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RESUMEN

El control de la garrapata Rhipicephalus microplus representa uno de los principales
desafios que enfrenta la ganaderia de las regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Estas garrapatas transmiten microorganismos que causan enfermedades
graves para el ganado bovino. La utilizacién de vacunas contra garrapatas se
considera una herramienta importante dentro de los programas de control integrado,
gue buscan disminuir las poblaciones de garrapatas de forma eficaz y sustentable.
Un importante reto en el desarrollo de vacunas antigarrapatas es la identificacion de
antigenos protectores, los cuales deben cumplir caracteristicas de relevancia
bioldgica y eficacia vacunal. Recientemente, se demostré una alta conservacion
(>99%) en alelos que codifican proteinas de R. microplus con potencial vacunal y
se identificaron péptidos con epitopos B predichos, los cuales son parte del canal
anionico dependiente de voltaje (VDAC), voraxina y chitinasa. El objetivo del
presente estudio fue evaluar la eficacia vacunal de doce péptidos de estas
proteinas. Primero, se evalu6 la inmunogenicidad individual de cada péptido al
vacunar bovinos con los péptidos sintetizados en sistema MAP-8. La generacion de
anticuerpos fue estadisticamente significativa a partir de la segunda inmunizacion,
pero Unicamente con cuatro péptidos, los titulos de anticuerpos se mantuvieron o
incrementaron con cada inmunizacién. Los péptidos VDAC 3, Chitinasa 3, Voraxina
3 y Voraxina 4 fueron seleccionados para continuar con el ensayo de eficacia
vacunal. El péptido Chitinasa 3 tuvo la mayor eficacia (71%), y ademas disminuyo
significativamente el peso de las garrapatas repletas, mientras que se obtuvieron
porcentajes de eficacia inferiores con los péptidos Voraxina 3 (51%), VDAC 3 (40%)
y Voraxina 4 (27%). Con este trabajo se demostro que existen péptidos con epitopos
B inmunogénicos que afectan significativamente parametros biolégicos de R.

microplus.

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

vacunal.



ABSTRACT

Control of Rhipicephalus microplus represents one of the main challenges for the
world’s tropical and subtropical livestock industry. These ticks are vectors of
pathogenic microorganisms that cause serious cattle diseases. The use of antitick
vaccines is considered an important tool for the integrated control programs, which
seek to reduce tick populations effectively and sustainably. The identification of
protective antigens is an important problem to address, mainly because these
proteins must fulfill the characteristics of biological relevance and vaccine efficacy.
Recently, a high level of allelic conservation (>99%) was demonstrated and B
epitopes were predicted in R. microplus proteins with vaccine potential, like the
voltage dependent anionic channel (VDAC), voraxin and chitinase. The objective of
this study was to evaluate the vaccine efficacy of twelve peptides of these proteins.
First, the peptides immunogenicity was evaluated by inoculating cattle with the
peptides synthesized in the MAP-8 system. The antibody response was significant
after the second immunization but only with four peptides the response stood the
same or increased with every boost. The VDAC 3, Chitinase 3, Voraxin 3 and
Voraxin 4 peptides were selected to continue with the vaccine efficacy experiment.
Chitinase 3 had the higher efficacy (71%), also significantly reducing the weight of
engorged ticks. Lower efficacy percentages were obtained with Voraxin 3 (51%),
VDAC 3 (40%) and Voraxin 4 (27%). With this work, it was demonstrated the
existence of peptides with immunogenic B epitopes that severely affect biological

parameters of R. microplus.

Key words: Rhipicephalus microplus, VDAC, voraxin, chitinase, vaccine efficacy.
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l. INTRODUCCION

Las garrapatas son parasitos hematéfagos de humanos y animales,
responsables de causar muchos perjuicios sanitarios y de ocasionar millonarias
pérdidas economicas. La principal especie que afecta al ganado bovino es
Rhipicephalus microplus, la cual se distribuye en casi todas las regiones tropicales
y subtropicales del mundo (Barker & Walker, 2014; Sonenshine & Roe, 2014).

En México, R. microplus esta presente en mas del 60% del territorio
nacional y es vector de microorganismos patégenos como Babesia bovis, B.
bigemina y Anaplasma marginale, capaces de afectar severamente la salud de los

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

Los métodos quimicos de control, basados en la utilizacion de moléculas
sintéticas denominadas acaricidas, son efectivos para eliminar los distintos estadios
de las garrapatas de manera rapida. Sin embargo, el uso indiscriminado de estos
productos ha provocado que las garrapatas se adapten y generen resistencia por el
fenbmeno de presién de seleccion (George et al.,, 2004; Abbas et al., 2014).
Ademas, los residuos quimicos conllevan un efecto bioacumulativo en el ambiente
y en los subproductos del animal (Willadsen et al., 1995; Graf et al., 2004; Ghosh et
al., 2015; Almazan et al., 2018).

Una alternativa sustentable al uso de acaricidas, por tener un menor
impacto ambiental y no generar resistencia en el parasito, es el empleo de vacunas
antigarrapata. Las primeras vacunas comerciales contra R. microplus aparecieron
en la década de 1990, utilizando como antigeno protector a la glicoproteina intestinal
Bm86, obtenida de forma recombinante. Este producto tuvo algunos efectos
positivos como la reduccion del uso de acaricidas, una menor transmision de
microorganismos patogenos y la afectacion directa sobre el desarrollo, fertilidad y
supervivencia de las garrapatas (Willadsen et al., 1995; de la Fuente et al., 1999;
Willadsen, 2004; de la Fuente et al., 2007).



Una particularidad que ha limitado la eficacia de las vacunas antigarrapata
es la frecuencia en las variaciones alélicas en el gen que codifica la proteina Bm86.
Estos cambios en la proteina, incluso en porcentajes tan bajos como 3.4%, impiden
una adecuada respuesta inmunitaria (Garcia-Garcia et al., 1999; Almazan et al.,
2018).

Se ha hipotetizado que una vacuna antigarrapata puede tener mejores
resultados al combinar dos 0 méas antigenos bioldgicamente significativos para el
parasito, aumentando el dafio que recibe la garrapata (de la Fuente & Konan, 2006;
Willadsen, 2008; de la Fuente et al., 2015). Ademas, las vacunas multiantigénicas
quiméricas han demostrado tener alta eficacia protectora frente a ciertos agentes
infecciosos (Guirakhoo et al., 2004; Almazan et al., 2012; Meza et al., 2017).

Un estudio realizado en el Laboratorio de Investigacion en Inmunologia y
Vacunas demostré que los genes de las proteinas VDAC, voraxina y quitinasa estan
altamente conservados en cepas mexicanas de R. microplus (Pérez-Soria, 2020).

La principal ventaja de la evaluacion de subunidades de antigenos
individuales permitira continuar con la investigacién y desarrollo de una vacuna
multiantigénica y multiepitépica contra R. microplus, la cual podria tener una mejoria
en eficacia respecto a las vacunas de un solo antigeno. Por esta razon, el objetivo
de este trabajo es evaluar la eficacia vacunal de péptidos componentes de las
proteinas VDAC, voraxina y chitinasa de R. microplus, al comparar los efectos
biolégicos obtenidos en garrapatas que parasitan bovinos vacunados con péptidos

frente a garrapatas que infestan bovinos vacunados con adyuvante sin antigeno.



Il ANTECEDENTES

2.1 Importancia de las garrapatas.

Las garrapatas son parasitos hematéfagos pertenecientes al grupo
taxonomico de los artropodos y se encuentran distribuidas en todo el mundo, desde
las zonas tropicales hasta las regiones subarticas (Anderson & Magnarelli, 2008;
Sonenshine & Roe, 2014).

La diversidad de garrapatas es muy grande, pues se ha descrito la
existencia de mas de 950 especies distintas de ellas, cada una con sus propias
caracteristicas biolégicas y morfolégicas (Dantas-Torres et al., 2019).

Al tener un ciclo de vida parasito, requieren de un hospedero del cual
obtener refugio y alimento, y que puede ser una persona, mamifero, ave o incluso
reptiles y anfibios (Anderson & Magnarelli, 2008; Barker & Walker, 2014). Sin
embargo, su necesidad de alimentarse directamente de la sangre de su hospedero
las convierte en una severa amenaza para la salud de personas y animales, ya que
causan el deterioro de su salud y son vectores de una gran cantidad de agentes
infecciosos causantes de enfermedades graves e incluso mortales. Asi, se
considera que son el principal vector de enfermedades en el area de medicina

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

2.2 Generalidades de Rhipicephalus microplus

La especie Rhipicephalus microplus es una de las garrapatas mas
estudiadas y es de especial interés en el area de salud y produccion animal debido
a las afectaciones que provoca en regiones tropicales y subtropicales del mundo
(Jongjean & Uilenberg, 2004; Almazan et al., 2018). R. microplus fue identificada

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

Los principales hospederos de R. microplus son las especies de bovinos
Bos taurus y B. indicus, no obstante, otras especies como los caprinos, ovinos,

camellos, rumiantes de vida silvestre y conejos, pueden ser parasitados por esta



garrapata, permitiendo que aumenten sus posibilidades de supervivencia en el
ambiente y experimentalmente (Walker et al., 2003; Ma et al., 2016).

R. microplus es originaria del sureste asiatico, desde donde se distribuy6 al
resto del mundo mediante el transporte de ganado con fines comerciales.
Actualmente, se reporta la presencia de este parasito en Australia, norte y oeste de
Africa, Asia, Sudamérica, Centroamérica y México (Jongjean & Uilenberg, 2004;
Barré & Uilenberg, 2010; Madder et al., 2011; Mohamed & Elshahawy, 2018). Las

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

Figura 1. Mapa de distribucién mundial de R. microplus. En color café se muestran los
territorios afectados por esta garrapata (imagen propia).



