacion en un futuro deberan ser seriamente consideradas en el cuadro de
vacunacién basica de caninos que se encuentren en zonas endémicas de R.
sanguineus para disminuir la infestacion y evitar la transmision de patégenos a los

caninos e indirectamente a los humanos por zoonosis.
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X. ANEXOS

Anexo 1. Secuencias de nucleoétidos y aminoacidos obtenidas

VDAC

1.- >GU994210.1- Rhipicephalus microplus. México

ATGGCTCCTCCGTGCTACGCAGACTTGGGCAAGCAGGCTCGCGACCTGTTCAACAAGAACTACCACTTCG
GCGTCGTGAAGCTCGACTGCAAGTCGACCACCCAGACGGGCGTCGAGTTCAACGTGAGCGGCACCAGCCT
CAATGACACCGGCAAGGTGAACGCCTCGCTCGAGACCAAGTACAAGGTTCCCGAGTACGGGCTCACGCTC
AAGGAAAAATGGAACACCGACAACACGCTCTCGACCGAGATCTGCAGCGAGGAGAAGCTCGCGCGLGGLC
TCAAAGTCGCCTTCCACGCCAACTTCGCACCCCAGACTGGCAAGAAGTCGGGAGCCCTGAAGGCGGCCTA
CAAGTTCGACAACGTGCACCTGAACGGCGACGTCGACCTGGGACCTCCGGGTCCACTCGTGCACGGTGCG
GCCGTGCTCCACTACCAGGGCTGGCTCGCCGGCGGGCAGGTCTCGTTCGACACCACCAAGAACCGGCTGA
GCAAGACAAACTTCGCCGTGGGTTTCCAGGCCGGCGACTTCGTACTGCACACGAACGTCAACGACGGCCA
GGAGTTTGCCGGGTCCGTGTTTCAACGGGTGAACCCGCAGTTGCAGACGGGAGTCCAGCTGGCCTGGACC
GCTGGCACGAACGCGACCCGATTCGGCCTGGGTTGCGTCTACGACCTCGACATGGAGACCTCGGTTCGCG
CGAAGGTGAACAACTCTGGTCAGATCGGGCTCGGGTTCACGCACCGCCTGAGACCGGGCATCAGCCTGAC
CCTCTCCACCATGCTGGACGGCAAGAACTTCAACCAGGGAGGACACAAG

>GU994210.1
MAPPCYADLGKQARDLENKNYHFGVVKLDCKSTTQTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETKYKVPEYGLTL
KEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKFDNVHLNGDVDLGPPGPLVHGA
AVLHYQGWLAGGQVSEFDTTKNRLSKTNFAVGFQAGDEVLHTNVNDGQEFAGSVFQRVNPQLOTGVQLAWT
AGTNATRFGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSGQIGLGFTHRLRPGISLTLSTMLDGKNENQGGHK

2.- >BK007268.1- Amblyomma variegatum. USA

ATGGCCCCACCGTGCTACGCCGACTTGGGCAAGCAGGCACGCGACCTCTTCAACAAGAACTACCACTTCG
GCGTCGTGAAGCTCGACTGCAAGTCGACCACCCAGACGGGCGTCGAGTTCAATGTGAGTGGCACCAGCCT
CAATGACACCGGCAAGGTGAATGCCTCGCTCGAGACCAAGTATAAGGTCCCCGAGTACGGGCTTACGTTC
AAGGAGAAATGGAATACAGACAACACACTTGCCACGGAAATTTGCTCCGAGGAGAAGCTGGCGCGGGGLC
TCAAGGTAGCCTTCCACGCCAACTTCGCGCCGCAGACGGGCAAGAAGTCGGGCGCTCTGCGGACTGCTTA
CAAGCTGGAAAACGTGCACCTCAACGGTGACGTCGACCTCGGCCCTCCCGGCCCCATCGCGCALCGGLCGLC
GCGGTGCTCCACTACCAGGGCTGGCTCGCAGGCGGCCAGGTCTCCTTCGACACCACCAAGAATCGGCTGA
GCAGGACGAACTTCGCCGTTGGCTTCCAGGCGGGCGACTTTGCTGTCCACACCAACGTGAACGACGGCCA
GGAAGTCGCCGGCTCCGTGTTCCAGCGGGTGAACCCGCAACTGCAGACCGGTGTGCAGCTGGCGTGGACG
GCCGGCACCAATGCGACGCGCTTCGGCCTGGGCTGCGTCTACGAGATGGACCAGGATACTTCGGTGCGCG
C

>BK007268.1
MAPPCYADLGKQARDLENKNYHFGVVKLDCKSTTQTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETKYKVPEYGLTF
KEKWNTDNTLATEICSEEKLARGLKVAFHANFAPQTGKKSGALRTAYKLENVHLNGDVDLGPPGPIAHGA
AVLHYQGWLAGGQVSFDTTKNRLSRTNFAVGFQAGDFAVHTNVNDGQEVAGSVEFQRVNPQLOTGVQLAWT
AGTNATREFGLGCVYEMDQDTSVRA
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3.- Sin registro- Rhipicephalus sanguineus. Guerrero, México