La distribucion de R. microplus esta determinada por factores climaticos, la
disponibilidad y susceptibilidad de posibles hospederos y por la cantidad de
vegetacion de la zona. Las condiciones ambientales que permiten la reproduccion
y viabilidad de estas garrapatas son la temperatura calida, alrededor de los 24 a 28
°C, precipitacion superior a 110 mm anuales y alta humedad relativa, superior al
70% (Walker et al., 2003; Estrada-Pefia et al., 2006; Barker & Walker, 2014,
Benavides et al., 2016; Leal et al., 2020). Temperaturas de entre 19y 23 °C alargan
la duracion del ciclo biologico de R. microplus, mientras que una temperatura inferior
a 18°C y humedad menor al 65% son condiciones suficientes para detener el
desarrollo de estas garrapatas (Snowball, 1957; Benavides et al., 2016; Leal et al.,
2020).

Las caracteristicas bioldgicas de R. microplus permiten que pueda
adaptarse a entornos ecoldgicos cambiantes (Barré & Uilenberg, 2010). Aunado a
esto, el cambio climético definido por el incremento en la temperatura del planeta,
facilita la invasion de la garrapata a nuevas zonas geogréficas anteriormente libres
de ella y de las enfermedades que transmiten (Benavides et al., 2016). Se ha
establecido que incluso pequefias variaciones en las variables ambientales
modifican la biologia del vector e impactan en su supervivencia y abundancia, y con
las estimaciones actuales que proyectan un aumento sostenido de la temperatura
hasta de 5°C en 2050, generan un preocupante problema presente y futuro
(McMichael et al., 2003; dos Santos, 2010; Benavides et al., 2016).

2.2.1 Clasificacion taxondmica

Las garrapatas se encuentran clasificadas dentro de tres familias
taxonOmicas, que son Argasidae, Ixodidae y Nuttalliellidae, las cuales se diferencian
con base en sus caracteristicas moleculares, morfologicas y biologicas (Horak et
al., 2002; Guglielmone et al., 2010; Berry, 2017).

R. microplus pertenece a la familia Ixodidae, que es la mas numerosa, con
14 géneros y 736 especies (Guglielmone et al., 2010; Dantas-Torres et al., 2019).

Esta especie era anteriormente conocida como Boophilus microplus, pero estudios



moleculares y filogenéticos mostraron evidencia suficiente para reclasificar el taxén
Boophilus como un subgénero dentro de Rhipicephalus (Murrell et al., 2000; Murrell
& Barker, 2003). La taxonomia extendida de R. microplus se presenta en el Cuadro
1.

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

Taxones de R. microplus.

Filo Arthropoda
Subfilo Chelicerata
Clase Arachnida
Subclase Acari
Superorden Parasitiformes
Orden Ixodida
Familia Ixodidae
Género Rhipicephalus
Subgénero Boophilus
Especie Rhipicephalus microplus

R. microplus esta emparentada con otras especies que afectan a los
bovinos, como R. australis, R. annulatus y R. decoloratus, pues todas pertenecen al
subgénero Boophilus, y comparten muchas caracteristicas morfoldgicas, sin
embargo, la evidencia molecular reciente ha ratificado que son especies distintas
(Berry, 2017).

2.2.2 Caracteristicas anatémicas
En general, las garrapatas se caracterizan por presentar un cuerpo

segmentado, exoesqueleto quitinoso y extremidades articuladas. Ademas, se



pueden apreciar dos secciones corporales importantes, el gnatosoma o capitulo y
el idiosoma (Taylor et al., 2007; Sonenshine & Roe, 2014).

El cuerpo de R. microplus tiene una forma ovalada, con morfologia
hexagonal en el extremo anterior y un escudo que recubre gran parte de su
superficie dorsal. En los machos, el escudo reviste toda la superficie, pero en los
estadios de larva, ninfa y hembras adultas, recubre Unicamente la mitad anterior
(Walker et al., 2003; Taylor et al., 2007; Bowman, 2014).

Al ser parasitos hematofagos, necesitan un sistema bucal fuerte, y este se
compone de tres estructuras. El hipostoma es un aparato romo y relativamente corto
que permite que la garrapata se alimente y proyecte sus dientes y denticulos que
se anclan a la piel del hospedador. A cada lado de la porcion anterior del hipostoma
se encuentran los queliceros, que son extensiones cortantes capaces de romper la
continuidad de la piel. Externamente se localizan los palpos, érganos sensoriales
segmentados que asisten en la busqueda del hospedero y se anclan a la epidermis
durante la alimentacién, y cuya longitud es menor a la del hipostoma (Walker et al.,
2003; Barker & Walker, 2014; Nava et al., 2017). Las caracteristicas externas de R.

microplus se pueden apreciar en la Figura 2.

Figura 2. Anatomia externa de un macho R. microplus. A) Vista dorsal. B)
Vista ventral. Fotografia propia (L6pez-Diaz)



2.2.3 El proceso de digestion en garrapatas

Las garrapatas, a diferencia de otros artropodos hematofagos, ingieren
grandes cantidades de sangre por tiempos prolongados y con una digestion de tipo
intracelular. Los 6rganos involucrados en la alimentacion son el aparato bucal, la
faringe, esofago, intestino y glandulas salivales (Anderson & Magnarelli, 2008;
Sonenshine & Roe, 2014).

Cuando la garrapata rompe la continuidad de la piel del hospedero con sus
queliceros, la sangre comienza a fluir y el parasito a alimentarse. La faringe permite
una succién intermitente de la sangre desde el sitio de la herida hasta el intestino
de la garrapata, mientras que, en sentido opuesto, se expulsa saliva en direccién al
hospedero, la cual contiene proteinas anticoagulantes inmunomoduladoras y

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

Una vez que la sangre entra en la cavidad intestinal, la porcion liquida y los
iones presentes en la sangre, atraviesan el epitelio y se concentran en las glandulas
salivales para ser secretadas de vuelta al hospedero. En el intestino, comienzan a
proliferar células digestivas no diferenciadas y se convierten en células secretorias
o digestivas maduras. Estas células secretan hemolisinas que destruyen los
eritrocitos ingeridos, liberando hemoglobina, la cual es la principal fuente de
alimento del parasito (Cupp, 1991; Sonenshine, 1991; Sonenshine & Roe, 2014).

La hemoglobina atraviesa la membrana peritréfica, la cual es una barrera
quitinosa que separa a las células del lumen intestinal, y entra a las células por
endocitosis. La digestion de la hemoglobina ocurre dentro de vesiculas lisosomales
acidas y por la accion de una serie de peptidasas activas a pH bajo. Durante la
replecion en hembras fecundadas, el lumen intestinal permanece como reservorio
de alimento y el proceso digestivo continia gradualmente (Horn et al., 2009;
Soneshine & Roe, 2014).
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Figura 3. Organos y funciones fisioldgicas de las garrapatas (adaptado de
Kopacek et al., 2018).

2.2.4 El proceso de reproduccién en garrapatas

El aparato reproductor de las hembras ix6didas consiste en un ovario, un
par de oviductos, un Gtero, un tubo muscular conector, vagina, un receptaculo
seminal dos glandulas accesorias y una apertura genital. Adicionalmente, en la parte
externa se encuentran poros a través de los cuales fluyen secreciones que
envuelven los huevos que son ovopositados. El aparato reproductor del macho, por
otra parte, se forma por un par de testiculos o testes, un par de vas deferens, una
vesicula seminal, una glandula accesoria y un ducto eyaculatorio conectado al poro
genital (Anderson & Magnerelli, 2008; Sonenshine & Roe, 2014).

Casi inmediatamente después que el macho muda de ninfa a adulto y
empieza a alimentarse, se considera listo para copular. La conducta sexual esta
determinada por la accién de feromonas, como el 2-6-diclorofenol. Antes de copular,
el macho identifica la apertura genital de la hembra al detectar las feromonas

especificas de la hembra, lo que estimula la formacion del espermatoéforo, el cual



consiste en espermatozoides producidos por los testiculos y proteinas producidas
por la glandula accesoria. Durante la copula, el macho transfiere el espermatéforo

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

Una vez que el espermatéforo emerge del poro genital, el macho con sus
queliceros lo deposita a través del poro genital hacia el receptaculo seminal de la
hembra. Adicionalmente, la salivacion del macho previene que el espermatoforo
quede pegado en la cuticula. La porcibn externa del espermatéforo, el
ectoespermatoforo, queda en la superficie externa del poro genital de la hembra, y
la porcion interior, el endoespermatoéforo alcanza el vestibulo vaginal y el semen es
liberado. El ectoespermatoforo se seca y cae al exterior (Cupp, 1991; Sonenshine
& Roe, 2014).

Los espermatozoides migran hacia el oviducto y en direccién al ovario para
fertilizar los ovocitos que aun se encuentran en este 6érgano. Una vez realizada la
fertilizacion, la cubierta de los ovocitos se endurece para comenzar el proceso de

oviposicion y embriogénesis (Sonenshine & Roe, 2014).

La oviposicion comienza cuando los ovocitos fertilizados pasan de los
ovarios, a través de los oviductos, y llegan al utero y la vagina, donde por
contracciones musculares los huevos son expulsados a través del poro genital. Una
vez que estan expuestos, son capturados por el aparato bucal para que el érgano
de Gene los recubra con una mezcla de grasas y carbohidratos que protegen estos
huevos (Anderson & Magnarelli, 2008; Sonenshine & Roe, 2014).

2.2.5 El sistema tegumentario y el proceso de ecdisis
El tegumento de las garrapatas ixdédidas comprende la epidermis y la
cuticula, y esta ultima a su vez se divide en epicuticula y procuticula. La cuticula es

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

La ecdisis es el proceso por el cual una cuticula vieja es reemplazada por
una nueva. El comienzo de esta fase de muda se da a nivel endocrino, con la

sintesis y accion de los ecdisteroides. Posteriormente, ocurre una fase llamada
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apolisis, en la cual las células epidérmicas se separan de la capa quitinosa. Para
gque esto sea posible, se secreta un fluido de muda con altas concentraciones de
quitinasas, glicohidrolasas y beta-N-acetilglicosaminidasa, las cuales degradan el
esqueleto quitinoso y las proteinas de union a la epidermis, y se forma una
membrana de ecdisis. Posteriormente, se activan genes de sintetasas de quitina
gue formaran el nuevo exoesqueleto (Arakane & Muthukrishnan, 2010; Moussian,
2013; Sonenshine & Roe, 2014).

2.2.6 Ciclo biolégico

R. microplus tiene tres etapas de desarrollo, que son las fases de larva,
ninfa y adulta. Son garrapatas de un solo hospedero y su ciclo biolégico puede ser
dividido en dos etapas, una de vida libre en la cual la garrapata se encuentra en el
suelo, y otra de vida parasita, abarcando esta segunda todo el proceso que ocurre
con el paréasito sobre el hospedero (Taylor et al., 2007; Benavides et al., 2016; Berry,
2017).

Fase no parasitica.

La fase no parasitica comienza cuando una hembra adulta fecundada
oviposita en el suelo y se incuban los huevos. Posteriormente, tras 21 dias
aproximadamente, las larvas eclosionan y se esconden en la vegetacion en espera
de su hospedero, pudiendo sobrevivir hasta 20 semanas en esta condicion
(Benavides et al., 2016; Nava et al., 2017).

Fase parasitica.

La larva invade al hospedero utilizando sus patas frontales para trepar y
recorrer el cuerpo del animal hasta encontrar un sitio al cual anclarse. Se alimenta
durante 3-5 dias, y muda a la fase de ninfa (Benavides et al., 2016). La ninfa repite
el proceso de alimentacion en un lapso de 4-8 dias, y se desarrolla hacia un adulto
macho o hembra. Los adultos se reproducen, completando el ciclo cuando la
hembra abandona el hospedero para ovipositar en el suelo. Los machos

permanecen sobre el bovino por mayor tiempo debido a que se reproducen varias
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veces antes de finalmente caer y morir en el suelo (Barker & Walker, 2014).
La hembra tiene la capacidad de ovipositar un total de 1500 a 4000 huevos (Cupp,
1991; Berry, 2017). En condiciones de temperatura y humedad propicias, la
duracion del ciclo es de 21-23 dias para la alimentacion y 1-2 meses para la
oviposicion y desarrollo de las larvas. Se ha descrito que, en las regiones tropicales,
puede haber hasta 5 generaciones de garrapatas por afio (Rodriguez-Vivas et al.,
2005). En épocas de temperaturas frias, el tiempo se puede alargar hasta los 3
meses (Walker et al.,, 2003; Nava et al., 2017). Los factores abidticos, como la
temperatura y la vegetacion, determinan la duraciéon de la fase no parasitica y el
namero de generaciones de garrapatas por afio. Una esquematizacién del ciclo

biolégico de R. microplus se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Ciclo bioldgico de R. microplus
(Imagen creada en BioRender por Lopez-Diaz, 2021).
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2.3 Situacion nacional: Impacto de Rhipicephalus microplus en México

En el pais se han identificado 100 especies de garrapatas. Aquellas que
representan una problemética para la ganaderia bovina nacional son R. microplus,
R. annulatus y Amblyomma mixtum. Estas garrapatas comparten habitat en algunas
zonas del pais y, en el caso de ambas Rhipicephalus, pueden ser identificadas
erroneamente y ser confundidas. R. microplus se encuentra en casi todo el pais,
abarcando las zonas tropicales y subtropicales, mientras que R. annulatus soporta
condiciones de temperatura y humedad mas bajas y se distribuye principalmente en
la zona norte del pais (Pérez et al., 2014; Almazan et al., 2018). A pesar de que son
dos garrapatas estrechamente relacionadas tanto en caracteristicas fisicas y
biolégicas, se ha documentado que existe una separacion entre las poblaciones de
ambas especies debido a preferencias ambientales e inviabilidad biolégica para
reproducirse, ya la cruza de estas especies produce individuos hibridos estériles
(Graham et al., 1972; Lohmeyer et al., 2011).

Se considera que por su amplia distribucion y por las enfermedades que
transmite, asi como por sus caracteristicas de adaptabilidad, R. microplus es la
garrapata de mayor importancia para la ganaderia bovina mexicana. Debido a esto
y a los reportes emergentes de resistencia a acaricidas, en el afio 1995 se establecio
la Campafna Nacional contra la Garrapata Boophilus spp (Graham & Hourrigan,
1977, Estrada-Pefa et al., 2006; Almazan et al., 2018).

El 30.6% del territorio mexicano se reporta como libre de garrapatas del
subgénero Boophilus, abarcando los estados de Baja California, Sonora, Tlaxcala y
Aguascalientes, y gran parte de Baja California Sur y Chihuahua. Adicionalmente,
en el centro del pais, se contempla una region libre de garrapatas, ya que sus
caracteristicas naturales impiden la presencia de estos parasitos (SENASICA,
2021). El resto del pais es territorio afectado, lo que implica que alrededor de 25
millones de cabezas de ganado estén en riesgo de padecer infestaciones por estas
garrapatas (Rodriguez-Vivas et al., 2017; SENASICA, 2020). La distribucién de R.

microplus en México se puede apreciar en la Figura 5.
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ACUERDO POR EL QUE SE ESTABLECE LA CAMPANA NACIONAL PARA EL
CONTROL DE LA GARRAPATA Boophilus spp.

Estatus zoosanitario

D Libre
[ ] Erradicacion
[ control
l control '

Figura 5. Mapa de distribucién de‘R> mlcroplus en México
(SENASICA, 2021).

2.3.1 Impacto econémico

La produccion de ganado bovino es una de las principales actividades de la
industria alimentaria del pais. En el afio 2020, se superaron los 2 millones de
toneladas de carne de bovino y 12 mil millones de litros de leche. Ademas, se espera
que este rubro mantenga un crecimiento sostenido en los préximos afios
(Rodriguez-Vivas et al., 2017; SADER, 2020; SIAP, 2021).

A nivel nacional, las garrapatas R. microplus provocan pérdidas en la
productividad de los animales, limitan la introduccién de ganado especializado y
limitan el comercio internacional de ganado vivo (Rodriguez-Vivas et al., 2017;
Almazan et al., 2018). A pesar de esto, no hay suficientes estudios que determinen
el impacto monetario que tienen estas garrapatas sobre la produccion ganadera

anual, esto en cuanto a gastos de control quimico y de mortalidad de animales.
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Rodriguez-Vivas et al. (2017), estimaron las pérdidas econémicas alrededor de los

573 millones de délares anuales.

2.3.2 Impacto zoosanitario

Los efectos de R. microplus sobre el ganado se puede clasificar en impactos
directos e indirectos. El impacto directo se observa en presencia de infestaciones
descontroladas, en las cuales el gran numero de garrapatas alimentandose del
hospedero provoca pérdida de peso y sangre, reacciones alérgicas, disminucion de
la produccion de leche y dafios en la piel del animal, la cual puede perder hasta el
30% de su valor (Graham & Hourrigan, 1977; Jongjean & Uilenberg, 2004; Tabor et
al., 2017). No obstante, los efectos mas graves son los indirectos, ya que estas
garrapatas son vectores de microbios patdégenos, como los protozoarios Babesia
bovis y B. bigemina, y la bacteria Anaplasma marginale. Estos son microorganismos
patdgenos, capaces de multiplicarse dentro de eritrocitos y provocar complicaciones
graves para el bovino (Almazéan et al., 2018). Otro microorganismo transmitido por
esta garrapata es Coxiella burnetti, pero la enfermedad que causa, llamada fiebre

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

B. bovis y B. bigemina son responsables de causar babesiosis bovina,
también llamada piroplasmosis. Esta enfermedad se caracteriza porque los
animales presentan fiebre de 41-42°C, pérdida del apetito, cese de movimientos
ruminales, dificultad en la respiracion, anemia hemolitica, ictericia, hemoglobinuria
y emaciacion progresiva, ademas de algunos trastornos de movimiento a
consecuencia de afectacion neuroldgica. En la mayoria de los casos, este conjunto
de signos clinicos resulta en la muerte del animal (Bock et al., 2004; Mohamed &
Elshahawy, 2018).

La anaplasmosis bovina es provocada por la rickettsia intracelular A.
marginale, que provoca una enfermedad de curso parecido a la babesiosis. Las
manifestaciones clinicas incluyen fiebre, anemia, ictericia, debilidad, severa pérdida

de peso, aborto en el ultimo tercio de gestacion y finalmente la muerte del animal,
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especialmente en aquellos mayores de dos afios (Kocan et al., 2003; Aubry & Geale,
2011).

2.4 Estrategias de control

Los primeros intentos enfocados a la erradicacion de poblaciones de R.
microplus datan de finales del siglo XIX y principios del siglo XX, en paises como
Australia, Estados Unidos y Uruguay (Angus, 1996; Mirabelles & Riet, 2018).
Aunque al comienzo eran métodos con severas limitaciones, se desarrollaron
nuevos productos, tecnologias y estrategias que podian combatir eficientemente a
las garrapatas (Angus, 1996; Graf et al., 2004; Willadsen, 2004).