CCCCCAAGCTTGCTACGCAACCCAGGCCGAATCGGGTCGCGTTCGTGCCAGCGGTCCAGGCCAGCTGGACTCC
CGTCTGCAACTGCGGGTTCACCCGCTGAAACACGGACCCCGCGAACTCTTGGCCGTCGTTGACGTTCGTGTGC
AGGACGAAGTCGCCCGCCTGGTAACCCACGGCGAAGTTTGTCTTGCTCAGTCGGTTCTTGGTCGTGTCGAAGG
AGACCTGACCGCCGGCGAGCCAGCCCTGGTAGTGCAGCACGGCAGCCCCGTGCACGACCGGACCTGGAGGTCC
CAGACCCACGTCTCCGTTCAAGTGGACGTTCTCGAGCTTGTAGGCCGCCTTCAGGGCTCCCGACTTCTTGCCC
GTCTGGGGCGCGAAGTTGGCGTGGAAGGCGACTTTACAGCCGCGTGCGAGCTTCTCCTCCGTGCAGATCTCGG
TCGAGAGCGTGTTATCGGTGTTCCACTTCTCCTTGAGCGTCAGGCCGTACTCGGGAACCTTGTACTTGGTCTC
CAGCGAGGCGTTCACCTTGCCGGTGTCATTGAGGCTGGTGCCGCTCACGTTGAATTCGACGCCCGTATGGGTG
GTCGACTTGCAGTCGAGTTTGACGACGCCGAAGTGGTAGTTCTTGTTGAACAGGTCGCGAGCCTGCTTGCCCA
AGTCTGCGTTGCACGGGGATCCGCGA

>Guerrero, México

MGKQARDLFNKNYHFGVVKLDCKSTTHTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETKYKVPEYGLTLRKEKWNTDNTLS
TEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDVGLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQV
SEDTTKNRLSKTNFAVGYQAGDFVLHTNVNDGQEFAGSVEFQRVNPQLOTGVQLAWTAGTNATRFGLGCVASLG

Rs86

1.- >DQ201646.1- Rhipicephalus sanguineus. USA

GACGCGATAAAGACCAGTATCGGAAGCGAAGTTTTTAAAGTTGAGATACTGAACTGCACAGAGGACATTA
AAGCAAGGCTCATAGCATCGAAACCGCTGTCAAAGCACGTGCTCAAGAGGCTTCAGGCGTGCGAGCATCC
TGTCGGTGACCTGTGCATGCTGTATCCGAAGTTGCCGATCAAGAAAGGTTCTGCAACAGAAATCGAAGAA
GAGAACCTTTGCGACAGTATCCTCAAGACGCAGGAAAATGGATACAAGGGTCAGAACAAGTGCGTCAAGG
TCGATAACTTTTTCTGGTTCCAGTGCGCTGACGGTTATAGAGCAGTTGACGAGATCGAACGAGGTCGCCT
ACGCCGCTCCGTGTG

>D0Q201646.1
DAIKTSIGSEVFKVEILNCTEDIKARLIASKPLSKHVLKRLQACEHPVGDLCMLYPKLPIKKGSATEIEE
ENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNEFWEFQCADGYRAVDEIERGRLRRSV

2.- >KP087924.1- Rhipicephalus sanguineus. Habana, Cuba

ATGCGTGGCATCGCTTTGTTCGTCGCCGCTGTTTCACTCATCGGAGGGTGCGCAGCACAATCATCTGTTT
GCTCTGACTTCGGGAACGAGTTCTGTGGCAACGCTGTATGCGAAGTGGTTCCTGGTGCAGAGCACGATTT
CGTATGCAAATGTCCGGGAGATGACATGTACTACAATGCTGCGGAAAAACATTGCGAATATAAAAGCACG
TGCAAAACAAAAGAGTGCAGCTATGGAAGATGCGCACAAATTTCCCCGAGAAAAGCTGTCTGTGGCTGCG
ATGGCGTGGACTCTTTAACGCAAAGGTGCAACATTCAAGGTTGGTACGCTGACGAATGCCGAAGAAAGGG
GGGAACGGCTAAGTTGCGTACGGATGGGTTTCTTGGCGCAAAGTGCGACTGCGGCGAATGGAGCGTGATG
GACCGCAACAAAAGAAAGTGTGTCCCTACCACATGTCTACGTCCCGACTTGACCTGCAAAGACCTCTGCG
AGAAAAACCTGCTTGAAAAGGATTCTCGATGCTGCCAGGGATGGAACTCTGCAAACTGTTCAACGGCTCC
TGAAGAAGGCAGTTATTGCTCTCCTGGTAACCTAAAAGGCAAGGACGGAAGTTGTAAAGATGCTTGCAGT
GCGAAAGAAGGTACGCTTGTCTGCAAGTATGGATGCAAGGGGTCAACCAAGCCGATGAGGGCATACGAGT
GCGAGTGCCAATCTGGCGATGAAGTCGCTGAAGATGGAATTACCTGCAAACGTGTTCCGTACACAGGCGA
CTGCAGTGACGAGCAGAAAAAGACCTGCCGTCCAAGCGAATACTGCCTTGTGAGGAAGGGAAAGGTGGTG
TGTGAGTGCCCGATGCGTCAGCATCTAGTGAATGACGAGTGCACAAGTGATTGCGTCGACGACAAATGCC
ACGAAAACTTTACGGAATGTGGCGTCTATATGTCGAAACAAAACTGCTATTGTCCATGGAGAACAAGGAA
GCCGCTCCCAAACGTCTCCATCAACGAATGCGTACTGAACGAGTATTACTATACGGTGTCATTCACCCCG
AACATCTCACTCGATTCTCGCAGCTGCGACTCGTATGCGGCCCGTGTTCTGGACGCGATAAGGACCAGTA
TCGGAAACGATGTTTTTAAAGTTGAGATACTGAACTGCACACATGACATTAAAGCAAGGCTCATAGCGTC
GAAACCGCTGTCAAAGCACGTGATCAAGAGGCTTCAAGCGTGCGAGCATCCTGTCGATGACCTGTGCATG
CTGTATCCGAAGTTGCCGATCAAGAAAGGCTCTGCAACAGAAATCGAAGAAGAGAACCTTTGCGACAGTA
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TCCTCAAGACGCAGGAAAATGGATACAAGGGTCAGAACAAGTGCGTCAAGGTCGATAACTTTTTCTGGTT
CCAGTGCGCTGATGGTTACAGAGCAGTTGATGAGATCACACGAGGTCGCCTACGCCGCTCCGTGTGCGAA
GCTGGAGTCTCCTGCAGCGCTAAAGAACAGTTGGAATGTGCTAACAAAGGACAAATATGTGTCTACGAAA
ATGAAAAAGCGAATTGCCAATGCCCTCCAGGCACTGTCGCTGGGCAAGCTGGTTGCACTGCCCGTACAAC
ATGCAACCCTAAAGAGATACGAGAATGCCAGGACCACAAGCGGAAATGCGTATATAAAGACCAAAAAGCT
GAATGCAAGTGTCCCGAAGGCACCATTGATGATGGTGACGGATGTTCTATTGAGCCTGCCAAAGAACCTT
GCAGCGAATATGAAGTCGGTAAATGTCGAAGCAAAGGACAGAGTTGTGTAACGGAAAACGGAAAGCCTGT
TTGTAAAGAAATCTCTGACGCAACAACAGCAGCGGCTGCAACAACGAAGGCGAAAGACAAGGATCAAGAA
CCTTGCAGCGAAGAAGACAGCGGTACATGTCGAAGCAGTGGGCAGCGTTGTGTAATGGAATACGGAAAGC
CTGTTTGTAAAAAAATCTCTGACGCAACAACAGCAGCGACAACAACAACGAAGGCGAAAGACAAGGATCA
AGATCGTGGAAAGTCAAGTGCTTGA

>KP087924.1
MRGIALFVAAVSLIGGCAAQSSVCSDFGNEFCGNAVCEVVPGAEHDEFVCKCPGDDMYYNAAEKHCEYKST
CKTKECSYGRCAQISPRKAVCGCDGVDSLTQRCNIQGWYADECRRKGGTAKLRTDGFLGAKCDCGEWSVM
DRNKRKCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLEKDSRCCQGWNSANCSTAPEEGSYCSPGNLKGKDGSCKDACS
AKEGTLVCKYGCKGSTKPMRAYECECQSGDEVAEDGITCKRVPYTGDCSDEQKKTCRPSEYCLVRKGKVV
CECPMRQHLVNDECTSDCVDDKCHENFTECGVYMSKONCYCPWRTRKPLPNVSINECVLNEYYYTVSETP
NISLDSRSCDSYAARVLDAIRTSIGNDVFKVEILNCTHDIKARLIASKPLSKHVIKRLOACEHPVDDLCM
LYPKLPIKKGSATEIEEENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNEFFWFQCADGYRAVDEITRGRLRRSVCE
AGVSCSAKEQLECANKGQICVYENEKANCQCPPGTVAGQAGCTARTTCNPKEIRECQDHKRKCVYKDQKA
ECKCPEGTIDDGDGCSIEPAKEPCSEYEVGKCRSKGQSCVTENGKPVCKEISDATTAAAATTKAKDKDQE
PCSEEDSGTCRSSGQRCVMEYGKPVCKKISDATTAATTTTKAKDKDODRGKSSA