Los programas de control actuales tienen por objetivo reducir los niveles
poblacionales de las garrapatas hasta nUmeros que sean tolerables por los animales
y no causen una merma significativa en la produccion. Esta estrategia se conoce
como control integrado y requiere conocimientos sobre la biologia del parasito, sus
interacciones con otras especies, el uso racional de acaricidas y la incorporacion de
vacunas y métodos biolégicos y ecoldgicos (Tabor et al., 2017). Una gran ventaja
de este control integrado es la relacionada con el aspecto econdémico,
determindndose que puede reducirse hasta en un 70% los costos destinados a
combatir garrapatas (Dominguez et al., 2016).

2.4.1 Control quimico

El control de las garrapatas se ha basado durante mucho tiempo en la
utilizacion de acaricidas, es decir, de sustancias quimicas capaces de eliminar las
fases de vida parasitica del artrépodo. Sin embargo, su uso desmedido causa

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

Los primeros tratamientos con acaricidas empezaron con la implementacion
de bafos para ganado, los cuales involucraban sumergir al bovino en una mezcla
de aceites minerales, queroseno o0 arsénicos, sustancias caracterizadas por tener
una eficacia media-baja contra las garrapatas y alta probabilidad de causar efectos

téxicos en los animales. Posteriormente, el desarrollo de otros productos, como el
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dicloro difenil tricloroetano o DDT y otros organoclorados, permitié implementar
exitosamente programas de erradicacion de garrapatas, como el ocurrido en
Estados Unidos que finaliz6 en 1960 (Graham & Hourrigan, 1977; Angus, 1996; Graf
et al., 2004; Chevillon et al., 2012).

Otros grupos de acaricidas que se desarrollaron y comercializaron
masivamente incluyen organofosforados, organoclorados, piretroides, amidinas,
lactonas macrociclicas, fenilpirazoles y reguladores del crecimiento. El éxito de
estos productos se basé en la diversificacion de presentaciones, facilidad de
utilizacién y administracion, y las pocas restricciones para su venta (Graf et al.,
2004; Almazan et al., 2018).

El principal problema generado por el sobreuso de acaricidas es el
fendbmeno de resistencia, definida como una condicidon genética que le otorga al
parasito la capacidad de sobrevivir y multiplicarse en un ambiente toxico por la
presencia de una concentracion letal de un farmaco (Rosario-Cruz et al., 2009;
Abbas et al., 2014). La resistencia no es un problema nuevo, ya que los reportes de
resistencia a acaricidas aparecieron en el mundo a mediados de la década de 1930,
cuando se descubrieron garrapatas resistentes a los derivados de arsenicales
(Angus, 1996; George et al., 2004).

En México, la primera vez que se reporto resistencia a un acaricida fue en
los afios 80, al describirse resistencia de la cepa Tuxpan a organofosforados
(Aguirre & Santamaria, 1986). Este fendbmeno se ha repetido de manera constante
a través del tiempo, incrementandose el nimero de reportes en México y en todo el
mundo (Pérez-Cogollo et al., 2010; Fernandez-Salas et al., 2012; Miller et al., 2013;
Reck et al., 2014).

Otro problema asociado con la resistencia a los acaricidas es la constante
necesidad de generar productos nuevos. Se estima que el costo para desarrollar un
nuevo tratamiento y lanzarlo al mercado es de aproximadamente 100 millones de

dolares, siendo grandes costos para productos cuya eficacia dura en promedio diez
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afos antes de volverse obsoleto y surjan garrapatas resistentes. Por esto y mucho
mas, se consideran a los acaricidas como productos no renovables (Graf et al.,
2004; Willadsen, 2004).

Ademas, el uso de acaricidas se relaciona con problemas de contaminacion,
pues las sustancias quimicas se acumulan en los productos derivados del animal y
en el ambiente. Asimismo, ya que los acaricidas son pesticidas y deben ser toxicos
para la garrapata, también pueden tener efectos de toxicidad sobre el bovino, sobre
otros organismos que entren en contacto con estos residuos y para las personas

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

2.4.2 Control bioldgico

Aungue este método es, probablemente, el que tiene mayor tiempo de ser
conocido, su desarrollo moderno data de la década de 1950 (Kiss et al., 2012). Esta
estrategia busca controlar las poblaciones de garrapatas mediante el
aprovechamiento de extractos naturales, pastos, arboles, hongos y animales que
afecten a las fases libres de la garrapata. Ejemplos de enemigos naturales son las
aves, arafias, avispas, nematodos y hormigas; algunos pastos con efectos
antigarrapatas son el pasto Gordura (Melinis minnutiflora) y el pasto Insurgente
(Brachiaria brizantha); algunos de los hongos mas estudiados que tienen accién
contra garrapatas son el Beauveria bassiana, Akanthomyces lecanii y Metarhizium

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

La utilizacion de hongos entomopatégenos es uno de los mecanismos
biolégicos mas prometedores y viables que se han estudiado. Estos organismos
tienen como caracteristicas el ser saprofitos, distribuirse y adaptarse a gran
variedad de ecosistemas y que existen muchas especies que afectan la viabilidad
de las garrapatas (Rajaula et al., 2020; Alonso-Diaz & Fernandez-Salas, 2021).
Ademas, debido a que estos hongos actian de forma mecénica, enzimatica y
toxicolbgica, es improbable que las garrapatas desarrollen resistencia (Srinivasan
et al., 2019; Alonso-Diaz & Fernandez-Salas, 2021).
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Debido al creciente interés en la produccién de alimentos libres de
contaminantes y al aumento de la resistencia de las garrapatas frente a acaricidas
quimicos, el control bioldgico se ha convertido en un area atractiva de estudio. Este
planteamiento tiene la ventaja de tener un mayor costo-beneficio que los
tratamientos quimicos, con pocos o nulos efectos secundarios sobre los bovinos u
otros animales y la ausencia de residuos quimicos en el ambiente (Porfirio &
Schwentesius, 2016; Alonso-Diaz & Fernandez-Salas, 2021). Sin embargo, aun se
sigue investigando la forma en que podria implementarse eficientemente en un
sistema de produccion, ya que los resultados obtenidos muestran inconvenientes
como falta de efectos contra todas las fases de las garrapatas o dificultad de
siembra de plantas con los efectos deseados de letalidad o repelente en algunas
zonas del mundo (Samish et al., 2004; Kiss et al, 2012).

2.4.3 Control inmunoldégico

El control inmunolégico de R. microplus se basa en la utilizacion de
animales genéticamente resistentes que toleren las infestaciones de garrapatas y
tienen diferentes mecanismos de barrera, como en el caso de la especie B. indicus,
y que puedan montar respuestas efectivas contra larvas, ademas del desarrollo de
inmunidad mediante la aplicacion de vacunas (Willadsen & Kemp, 1986; Willadsen,
2004).

Las garrapatas tienen diversas estrategias que favorecen su viabilidad
sobre el hospedero, incluyendo proteinas inmunomoduladoras en su saliva que
permiten evadir respuestas inmunitarias del hospedero, Esto provoca que la
generacion de inmunidad natural sea limitada y restringida a ciertas razas cuya
evolucion fue paralela con la garrapata (Wharton, 1975; Titus et al., 2006; Kiss et
al., 2012).

Una alternativa factible es generar inmunidad mediante el uso de vacunas
constituidas de antigenos denominados ocultos, nombrados asi porque en una
infestacion normal, el sistema inmunitario del hospedero no entra en contacto con

estos compuestos (Willadsen & Kemp, 1988). Las experiencias obtenidas con el
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empleo de vacunas han demostrado que son una alternativa factible, sustentable y
mas barata que los tratamientos quimicos, ademas que se considera poco probable
gue pudiera surgir resistencia a las vacunas (Graf et al., 2004; Willadsen, 2004; Kiss
et al., 2012). No obstante, obtener una vacuna antigarrapata exitosa involucra una
larga y complicada serie de etapas de identificacion de antigenos candidatos,
comprobaciéon de que estos sean inmunogénicos, determinacion de una respuesta
inmunitaria protectora, validacion de eficacia en condiciones de campo y la

generacion industrial o masificada (Willadsen, 2004).

2.4.3.1 Estudios de inmunidad antigarrapatas.

La inmunidad contra garrapatas se ha reportado en cuyos, conejos y en
bovinos. Se ha documentado que esta proteccion organica es distinta en los
animales dependiendo de factores de especie y raza (de la Fuente & Contreras,
2015; Tabor et al., 2017). Esta inmunidad natural se dirige principalmente contra las
larvas, expresandose como reacciones de hipersensibilidad que rechazan la
invasion larvaria (Roberts, 1968; Willadsen & Kemp, 1988).

La induccién de inmunidad contra garrapatas por medio de vacunas
comenzd a estudiarse desde la década de 1970, hipotetizandose que algunos
anticuerpos podrian ser ingeridos por las garrapatas y dafiar 6rganos internos. En
estas primeras investigaciones se utilizaron vacunas generadas a partir de érganos
macerados de la garrapata y se obtuvieron resultados como retraso en la muda,
disminucién en la cantidad de hembras que se repletan, dafio orgénico y
disminucién de la poblacion de garrapatas. Ademas, a diferencia de la inmunidad
natural, se encontré que la inmunidad adquirida se dirige contra fases adultas del
parasito (Allen & Humphreys, 1979; Johnston et al., 1986; Kemp et al., 1986).