3.- >EF222203.1- Rhipicephalus sanguineus. USA

AGAGCGCGGGTGGCATATGTCGCCGCTTCAGCACCGGCCAGCAACAGGATCCGTGAAAGGTGTGGCAGCT
GCGGTGGTTCGACGCAGTGAAGATGCGTAGCCTCGCTTTGTTCGTCGCCGCTGTTTCACTCATCGGAGGG
TGCGCAGCGCAGTCATCTGTTTGCTCTGACTTCGGGAACGAGTTCTGTCGCAACGCTGAATGCGAAGTGG
TTTCTGGTGCAGAGCACGATTTCGTATGCAGATGTCCGCGAGATGACATGTACTACAATGCTGCGGAAAA
ACACTGCGAATATAAAAGCACGTGCAAAACAAAAGAGTGCAGCTATGGAAGATGCACAGAAATTTCCCCG
AGCAAAGCTGTCTGTGCCTGCGATGGCGTGGACTCTCTAACGCTAAGGTGCACTATTCAAAATTGGTACG
CTGACGAATGCCGAAGAATGGGGGGAACGGCTAAGTTGCGTACGGATGGGTTTCTTGGCGCAAGGTGCGA
CTGCGGCGAATGGAGCGCGATGGACCGCAACAAAAGCAAGCGTGTCCCTACCACATGTCTACGTCCCGAC
TTGACCTGCAAATACCTCTGCGAGAACGACCTGCTTGAAAAGGATTCTCGATGCTGCCAGGGATGGAACT
CTGCAAACTGTTCAGCGGCTCCTGAAGAAGGCAGTTATTGCTCTCCTGGTCACCTCAAAGGCAAGGACGG
AAAGTGTCAAGATGCTTGCAGTGCGAAAGAAGCTACGTTTGTCTGCAAGCATGGATGCAAGAGGTCAAGC
AAGCCGATGAGGGCATACGAATGCAGGTGCACATCTGACGATGAAGTCGCTGAAGATGGAATCACCTGCA
AAGGTATTCCGTACACAGGCGGCTGCAGTGACGAGCAGAAAAAGACCTGCCGTCCAAGCGAAAACTGCCT
TTTGAAGAAGGAAAAAGTGGTGTGTGAGTGCCCGATGCGTCAGCATCTAGTGAATGACGAGTGCATAAGT
GATTGCGTCGACGACAAATGCCACGAAAACTTTATGGAATGTGGCGTCTATATGTGGAAACAAAACTGCT
ATTGTCCATGGAGAACAAGGAAGCCGCGCCCAAACGTCTTCATCAACGAATGCGTACTGAACGAGTATTA
CTATACGGTGTCATTCACCCCGAACATCTCACTCAATTCTGACAGCTGCGACTCGTATGCGGCCCGTGTT
CTGGACGCGATAAGGACCAGTATCGGAAGCGAAGTTTTTAAAGTTGAGATACTGAACTGCACAGAGGACA
TTAAAGCAAGGCTCATAGCATCGAAACCGCTGTCAAAGCACGTGCTCAAGAGGCTTCAGGCGTGCGAGCA
TCCTGTCGGTGACCTGTGCATGCTGTATCCGAAGTTGCCGATCAAGAAAGGTTCTGCAACAGAAATCGAA
GAAGAGAACCTTTGCGACAGTATCCTCAAGACGCAGGAAAATGGATACAAGGGTCAGAACAAGTGCGTCA
AGGTCGATAACTTTTTCTGGTTCCAGTGCGCTGACGGTTACAGAGCAGTTGACGAGATCGAACGAGGTCG
CCTACGCCGCTCCGTGTGTGTAGCTGGTCTCTCCTGCAGCGATAAAGAGCAGTTGGAATGTGTTAACAAA
GGACAAATATGTGTCTACGAAAACGAAAAAGCGAATTGCCAATGCCCACCAGGCACTGTCGCTGGGCAAG
CTGGTTGCACTGCCCGTACAACATGCAACCCTAAAGAGGTTCGAGAATGCCAGGACCAGAAGCGGGAATG
CGTCTATAAAGACCAAAAAGCAGAGTGCAAGTGTCCTGAAGGCACTGTTGATGATGGTGACGGATGTTCT
GCCGAAGAATCTTGCAGCGAAGATGAAATCGGTAAATGTCGAAGCAAAGGACAGCGTTGTGTCATGGAAA
ACGGAAAGCCTGTTTGTAAAGAAATCTCTGACGCAACAACAGCAACAACTACAACAACGAAAGCGAAAGA
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CAAGAATCAAAATCCTGGAAAGTCAAGTGCTGCCGCAATCTCAGCTACATGGCTCTTGTTGCTGATCGCA
GCTACTTCAGTTGCCGCCGCATAGTTGTAAGGAAGATGTCGAGCTTGAATATACGGGAAGGTTTGCAAAT
GTATATAATAACGCGCTTACATCGAACACCAAGCTTGGCCCTTGGAATATATAAATTGCGCGCGGGTATT
CGCTATACCACACGGATGTATCGTTTGGAAATAACGGAGAAGACGGACGTGAAAGAGGTTTTCTAGTCTG
AGAACATAAGGAAAAACATGTTCTCCTGTCTGACTCATGTGAAATAAAATTAGTTGGGTCTAAA

>EF222203.1
MRSLALFVAAVSLIGGCAAQSSVCSDEFGNEFCRNAECEVVSGAEHDEFVCRCPRDDMYYNAAEKHCEYKST
CKTKECSYGRCTEISPSKAVCACDGVDSLTLRCTIQONWYADECRRMGGTAKLRTDGFLGARCDCGEWSAM
DRNKSKRVPTTCLRPDLTCKYLCENDLLEKDSRCCQGWNSANCSAAPEEGSYCSPGHLKGKDGKCQDACS
AKEATFVCKHGCKRSSKPMRAYECRCTSDDEVAEDGITCKGIPYTGGCSDEQKKTCRPSENCLLKKEKVV
CECPMRQHLVNDECISDCVDDKCHENEFMECGVYMWKONCYCPWRTRKPRPNVEFINECVLNEYYYTVSETP
NISLNSDSCDSYAARVLDAIRTSIGSEVFKVEILNCTEDIKARLIASKPLSKHVLKRLQACEHPVGDLCM
LYPKLPIKKGSATEIEEENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNEFFWFQCADGYRAVDE IERGRLRRSVCV
AGLSCSDKEQLECVNKGQICVYENEKANCQCPPGTVAGQAGCTARTTCNPKEVRECQDQKRECVYKDQKA
ECKCPEGTVDDGDGCSAEESCSEDEIGKCRSKGQRCVMENGKPVCKEISDATTATTTTTKAKDKNQNPGK
SSAAAISATWLLLLIAATSVAAA

Subolesina

1.- >JX193845.1- Rhipicephalus sanguineus. Espafia

ATGGCTTGTGCGACATTAAAGCGGACACATGACTGGGACCCGCTGCACAGTCCGAGTGGCCGATCACCGA
AGCGACGCCGATGTATGCCTCTGTCCCCACCTCCAACAAGGGCGCACCAGATCGATCCCTCGCCCTTCGG
AGACGTGCCACCAAAGTTGACTTCAGAGGAGATAGCAGCCAACATCCGCGAGGAGATGCGACGGCTACAA
CGGCGCAAGCAGCTCTGTTTCCAGGGCACCGACCCTGAATGCCAGCCGACCAGTGGCCTCTCGTCACCGG
TGCGTCGAGACCAGCCCCTGTTCACGTTCCGCCAGGTTGGGCTCATTTGCGAACGGATGATGAAGGAGCG
AGAGAGCAAGATACGGGAGGAGTACGACCACGTGCTATCCACCAAGCTTGCAGAACAGTACGACACGTTT
GTTAAGTTTACCTACGACCAAATTCAGAAGCGGTTTGAGGGTGCTACGCCCAGCTATTTGTCGTAA

>JX193845.1
MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETIAANIREEMRRLQ
RRKQLCFQGTDPECQPTSGLSSPVRRDOPLEFTFRQVGLICERMMKERESKIREEYDHVLSTKLAEQYDTF
VKFTYDQIQKRFEGATPSYLS

2.- >DQ159968.1- Rhipicephalus sanguineus. USA

ATGGCTTGTGCGACATTAAAGCGGACACACGACTGGGACCCGCTGCACAGTCCGAGTGGCCGATCACCGA
AGCGACGCCGATGTATGCCTCTGTCCCCACCTCCAACAAGGGCGCACCAGATCGATCCCTCGCCCTTCGG
AGACGTGCCACCAAAGTTGACTTCAGAGGAGATAGCAGCCAACATCCGCGAGGAGATGCGACGGCTACAA
CGGCGCAAGCAGCTCTGTTTCCAGGGCACCGACCCTGAATGCCAGCCGACCAGTGGCCTCTCGTCACCGG
TGCGTCGAGACCAGCCCCTGTTCACGTTCCGCCAGGTTGGGCTCATTTGCGAACGGATGATGAAGGAGCG
AGAGAGCAAGATACGGGAGGAGTACGACCACGTGCTTTCCACCAAGCTTGCAGAACAGTACGACACGTTT
GTTAAGTTTACCTACGACCAAATTCAGAAGCGGTTTGAGGGTGCTACGCCCAGCTATTTGTCGTAA

>DQ159968.1
MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEETAANTIREEMRRLO
RRKQLCFQGTDPECQPTSGLSSPVRRDOPLFTFROQVGLICERMMKERESKIREEYDHVLSTKLAEQYDTE
VKEFTYDQIQKRFEGATPSYLS
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Anexo 2. Alineamiento de secuencias proteicas

VDAC

BK007268.

Guerrero

GU994210.

BK007268.

Guerrero

GU994210.

BK007268.

Guerrero

GU994210.

BK007268.

Guerrero

GU994210.

BK007268.

Guerrero

GU994210.

Rs86

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.
EF222203.

KP087924.

MAPPCYADLGKQARDLFNKNYHFGVVKLDCKSTTQTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK 60
———————— MGKQARDLENKNYHFGVVKLDCKSTTHTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK 52
MAPPCYADLGKQARDLFNKNYHFGVVKLDCKSTTQTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETK 60

ek kk kA h Kk Ak Ak kA hkhhkhkhk A hkkhhhkk ek hhhkhkhkrhhkhkhhkrhkhhkhkhkkxkkxk

YKVPEYGLTFKEKWNTDNTLATEICSEEKLARGLKVAFHANFAPQTGKKSGALRTAYKLE 120
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLE 112
YKVPEYGLTLKEKWNTDNTLSTEICSEEKLARGLKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKED 120

KAKAKAKAKAAK e kAKX KAAAKNAXAK e AAKI Kk e kAR Adk AAIAAXAAAAAXAAXA A A A A AKX o e khkKk oo

NVHLNGDVDLGPPGPIAHGAAVLHYQGWLAGGQVSFDTTKNRLSRTNFAVGFQAGDFAVH 180
NVHLNGDVGLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQVSFDTTKNRLSKTNFAVGYQAGDFVLH 172
NVHLNGDVDLGPPGPLVHGAAVLHYQGWLAGGQVSFDTTKNRLSKTNFAVGFQAGDFVLH 180

khkhkkhkhkhkkhkdx hhkkhkhkhkkhke Khhkhhkhhkhkhkkhhhkhkrhkhkhhhkrhkhkhkhkrhkhkkoehkhkhhkhkhkekhkrkhk %