De acuerdo con Tabor et al. (2017), para que un organismo se considere
resistente o con inmunidad antigarrapatas, se deben comprobar parametros como
una disminucion en el peso del parasito, corta duracién sobre el hospedero,
decremento en el nimero de garrapatas adheridas al hospedero, disminucion en la

masa total de huevos y del éxito entre mudas. Otros factores que se consideran son
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el nUmero de garrapatas repletas, el peso de hembras gravidas y efectos sistémicos
en las garrapatas vistos desde el punto de vista histolégico (Tafur-Gémez et al.,
2019). Este tipo de inmunidad es mediada por las inmunoglobulinas IgG, las cuales,
al ser ingeridas durante la alimentacién de la garrapata, son capaces de unirse a
proteinas especificas y desencadenar dafios en organos internos (Tabor et al.,
2017).

2.4.3.2 El antigeno Bm86 y las vacunas antigarrapatas comerciales.

En la década de 1990 aparecieron las primeras vacunas antigarrapatas
comerciales, TickGard en Australia y GAVAC de Cuba, utilizando la glicoproteina
intestinal Bm86 como antigeno recombinante (Cobon et al., 1995; de la Fuente et
al., 1999). Actualmente, Unicamente permanecen como opcién inmunoldgica la
GAVAC en algunos paises latinoamericanos, y en México se comercializa el

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

Bm86 es una glicoproteina compuesta por aproximadamente 650
aminoacidos y con peso molecular de 89 kDa, con dominios de crecimiento
epidérmico, péptido sefial y con funciones relacionadas con el proceso de replecion
y endocitosis digestiva de la garrapata. Cuando Bm86 es bloqueada e inactivada
por anticuerpos y el sistema del complemento, el intestino de la garrapata es dafiado
y por consecuencia ocurre una deficiente alimentacion y la capacidad reproductiva
es afectada (Willadsen et al., 1989; Willadsen, 2004; de la Fuente & Contreras,
2015). Esta proteina fue aislada a partir del intestino de la cepa Yeerongpilly, a fines
de la década de 1980 (Willadsen et al., 1989). Proteinas similares a Bm86, con al
menos 50% de identidad se han encontrado en R. decoloratus, R. annulatus, R.
sanguineus, R. appendiculatus y Hyalomma anatolicum, y la vacuna de Bm86
recombinante puede también afectar a estas especies de garrapata (de Vos et al.,
2001).

Aunque la vacuna de Bm86 tiene efectos positivos al afectar directamente
a las garrapatas y se puede reducir la frecuencia de uso de acaricidas, no tienen

accion de derribe y su efecto es gradual sobre las poblaciones de garrapatas. A
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pesar de lo anterior, se ha observado que variaciones alélicas en el gen que codifica
a Bma86, incluso en porcentajes tan bajos como 3.4%, es suficiente para impedir una
adecuada respuesta inmunitaria. Asi, el principal problema encontrado al vacunar
con Bm86, es que la inmunidad no se presenta de la misma manera en cepas de
todas las areas geogréficas, con eficacias reportadas de hasta 90% en Australia y
Cuba, de menos de 10% en Argentina, y entre 50 y 90 % en México, infiriéndose
una relacion directa entre la eficacia de la vacuna y el grado de conservacién de la
proteina (Garcia-Garcia et al., 1999; de la Fuente et al., 2006; Almazan et al., 2018).

2.4.3.3 Identificacion de nuevos candidatos vacunales.

A pesar de que las vacunas se han propuesto como una alternativa para el
control de las garrapatas, aln es necesario encontrar nuevos antigenos y
combinaciones de éstos que sean mas eficientes (de la Fuente et al., 2020). De
acuerdo con la normativa nacional, para que una vacuna antigarrapata pueda ser
comercializada, debe tener una eficacia minima de 80% para el control de R.
microplus. Ademas, para cumplir con el porcentaje de potencia, debe proteger al
80% de los animales desafiados (NOM-006-ZO0-1993; NOM-063-Z00-1999).

Las condiciones que se deben cumplir para que un antigeno sea candidato
vacunal incluyen la generacion de anticuerpos en cantidades suficientes para poder
alcanzar su molécula blanco, formacién de complejos antigeno-anticuerpo que
bloqueen las funciones de la proteina y que los epitopos sean conservados en

varias especies 0 subespecies de garrapatas (de la Fuente & Contreras, 2015).

Una de las corrientes inmunoldgicas actuales incluye la vacunacion con
subunidades, principalmente con péptidos recombinantes y sintéticos, los cuales
han demostrado que pueden ser inmunogénicos y eficaces para disminuir la
viabilidad de las garrapatas, ademas de poder ser identificados mediante
herramientas moleculares y de bioinformética (Patarroyo et al., 2002; Almazan et
al., 2005; Patarroyo et al., 2020). Una gran ventaja de estudiar subunidades
antigénicas, es que se pueden combinar y desarrollar vacunas multiantigénicas,

multiepitopicas y quiméricas, las cuales se han propuesto que tengan mayor eficacia
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al dafar a las garrapatas en distintos 6rganos, estadios y funciones fisiologicas
(Willadsen, 2008; Almazan et al., 2012).

En un estudio previo, Patarroyo et al., 2002, disefiaron y sintetizaron
péptidos de 40 aminoacidos derivados de Bm86, los cuales demostraron tener una
eficacia de hasta el 75%. En otros ensayos, se han identificado y utilizado péptidos
con epitopos B predichos de las proteinas PO, ATAQ y acuaporina de R. microplus,
algunos con mayor eficacia vacunal que el antigeno Bm86 recombinante comercial.
Lo anterior, ha demostrado que puede ser posible utilizar péptidos cortos como
antigenos en una vacuna contra R. microplus (Rodriguez et al.,, 2015; Rangel-
Aguirre et al., 2016; Scoles et al., 2022).

Pérez-Soria (2020) identificé in silico péptidos con epitopos B predichos en
nueve antigenos de R. microplus, y conservados en cepas mexicanas de esta
garrapata, lo cual demanda pruebas in vivo para determinar su inmunogenicidad y
eficacia vacunal. Estos péptidos obtenidos corresponden a las proteinas Bm86,
Bm95, VDAC, subolesina, voraxina, quitinasa, vitelogenina, glutation-transferasa y

serpina.

2.4.3.4 Canal anionico dependiente de voltaje (VDAC)

VDAC es una porina de 30 kDa localizada en la membrana mitocondrial
externa de células eucariontes, pero también presente en las membranas
citoplasmaticas. La estructura primaria es altamente variable en las distintas
especies de organismos eucariontes, pero la estructura secundaria y sus

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

Morfolégicamente, VDAC es un canal con forma de barril anclado dentro de
las membranas celulares, y formado por una estructura de 19 laminas beta unidas
entre si por asas flexibles de 8 aminoacidos y una alfa hélice N-terminal de 25
aminoacidos localizada en el interior del poro. Sus medidas son de 3.1-3.5 nm de
diametro por 4 nm de tamafio vertical (Colombini et al., 1996; Shoshan-Barmatz et

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

organismos eucariontes (Colombini, 2004).

Se ha descrito que esta proteina participa en roles fisiolégicos como la
regulacion del flujo de iones y metabolitos entre las mitocondrias y el citosol. VDAC
se mantiene abierto a potenciales de membrana bajos (10 mV) y es selectivo a
aniones, como el cloro. A voltajes altos (30mV), el poro se cierra y es selectivo
solamente a cationes, por ejemplo ATP, ADP, calcio, potasio y sodio (Thinnes et al.,
1992; Colombini et al., 1996). También se ha encontrado que forma parte del
sistema apoptotico de las células, ya que permite la traslocacion del factor
apoptotico citocromo ¢ de la mitocondria hacia el citosol (Shimizu et al., 1999).
Adicionalmente, se ha reportado la existencia de tres isoformas de esta proteina
gue se obtienen por la expresion de genes diferentes o por splicing alternativo.
Aunque cada isoforma tiene diferentes efectos fisioldgicos, ninguna es

indispensable para la viabilidad celular (Colombini, 2004).

Una proteina similar a VDAC, con peso molecular de 31 kDa y un total de
282 aminoécidos, fue identificada en el intestino de R. microplus y denominada
BmVDAC. Se demostré que participa activamente durante procesos invasivos de B.
bigemina, ya que se sobre expresa a nivel de transcripcion y traduccién en
condiciones de infeccion con este protozoario (Rodriguez-Hernandez et al., 2012;

Rodriguez-Hernandez et al., 2015).

Esta proteina se ha estudiado como antigeno recombinante (rBmVDAC) en
vacunas contra R. microplus y contra B. bigemina. En un estudio desarrollado por
Ortega-Sanchez et al. (2020), se demostr6 que rBmVDAC genera anticuerpos
especificos contra la proteina de la garrapata y estos tienen un efecto de bloqueo
sobre la transmision de B. bigemina. Ademas, este antigeno tiene efectos de
reduccion sobre el total de garrapatas repletas que completan el ciclo biolégico, se
obtiene una menor masa de oviposicion y una menor eclosion de larvas viables. En
total, se calculd una eficacia de 82% contra R. microplus. La eficacia de la

inmunizacion con rBmVDAC sobre el parasito se muestra en el Cuadro 2.
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Cuadro 2. Eficacia de rBmVDAC sobre R. microplus (Ortega-Sanchez et al., 2020).