TNVNDGQEVAGSVFQRVNPOQLOTGVQLAWTAGTNATRFGLGCVYEMDOQDTSVRA-————— 234

TNVNDGQEFAGSVFQRVNPQLOTGVQLAWTAGTNATREFGLGCVASLG-——-——————————

TNVNDGQEFAGSVFQRVNPQLOTGVQLAWTAGTNATREGLGCVYDLDMETSVRAKVNNSG 240

KARkAAAKAk, KA AAAAAKRAXAAA A A AR AR A I A A AR A A AR A Ak kh K

————————————————————————————————— 219
QIGLGFTHRLRPGISLTLSTMLDGKNEFNQGGHK 273

MRGIALFVAAVSLIGGCAAQSSVCSDFGNEFCGNAVCEVVPGAEHDFVCKCPGDDMYYNA 60
MRSLALFVAAVSLIGGCAAQSSVCSDFGNEFCRNAECEVVSGAEHDFVCRCPRDDMY YNA 60
Kk KKK KAKKKAAK KA KK KA KKK AR KK AR KK kk Ahhk Ak kAhhk ks hk *hkkk kK *
AEKHCEYKSTCKTKECSYGRCAQISPRKAVCGCDGVDSLTQRCNIQGWYADECRRKGGTA 120
AEKHCEYKSTCKTKECSYGRCTEISPSKAVCACDGVDSLTLRCTIQNWYADECRRMGGTA 120
KA K kA KK KAK KK AR KK AR KKK s sk hh KAk Kh _ AhkhkAhhk *Kk Ak FXkhkkh* Lhk*
KLRTDGFLGAKCDCGEWSVMDRNKRKCVPTTCLRPDLTCKDLCEKNLLEKDSRCCQGWNS 180
KLRTDGFLGARCDCGEWSAMDRNKSKRVPTTCLRPDLTCKYLCENDLLEKDSRCCQGWNS 180
KA KKEKK KK e kXK K KK KAKKK * AAKKAARKAAR KK Ak ks ok kA XK AR K&K Kk
ANCSTAPEEGSYCSPGNLKGKDGSCKDACSAKEGTLVCKYGCKGSTKPMRAYECECQSGD 240
ANCSAAPEEGSYCSPGHLKGKDGKCQDACSAKEATFVCKHGCKRSSKPMRAYECRCTSDD 240
Ak ok s KKK AR KA KK s Ak A Kk k| K sk hk Ak Ak ko h ks kkk kokkkhkhkx & % *
EVAEDGITCKRVPYTGDCSDEQKKTCRPSEYCLVRKGKVVCECPMRQHLVNDECTSDCVD 300
EVAEDGITCKGIPYTGGCSDEQKKTCRPSENCLLKKEKVVCECPMRQHLVNDECISDCVD 300
KAKKEKKKEK s AXKk KKK AXKAARKIAKX Kk ko ok AKAAAKAAAKAAA KKK KKKk
DKCHENFTECGVYMSKONCYCPWRTRKPLPNVSINECVLNEYYYTVSFTPNISLDSRSCD 360
DKCHENFMECGVYMWKQONCYCPWRTRKPRPNVFINECVLNEYYYTVSFTPNISLNSDSCD 360
Kk KKK K KKK AR KAAKAK AR KAK AR Ak kA A KA KA R KA KA KA R KA KA KA 0 &k Kk k
SYAARVLDAIRTSIGNDVFKVEILNCTHDIKARLIASKPLSKHVIKRLQACEHPVDDLCM 420
SYAARVLDAIRTSIGSEVFKVEILNCTEDIKARLIASKPLSKHVLKRLOQACEHPVGDLCM 420
KA KKEKKKEK KKK | s AKhAXKAAA K  AAKAAAKAAA KA AR KK s kK kA XK KKK | A * Kk k
LYPKLPIKKGSATEIEEENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNEFFWFQCADGYRAVDEIT 480
LYPKLPIKKGSATEIEEENLCDSILKTQENGYKGONKCVKVDNEFFWEQCADGYRAVDETIE 480
]k ko ok k ko ok ko ok ks ok ok ok ok ok ko ok ok ok ok ko ok ks ok ok ok ok ok ko ok ok ko ok ok ok ok ko ok kK ok ok ok ok kK ko
RGRLRRSVCEAGVSCSAKEQLECANKGQICVYENEKANCQCPPGTVAGQAGCTARTTCNP 540
RGRLRRSVCVAGLSCSDKEQLECVNKGQICVYENEKANCQCPPGTVAGQAGCTARTTCNP 540
KAKKEKK KA Kk s hhk AhkAA K AAKAAAKAAA KA AA KKK K KA KK KA A KA KK K&K Kk
KETIRECQDHKRKCVYKDQKAECKCPEGTIDDGDGCSIEPAKEPCSEYEVGKCRSKGQSCV 600
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EF222203.1 KEVRECQDQKRECVYKDQKAECKCPEGTVDDGDGCSAE---ESCSEDEIGKCRSKGQRCV 597

**:*****:**:****************:******* * * * k% % *:******** * %
Kp087924.1 TENGKPVCKEISDATTAAAATTKAKDKDQEPCSEEDSGTCRSSGQRCVMEYGKPVCKKIS 660
EF222203.1 MENGKPVCKEISDATTATTTTTKAKDKNONPGKSSAAAISAT---WLLLL-——-———-—-——— IA 646

****************:::*******:*:* . .. . .. *:
KP087924.1 DATTAATTTTKAKDKDQDRGKSSA 684
EF222203.1 ATSVAAA-=———————————————— 653

P

Subolesina
JX193845.1 MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEEIAA 60
DQ159968.1 MACATLKRTHDWDPLHSPSGRSPKRRRCMPLSPPPTRAHQIDPSPFGDVPPKLTSEEIAA 60

P b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b g
JX193845.1 NIREEMRRLQRRKQLCFQGTDPECQPTSGLSSPVRRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK 120
DQ159968.1 NIREEMRRLORRKQLCFQGTDPECQPTSGLSSPVRRDQPLFTFRQVGLICERMMKERESK 120

P b b b b b b b b b b b b b e b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b b e b b b b b b b b b g
JX193845.1 IREEYDHVLSTKLAEQYDTEFVKFTYDQIQKRFEGATPSYLS 161
DQ159968.1 IREEYDHVLSTKLAEQYDTFVKFTYDQIQKRFEGATPSYLS 161

KA IA KA AR AR A AR A AR AR A AR I AR AR AR A AR A AR AR Ak kK

Anexo 3. Alineamiento del gen RsVDAC de aislados mexicanos de R.
sanguineus

Gro MGKQARDLFNKNYHFGVVKLDCKSTTHTGVEFNVSGTSLNDTGKVNASLETKYKVPEYGL 60
Yucatdn = 00 mmmmmmm oo METKYKVPEYGL 12
Mexicali ~  —mmmm e o METKYKVPEYGL 12
Morelos —  mmmmmm oS METKYKVPEYGL 12

ok k ok k ok ok ok ok kkx

Gro TLKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDV 120
Yucatan TLKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDV 72
Mexicali TLKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDV 72
Morelos TLKEKWNTDNTLSTEICTEEKLARGCKVAFHANFAPQTGKKSGALKAAYKLENVHLNGDV 72

khkkhkkhkhkhhkkhhkkhhhhhhhhkhhhhhhhhhhhhhhhhhhhhkrhhhkrhkrhkrhkrhkrhkrhkrrkrkxxx

Gro GLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQVSEFDTTKNRLSKTNFAVGYQAGDFVLHTNVNDGQE 180
Yucatén DLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQVSFDTTKN-----—-——-———-—-——————————————— 105
Mexicali DLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQVSEFDTTKNRL-—-———-—-—-—————————————————— 107
Morelos DLGPPGPVVHGAAVLHYQGWLAGGQVSFDTT-------—-————————————————————— 103

KAk KA d Ak A Ak A A A dk kA kA hk Ak Ak bk x kA kxxk

Gro FAGSVFQRVNPQLQTGVQLAWTAGTNATRFGLGCVASLG 219
Yucatdn =000 0mmmm e 105
Mexicali = = ———mmm 107
Morelos = = @0 o m e 103
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Anexo 4. Objetivo adicional

e Determinar el linaje de R. sanguineus de cepas mexicanas mediante el

andlisis parcial de los genes mitocondriales 12s rDNA y 16s rDNA.

MATERIAL Y METODOS

Amplificacion de los genes mitocondriales 12Sy 16S

Utilizando el DNA que se extrajo de las diferentes cepas se realizo la técnica
de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional para amplificar los
dos genes, para ello se disefid un protocolo de termociclado .con condiciones
especificas al gen segun las caracteristicas quimicas de cada iniciador. Los

iniciadores utilizados se muestran en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Dos pares de iniciadores empleados en la amplificacién de los genes 12S y 16S
(Szab6 et al, 2005; Abdullah et al, 2016).

12S_F 5'-AAA CTA GGA TTA GAT.ACC CTA TTATTT TAG-3' Sentido
12S R 5-CTA TGT AAC GAC TTA TCT TAA TAA AGA GTG-3' Antisentido
16S_F 5-TTA AAT TGC TGT RGT ATT-3' Sentido
16S_R 5'-CCG GTC TGA ACT CAS AWC-3' Antisentido

Se realiz6 PCR punto final para amplificar el gen 12S a partir de DNA
gendmico con las secuencias de oligonucleétidos mostrados en el cuadro 6 que
amplifican un producto de 400 pb. Se prepararon reacciones de 25 pl agregando
100 ng de templado y utilizando los oligonucleétidos a una concentracién de 20 uM
bajo condiciones térmicas de 94°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos a 94°C por
un minuto, 59°C por un minuto, 72°C por un minuto y la extension final a 72°C por
10 minutos en un Gene Amp PCR System 9700 de Applied Biosystems. Para
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verificar el resultado se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1.6% en

condiciones de 100 V durante 75 minutos.

Para amplificar el gen 16S a partir del DNA gendmico extraido de las
diferentes cepas de la Republica Mexicana se utilizaron las siguientes secuencias
de oligonucledtidos: oligonucleétido sentido 5'-TTA AAT TGC TGT RGT ATT-3'y
oligonucledtido antisentido 5-CCG GTC TGA ACT CAS AWC-3' que amplifica un
fragmento de 455 pb. También se prepararon reacciones de 25 ul agregando 100
ng de cada templado y utilizando los oligonucle6tidos a una concentracién de 20 uM
bajo condiciones térmicas de 94°C por 5 minutos, seguido de 30 ciclos a 94°C por
un minuto, 45°C por un minuto, 72°C por un minuto y la extension final a 72°C por
10 minutos en un Gene Amp PCR System 9700 de Applied Biosystems. Para
verificar el resultado se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 1.6% en

condiciones de 100 V durante 75 minutos.