DT (Reduccion en DW (Reduccion DO (Reduccion =~ DF (Reduccion  Eficacia
la supervivencia) en el peso) en la oviposicion) en la fertilidad)  vacunal
38% 5% 54% 55.8% 82%

2.4.3.5 Voraxina

La voraxina es una proteina producida por las génadas de los machos
adultos. Inicialmente fue descrita como un factor de ingurgitacion o replecion, que
forma parte del espermatoforo de los machos, siendo transferido y liberado dentro
de las hembras durante la cépula (Pappas & Oliver, 1972; Weiss & Kaufman, 2004;
Sonenshine & Roe, 2014).

La proteina fue caracterizada primeramente en la especie A. hebraeum,
como una molécula proteica formada por la dimerizacion de dos péptidos, que por
si solos no tienen actividad funcional. El primero es un péptido de 16.1 kDay 111
aminoacidos, mientras que el segundo peso 11.6 kDa y tiene 71 aminoéacidos.
Fisiolégicamente, es un factor proteico necesario para estimular la replecion de la
hembra después de la cépula, aumentando su peso mas alla de un peso critico
necesario para que las hembras ovipositen. Aunque su mecanismo de accién no ha
sido esclarecido, se cree que una vez dentro de la hembra se libera y llega al
singanglion, que a su vez libera un péptido que estimula la produccién de
ecdisteroides por mecanismo de segundo mensajero (Lomas & Kaufman., 1992;
Weiss & Kaufman, 2004).

En el estudio de Weiss & Kaufman (2004), se describio que la voraxina
recombinante es inmunogénica y provoca que las hembras tengan una disminucion
del 72% en el peso que alcanzan, y que alrededor del 75% no sobrepasen el peso
critico para que ovipositen. Ademas, hubo un retraso de tres dias en el periodo de

alimentacion de las hembras.
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Adicionalmente, la subunidad alfa de voraxina ha sido identificada en
Dermacentor variabilis y caracterizada y evaluada como candidato vacunal en R.
appendiculatus. En esta ultima especie, se describié como una proteina de 153
aminoacidos y peso molecular de 16.1 kDa. Se describié que el gen que codifica
esta proteina se expresa predominantemente en el testiculo y vas deferens de
ninfas y adultos machos de cuatro dias de alimentaciéon. Como antigeno vacunal,
se obtuvo una reduccion del 50% de la capacidad de alimentacion de las hembras,
y afectando directamente su peso, reduccion de 42%, y oviposicion, 38.6% de
garrapatas no ovipositaron y se redujo en un 56% la masa de oviposicion individual
(Yamada et al., 2009). En el caso particular de R. microplus, se ha identificado una
proteina similar a voraxina que guarda un 96% de similitud. Aun con esto, no se han

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

Otro tipo de ensayo con el que se ha estudiado voraxina ha sido el
silenciamiento de genes mediante ARN de interferencia. Sin embargo, utilizando
esta técnica no se tuvieron efectos sobre la mortalidad, replecion de hembras o
fertilidad en las especies D. variabilis y A. hebraeum, contrario a lo obtenido
mediante vacunacion con la proteina recombinante (Donohue et al., 2009; Smith et
al., 2009).

2.4.3.6 Quitinasa (Chitinasa)

Las quitinasas son una familia de enzimas ampliamente estudiadas en
artropodos debido a su importante rol en el desarrollo y crecimiento de estos
animales. Las quitinasas permiten el éxito en la metamorfosis interestadial al
hidrolizar los polimeros de quitina presentes en la cuticula y la membrana peritréfica
(Kimura, 1973; Arakane & Muthukrishnan, 2010).

El mecanismo de accion de la mayoria de las quitinasas es de tipo lisozima
y endoquitinasa, al romper los enlaces N-acetil glucosamina internos que conforman
la quitina. Las quitinasas se dividen en familias 18 y 19 quitinasas, siendo las
primeras las mas comunes en los seres vivos. Ademas, existe otro grupo de

proteinas denominadas de tipo quitinasa, las cuales cumplen con funciones de
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regulacion del crecimiento e inmunomoduladoras (Henrissat, 1999; Arakane &
Muthukrishnan, 2010).

Estructuralmente, son enzimas con peso molecular de 20 a 90 kDa, con uno
a cinco dominios cataliticos glicosil hidrolasa y uno a siete sitios de unién a quitina.
Ademas, en su secuencia tienen un péptido sefial que les permite salir al espacio
extracelular, ya que el principal lugar donde se concentran es en el fluido de muda
(Arakane et al., 2003; Hamid et al., 2013). Las quitinasas de las familias 18 y 19, no
comparten similitud en su secuencia de aminoacidos y su estructura tridimensional
es diferente (Hamid et al., 2013). Como modelo, una quitinasa perteneciente a la
familia 18 tiene forma de barril, con ocho laminas beta constituyendo el centro del
barril y ocho alfa hélices en el exterior (Arakane & Muthukrishnan, 2010).

En otros organismos, que incorporan la quitina dentro de su dieta, la
quitinasa es fundamental para sus procesos de digestion (Arakane et al., 2003).
Otro importante rol en el que participan las quitinasas es en la invasion de algunos
microorganismos como Plasmodium spp al intestino de su vector, ya que permiten
la desintegracion de la membrana peritrofica de su intestino. Asi, se han
hipotetizado como candidatos vacunales para bloquear la transmision de
enfermedades infecciosas (Takeo et al., 2009). Bacterias de los géneros
Streptomyces, Alteromonas, Escherichia, Aeromonas y Serratia producen

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

Las quitinasas se han estudiado como candidatos vacunales en la especie
asiatica Haemaphysalis longicornis, demostrandose que se logra una reduccion del
éxito entre mudas del 20%, se alarga el periodo de alimentacién de las larvas en
hasta 1.5 dias y disminuye el nUmero de huevos ovipositados en un 13% (You et
al., 2003; You & Fujisaki, 2009).
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Il JUSTIFICACION

Las infestaciones por garrapatas Rhipicephalus microplus representan un
gran problema que limita el crecimiento y desarrollo de la ganaderia tropical y
subtropical del mundo. Estas garrapatas son responsables pérdidas econdmicas
estimadas en miles de millones de ddlares cada afio debido al efecto nocivo en la
salud de los hospederos y al transmitir microorganismos patégenos que causan
enfermedades al ganado bovino. El método tradicional de tratamiento y control de
las garrapatas se basa en el uso de acaricidas quimicos, los cuales son cada vez
menos eficientes debido a la generacion de resistencia por parte de las garrapatas
y por tener un efecto contaminante en el ambiente. Una alternativa mas sustentable
es la utilizacibn de un sistema de control integrado, que involucre métodos
bioldgicos e inmunoldgicos. Las vacunas actuales que utilizan como antigeno a la
proteina Bm86 recombinante han mostrado niveles variables de eficacia, generando
la necesidad de un producto que tenga mejores resultados. Una de las perspectivas
actuales que podria mejorar la eficacia de las vacunas antigarrapatas es el
desarrollo de un preparado multiantigénico y multiepitopico, que combine
subunidades antigénicas que logren afectar al parasito en distintos procesos
fisioldgicos, como la alimentacién y digestién, desarrollo y crecimiento, reproduccion
y oviposicién, lo que resultaria en un mayor dafio a las capacidades organicas de la
garrapata. Sin embargo, el primer paso para obtener una vacuna es la identificacion
y evaluaciéon de los antigenos que formen parte de este preparado. La principal
ventaja de la investigacion y desarrollo de una vacuna eficaz contra R. microplus es
la reduccién gradual en las poblaciones de la garrapata, aminorando las pérdidas

econdémicas y reduciendo el impacto ambiental.
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V. HIPOTESIS

Péptidos de VDAC, voraxina y chitinasa, utilizados como inmundgeno, son
capaces de inducir una eficacia vacunal minima de 80% contra garrapatas
Rhipicephalus microplus, al afectar parametros bioldégicos de su supervivencia,

desarrollo, alimentacion y fertilidad.
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V. OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:
e Evaluar la eficacia vacunal de péptidos de VDAC, voraxina y chitinasa de
Rhipicephalus microplus.

5.2 Objetivos Especificos:
1. Identificar los péptidos inmunogénicos de VDAC, voraxina y chitinasa de
Rhipicephalus microplus.

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

El trabajo experimental se realizd con permiso del Comité de Bioética de la
Facultad de Ciencias Naturales de la Universidad Autonoma de Querétaro, con
namero de aprobacion 80FCN2020.

6.1 Péptidos experimentales.
Los péptidos seleccionados para este trabajo se obtuvieron a partir del
estudio realizado por Pérez-Soria (2020), quien obtuvo predicciones de epitopos B

correspondientes a nueve proteinas de R. microplus.

Se escogieron doce péptidos de las proteinas VDAC, voraxina y chitinasa,
cada una con cuatro péptidos. Estos fueron mandados a sintetizar quimicamente en
el sistema peptidico de 8 ramas (MAP-8) a la empresa Peptide 2.0. Las secuencias

de los péptidos se muestran en el Cuadro 3.

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

Nombre del péptido Secuencia de aminoéacidos Numero de
aminoéacidos
VDAC 1 ASLETKYKVPEYGLTLKEK 19
VDAC 2 DNTLSTEICSEEKLARGL 18
VDAC 3 GALKAAYKFDNVHLNGDVDL 20
VDAC 4 HTNVNDGQEFAGSVFQRVNP 20
Voraxina 1 MQSGGGNKTYCISINL 16
Voraxina 2 MNWMTASLKASRKLYTF 17
Voraxina 3 FPSLCVAAFHAELDTVDGEACP 22
Voraxina 4 VDGEACPQSEQYARLL 16
Chitinasa 1 CYYSAWANSRPHPANYGIKDV 21
Chitinasa 2 SADRRALFIESVLLWMKEYNLD 22
Chitinasa 3 AYDLRGTWNGVTDVHPLFP 19
Chitinasa 4 LKGNWKREFDDEGKCPYVYYR 21
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6.2 Preparacion de vacunas e inmunizacion de animales.