Extraccion de DNA de geles de agarosa

Se prepararon geles de agarosa al 1.6% para cargar un total de 20 pl del
producto de PCR obtenido de cada cepa de los genes 12S y 16S en condiciones de
100 V durante 75 minutos. Con una navaja de bisturi cortamos las bandas
correspondientes a los fragmentos de cada gen y seguimos el protocolo de PCR
clean-up Gel extraction Nucleo Spin® Gel de la empresa MACHEREY-NAGEL sin

ninguna modificacion a los pasos.

Para secuenciar los amplicones ya purificados fue necesario cuantificar la
concentracion-de DNA. La cantidad que se utiliz6 para secuenciar fue de 100 ng/ul.
Las muestras fueron enviadas a la compaiia Eurofins Genomics. El servicio de

secuenciacion fue llevado a cabo en un secuenciador lllumina HiSeq 2500 / MiSeq.

Los resultados de la secuenciacion fueron analizados y ensamblados
utilizando el Software Bio Edit Secuence Alignment Editor® para finalmente obtener

las secuencias de los genes editados.
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Posterior a ello se realizé un alineamiento con las secuencias editadas
comparandolas con secuencias de los genes 12s y 16s de regiones que ya han sido
clasificadas como templadas o tropicales, para poder comprobar a que linaje de R.

sanguineus pertenece las cepas mexicanas.

RESULTADOS Y DISCUSION

Amplificacién de los genes mitocondriales 12Sy 16S

Por medio de la técnica PCR punto final se obtuvo un amplicon de 400 pb
gue corresponde al tamafio esperado para el gen mitocondrial 12s-de cada uno de
las muestras de campo de R. sanguineus (Figura 1, 2). En las imagenes del gel no
se observan inespecificidades en cada una de las muestras. El control negativo no
tuvo ninguna amplificacion lo cual nos indica que la técnica de PCR en totalmente
confiable para deducir que los amplicones corresponden al gen mitocondrial 12s.

Figura 1. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen 12s.
M: Marcador de tamafio molecular (100pb). C1: Control negativo.
C2: DNA de Nayarit. C3: DNA de Yucatan.
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Figura 2. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen 12s.
M: Marcador de tamafio molecular (100pb). C1: Control negativo.
C2: DNA de Querétaro. C3: DNA de Guerrero. C4: DNA de Baja
California. C5: DNA de Morelos.

Por medio de la técnica PCR punto final se obtuvo-un amplicon de 455 pb
que corresponde al tamafio esperado para el gen mitocondrial 16s de cada uno de
las muestras de campo de R. sanguineus (Figura 3). La imagen corresponde al DNA
purificado de cada estado de la republica, es por ello que al fondo de cada carril no

se observan los oligonucleétidos formando dimeros.

Figura 3. Electroforesis de gel de agarosa al 1% para el gen 16s.

M: Marcador de tamafio molecular (100pb). C1: DNA de Querétaro C2:
DNA Baja California C3: DNA de Guerrero. C4: DNA de Yucatan. C5:
DNA de Morelos. C6: DNA de Nayarit.



Alineamiento de las secuencias mitocondriales del gen 12s y 16s de aislados
mexicanos de R. sanguineus

Una vez editadas las secuencias, realizamos un alineamiento multiple, donde

obtuvimos un alto porcentaje de identidad entre las secuencias del 100%.

>Gen 12s Cepas mexicanas

>Gen 16s Cepas mexicanas

En las secuencias anteriores se observa una secuencia de nucleotidos en
con color verde que corresponde a la secuencia conservada entre las 7 muestras
de campo de los dos genes estudio (Querétaro, Guerrero, Baja California, Nayarit,

Yucatan, Morelos y Coahuila sélo en el gen 12s).

Al realizar una alineacién entre la secuencia 12s mexicana comparada con
una secuencia 12s clasificada como tropical (Locus KX383867) encontramos una
identidad del 97.5%. Caso contrario resulto compararla con una secuencia
clasificada como templada (Locus AF133056) donde la identidad fue del 91%. Con
estos resultados podemos clasificar a R. sanguineus del territorio mexicano dentro
del clado tropical siguiendo como ejemplo el arbol filogenético disefiado por Leal et
al., 2017.

De la misma forma al realizar la alineaciéon entre la secuencia 16s mexicana

comparada con una secuencia 16s clasificada como tropical (Locus JX997390)



encontramos una identidad del 99.5%. Caso contrario resulto compararla con una
secuencia clasificada como templada (Locus JQ362409) donde la identidad fue del
91.8%.

CONCLUSIONES

Los analisis individuales de este objetivo con los genes mitocondriales 12s
rDNA y 16s rDNA corroboran los resultados obtenidos por los autores: Leal et al.,
2017; Dantas-Torres et al., 2017 y Zemtsova et al., 2016, quienes clasifican a R.
sanguineus en dos grupos diferentes: Tropical y templado. Coma resultado de
alineamientos de las secuencias con los genes mitocondriales 12s rDNA y 16s rDNA
de cepas mexicanas con secuencias ya clasificadas concluimos que las cepas

encontradas en el territorio nacional de R. sanguineus pertenecen al clado tropical.
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