La inmunogenicidad de los péptidos sintéticos fue verificada al formular
cada péptido en dosis vacunales y aplicarlos a 26 bovinos de raza europea,
localizados en una zona libre de garrapata y con un peso inicial aproximado de 240
kg. Por cada péptido analizado se inmunizaron dos bovinos, y dos animales fueron

usados como tratamiento control.

Las vacunas se prepararon en el Laboratorio de Investigacion en
Inmunologia y Vacunas de la Universidad Auténoma de Querétaro, campus
Aeropuerto. Cada vacuna consistié en la emulsificacion de 100 ug de cada péptido
de interés solubilizado en PBS 1x pH 7.4 estéril y adyuvante comercial Montanide™
ISA 201 VG (Seppic, Francia) en proporcion 50:50. Para alcanzar la correcta
homogenizacion de la mezcla, se utilizé un protocolo de sonicacion con pulsaciones
de 100 amplitudes, repitiéndose cada 10 segundos. La emulsificacion se finalizo
cuando se observé con el objetivo 100x del microscopio la presencia de micelas con
un didmetro de 1um. El Cuadro 4 muestra los detalles de la formulacion de vacunas

de control de adyuvante y de las vacunas de péptidos.

Cuadro 4. Formulacién de las vacunas de péptidos sintéticos.

Cantidad de ingrediente de la vacuna por
animal
Grupo vacunal PBS Péptido en PBS | Adyuvante
estéril (ml) estéril (ml) (ml)
Grupo control 0.5 0 0.5
Grupo inmunizado 0.45 0.05 0.5

La inmunizacion de los animales se realizé en el Campo Experimental “Valle
del Guadiana”, perteneciente al Instituto Nacional de Investigaciones Forestales,
Agricolas y Pecuarias, en el municipio de El Mezquital, Durango, localizado en las
coordenadas Norte 23° 59' y Oeste 104° 37'. Los bovinos recibieron cuatro

inmunizaciones via subcutanea en los dias 0, 21, 42 y 63 del experimento,
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alternando el lado en que se realizé la inoculacion. Para aplicar las vacunas, se

utilizaron jeringas de 3 ml con agujas calibre 18G.

6.3 Obtencion de sueros inmunes.
De cada individuo inmunizado, se obtuvieron muestras de sangre en tubos
vacutainer sin anticoagulante. Las muestras se colectaron de la vena yugular de los

bovinos antes de cada inmunizacién y 14 dias posteriores a la ultima vacunacion.

El suero fue separado por centrifugacion a 3500 rpm durante 10 minutos.
Ademas, se hicieron alicuotas del suero en tubos de 1.5 ml y rotulados con el
namero de identificacién del animal. La Figura 6 representa la linea del tiempo del
experimento y los procesos realizados en cada dia.

o
Dia 0 Dia 21 Dia 42 >— Dia 63 Dia 77 >

Figura 6. Linea del tiempo de las vacunaciones efectuadas para el experimento de
determinacién de inmunogenicidad.
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6.4 Determinacion de inmunogenicidad.

La respuesta inmunitaria de los animales y la produccion de anticuerpos fue
verificada mediante pruebas de ELISA indirecta, incluyendo los procesos de
estandarizacion. Estos ensayos fueron realizados en el Laboratorio de Investigacion
en Inmunologia y Vacunas de la Universidad Autdbnoma de Querétaro, campus

Aeropuerto.

6.4.1 Titulacion de la concentracion de péptidos.

La concentracion de péptido adecuada para sensibilizar la placa de ELISA
correspondiente, se obtuvo siguiendo un protocolo de titulacion de péptidos. Se
colocaron 200 ul del péptido a titular a una concentracién de 8 pg/ml de manera
seriada por triplicado segun lo esquematizado en la Figura 7.
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Figura 7. Esquematizacion del primer paso de la titulacién de péptido.
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En los siguientes pozos, inferiores y por triplicado, se colocaron 100 ul de solucién
carbonato/bicarbonato 0.1 M pH 9.6. La Figura 8 representa los pozos llenados con

esta solucion.
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Figura 8. Segundo paso de latitulacion de péptido.

Posteriormente, se hicieron diluciones seriadas, tomando 100 ul del péptido
concentrado a 8 ug/ml de la fila A y se depositaron en la fila B, homogenizando por
pipeteo antes de liberar la solucion. Se repitié este paso, tomando 100 ul de la fila
B y paséandolo a la fila C, y posteriormente de la fila C a la D. Finalmente, se tomaron
100 pl de la fila D y se desecharon para eliminar el volumen remanente. Este paso
se repitidé con las filas E-H. Con esto, quedaron pozos con 100 ul de solucién de

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

AOOO@M s s/~ D(OOCOOOO)
B[OOO @] ve/m_D( OO
c OOO@[ 2 s/~ DOCOOOO)
D OOOW@M: verm PO
E @O@ 2 8 pg/ml OOOOO
FIOOO @2/~ DOOOOO
| OOO@ - DO
H@@@ 1 pg/ml OOOOO

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



La placa de ELISA se cubrio con film plastico y se incub6 a 4°C toda la
noche. Al dia siguiente, se desecho el liquido de la placa y para proceder con el
primer lavado se agregaron 200 pl de PBS-Tween al 0.05% pH 7.4. La placa se
agitd mediante golpeteos laterales durante 20 segundos y posteriormente se
desecho el liquido y se secoé la placa, esta vez con golpeteos sobre una gaza y con

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

Una vez secas las placas, se realizé el proceso de bloqueo, afiadiendo en
cada pozo 200 pl de PBS Tween 0.05% con leche descremada al 5%, se envolvid
la placa en plastico y se incubé a 37°C durante una hora y con agitacion de 200

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

Posteriormente, en los pozos correspondientes a las filas A-D se colocaron
100 pl del suero pre-inmunizacion en dilucion 1:500 en PBS-Tween 0.05%; en las
filas E-H se colocaron 100 pl del suero correspondiente a 21 dias después de la

segunda inmunizacion. Este paso se esquematiza en la Figura 10.
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Figura 10. Disefio de la placade ELISA con los sueros de pre-inmunizacién y post-
inmunizacién para titulacién de péptidos.
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La placa se envolvio en plastico y se dejé en una incubadora con agitacion,
a 37°C durante una hora y con oscilacion de 200 rpm. Después, se repitié el proceso

de lavado y secado explicado anteriormente.

Posteriormente, en cada pozo se agregaron 100 pl de anticuerpo
secundario anti-lgG unido a peroxidasa en dilucién 1:2000 en PBS-Tween 0.05%.
La placa se envolvio en plastico y se incubé a 37°C durante una hora 'y con agitacion
de 200 rpm. Después, se repitid el proceso de lavado y secado explicado

anteriormente.

Finalmente, se depositaron en cada pozo 100 ul de solucién de revelado
consistente de sustrato dihidrocloruro de o-fenilenediamina (OPD) en buffer citrato
(acido citrico 0.1 M, fosfato de sodio dibasico 0.2 M y 4 pl de perdxido de hidrogeno
al 30%), y la placa se leyo en un lector de placas de 96 pozos a una longitud de
onda de 450 nm con agitacién de 5 segundos. Las lecturas se realizaron a los 15,
20, 25 y 30 minutos, eligiendo la concentracion de péptido y tiempo de lectura en la
cual hubo menor diferencia de densidad éptica entre cada triplicado y mayor
diferencia entre las medias de los triplicados del suero pre-inmunizacion respecto al

post-inmunizacion.

6.4.2 Titulacién de anticuerpo primario.

Los titulos de anticuerpos de los animales inmunizados fueron obtenidos
preparando placas de ELISA individuales por animal y comparando la cantidad de
anticuerpos del suero de segunda inmunizacién respecto al suero de pre-
inmunizacién. Cada placa fue sensibilizada con 100 pl del péptido diluido en

solucion carbonato/bicarbonato pH 9.6 a la concentracidén estandarizada.

El control de conjugado se prepar6 diluyendo suero de bovino en soluciéon
carbonato/bicarbonato pH 9.6 en relacion 1:500. Se depositaron 100 pl en la placa
y por triplicado. La placa se envolvié en plastico y se incub6 toda la noche en
refrigeracion. La placa se lavé con PBS-Tween 0.05% pH 7.4 y fue bloqueada con
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buffer PBS-Tween 0.05% con leche descremada al 5%, similar a lo descrito en el

punto anterior.

Las diluciones de los sueros inmunes se realizaron de la siguiente forma.
Se diluyeron los sueros correspondientes a la segunda inmunizacion en
concentracion 1:125 y se depositaron en la placa por triplicado en las posiciones F1,
G1ly H1. De la misma forma, los sueros pre-inmunizacion se diluyeron a la misma
concentracion y depositaron en las columnas Al, B1 y C1. Posteriormente, en los
siguientes pozos se colocaron 100 pl de buffer PBS-Tween 0.05% pH 7.4.

Realizado lo anterior, se procedid a hacer diluciones seriadas de la
siguiente manera. Se tomaron 100 pl de los pozos que contienen 200 ul del suero
diluido 1:125 y se depositaron en los pozos que se encuentran inmediatamente a la
derecha y se homogenizé mediante pipeteo. Se realizé lo mismo tomando 100 ul de
los pozos de la columna 2 y depositarlos en los pozos que se encuentran
inmediatamente a la columna 3, y sucesivamente hasta llegar a la columna 12, de
la cual se desecharon 100 ul. De esta forma quedarian 100 pl en cada pozo con

las concentraciones que se muestran en la Figura 11.
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Figura 11. Esquematizacién de una placa de ELISA con diluciones seriadas para titulacion de
anticuerpos de sueros inmunes.
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Los sueros se incubaron por 1 hora a 37 °C. Posteriormente se agrego el
anticuerpo secundario en dilucion 1:2000 y la solucién de revelado segun lo descrito

en el punto anterior.

6.4.3 ELISA indirecta para determinacion de anticuerpos.

Por cada péptido utilizado se ocup6 una placa de 96 pozos, la cual se
sensibiliz6 con la concentracion de péptido correspondiente diluido en buffer
carbonato/bicarbonato pH 9.6. El control de conjugado fue preparado depositando
100 pl de suero de bovino diluido en buffer carbonato/bicarbonato en concentracion
1:500. La placa se envolvio en plastico y se dejé incubar en refrigeracion durante
toda la noche, y al dia siguiente se continué con el lavado y bloqueo de la placa
anteriormente descritos. La Figura 12 esquematiza un ejemplo del acomodo en una
placa de ELISA de los sueros de los bovinos vacunados y controles de un grupo de

experimentacion.
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Figura 12. Disefio de la placa de ELISA con los sueros de bovinos no inmunizados e inmunizados.
Para cada placa se analizaron muestras de dos bovinos inmunizados y de ambos controles.



Se agregaron 100 ul de suero diluido a concentracion de 1:500 en PBS-
Tween 0.05% placas se lavaron tres veces con la solucion de lavado. El suero fue
diluido a 1:500 en PBS Tween 0.5% pH 7.4. La placa se incub6 por 1 hora a 37°C,
con agitacion de 200 rpm. Posteriormente, se repitié el proceso de lavado y secado

de la placa.

Se afiadieron 100 pl del anticuerpo secundario de cabra anti-lgG bovina
conjugado a peroxidasa en una dilucion de 1:2000 en PBS Tween 0.5%, y se dejé
incubar por 1 hora a 37°C, con agitacion de 200 rpm. Posteriormente, se repiti el

proceso de lavado y secado de la placa.

Finalmente, se agreg6 en cada pozo 100 pl de la soluciéon de revelado, y la
placa se leyd en un lector de placas de 96 pozos a una longitud de onda de 450 nm,

con tiempo de 25 minutos y agitacion de 5 segundos.

6.4.4 Analisis estadistico

Las diferencias estadisticas entre los sueros de bovinos inmunizados y no
inmunizados fueron determinadas mediante analisis de ANOVA (Armstrong et al.,
2002) y una prueba post-Hoc de Tukey (p<0.05) (Kim, 2015), por cada péptido
analizado y en cada uno de los dias que se obtuvo suero inmune, utilizando el
programa IBM SPSS Statistics 21.

6.5 Analisis bioinformatico de los péptidos

Se realizaron andlisis de alineamiento para verificar que las secuencias de
los péptidos no tuvieran homologia con proteinas del bovino, utilizando el algoritmo
y base de datos del programa BLAST (Basic Local Alignment Search Tool), de la
pagina del NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins). Las
secuencias de aminoacidos de los péptidos se compararon contra las proteinas

reportadas de la especie Bos taurus.

6.6 Desafio biologico
El desafio bioldgico se realiz6 en las instalaciones del Campus Amazcala

de la Universidad Autbnoma de Querétaro, localizadas en el municipio de El
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Marqués, Querétaro, ubicado en las coordenadas Norte 21° 40" y Oeste 100° 36".
Con este experimento se compar0 la respuesta entre animales vacunados y
animales control cuando fueron infestados con R. microplus. Por cada péptido
analizado se utilizaron dos animales inmunizados e infestados, ademas de un par
de bovinos inmunizados con 100 ug de cada péptido. Lo anterior se ilustra en la

Figura 13.
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Figura 13. Conformacién de los animales utilizados en el experimento de infestacion.

6.6.1 Preparacién de vacunas e inmunizacion

Las vacunas fueron preparadas siguiendo el protocolo descrito en el punto
6.2. En cada dosis vacunal se incluyeron 100 ug del péptido individual en cuestién,
excepto para las preparaciones de control que se formularon con la mezcla de

adyuvante y buffer PBS estéril.

Los bovinos inmunizados se mantuvieron en los corrales del Campus

Amazcala de la Universidad Autonoma de Querétaro. Las caracteristicas de los
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animales incluyeron un peso inicial promedio de 150 kg y de raza europea. Cada
animal fue inmunizado en tres ocasiones, con un intervalo de 21 dias entre la
primera y segunda inoculacion, y de 14 dias entre la segunda y tercera. La vacuna
fue aplicada por via subcutanea en la region lateral del cuello, alternando el sitio de

inoculacion.

La respuesta inmunitaria de los bovinos antes de la infestacion se verifico

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

6.6.2 Infestacién con larvas R. microplus

Los becerros fueron trasladados a las jaulas de la Nave de Infectémica
Animal, donde fueron inmovilizados en una trampa para limitar sus movimientos.
Siete dias después de la tercera inmunizacion, a los animales se les coloc6 una
camara de alimentacion de tela elastica en cada costado. La tela fue pegada por los
bordes con adhesivo instantaneo de piel y cuero, y en su interior se liberaron 0.25
g de larvas de R. microplus de 30 dias de edad, para un total de 0.5 g de larvas por

animal.

6.6.3 Colecta de garrapatas y obtencion de datos

Una vez que las garrapatas hembra se repletaron, todas fueron
recolectadas durante los dias 19-26 de la infestacion. Una vez separadas e
identificadas por grupo, se lavaron en una solucién de cloruro de benzalconio al

10% durante 15 minutos.

La primera variable cuantificada fue el nimero de hembras repletas por
grupo experimental, mientras que el segundo dato obtenido para andlisis fue el peso
promedio de las garrapatas. Posteriormente, las garrapatas se colocaron en cajas
Petri a nimero de 25-30 por caja, y se mantuvieron en una incubadora con

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

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

pesar todos los huevos depositados por cada garrapata que sobrevive el ciclo de
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oviposicion de diez dias. Ademas, se calculé el promedio de huevos ovipositados

por garrapata.

Los pardmetros de fertilidad se obtuvieron separando un gramo de huevos
de cada par experimental, juntando 0.5 g de huevos de garrapatas de cada bovino.
Los huevos fueron colocados en viales de vidrio y puestos a incubar a 28°C y 85%
de humedad durante aproximadamente 21 dias hasta la eclosion. Una vez que
ocurrio la eclosion, se dejaron en la incubadora 15 dias antes de contabilizar por

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

6.7 Efecto sobre parametros bioloégicos y céalculo de eficacia vacunal

Los pardmetros bioldgicos se midieron y se hicieron célculos con los
siguientes datos: Numero de garrapatas vivas y muertas (DT), peso de las
garrapatas repletas (DW), peso y masa de oviposicion (DO) y numero de larvas
viables que eclosionan en 1 g de huevos (DF). La medicién y comparacion de los
parametros y el subsecuente calculo de la eficacia vacunal se realiz6 de acuerdo
con lo descrito y utilizado por Canales et al., 1997, Fragoso et al., 1998 y Ortega-

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

Las variables y célculos para obtener los pardmetros biologicos se

realizaron con las siguientes férmulas.

+ DT =100 * [1-(NGT/NGC)], donde NGT = numero de garrapatas repletas y
recolectadas en los animales tratados, y NGC = numero de garrapatas

repletas y recolectadas en los animales control.

« DW =100 * [1-PGV/PGC], donde PGV = peso promedio de las garrapatas
repletas y recolectadas de los animales tratados, y PGC = peso promedio de

las garrapatas repletas y recolectadas de los animales control.

« DO =100 *[1-PPGV/PPGC], donde PPGV = Promedio del peso de los
huevos ovipositados por garrapatas repletas y recolectadas de los animales
tratados, y PPGC = peso de los huevos por garrapatas sobrevivientes en el

grupo control.
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« DF =100 *[(HC—-HT) /HC], donde HC = indice de viabilidad de los individuos

control, y HT = indice de viabilidad de los individuos tratados.
Finalmente, la eficacia vacunal (E) se calcul6 con la siguiente férmula:
100 [1 - (RGA * RGO * CRF)]

« RGA =NTV/NTC = Reduccién del numero de garrapatas recolectadas en los
animales tratados comparado con el nimero de garrapatas recolectadas en

los animales control.

« RGO = PATV/PATC = Reduccién en la masa de oviposicion obtenida de las
garrapatas recolectadas en los animales tratados comparado con la masa de

oviposicion obtenida de las garrapatas recolectadas en los animales control.

*+ RGF = PPLOV/PPLOC = Reduccion en la fertilidad de los huevos obtenidos
de las garrapatas recolectadas en los animales tratados comparado con la
fertilidad de los huevos obtenidos de las garrapatas recolectadas en los

animales control.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Elaboracion de vacunas e inmunizacion de animales

Las dosis vacunales fueron elaboradas individualmente por péptido
analizado, determinandose listas cuando se observd al microscopio un campo
homogéneo de micelas con un tamafo similar o menor a 1 um. La observacion de

una vacuna terminada se aprecia en la Figura 14.

Figura 14. Emulsificacién de la vacuna vista al microscopio (objetivo 100).

Las micelas en las emulsiones obtenidas concuerdan con lo reportado por
Vialle et al. (2010), quienes reportaron un tamafio similar en las micelas al utilizar
un adyuvante de tipo Montanide. Ademas, las micelas de 1 ym tienen el tamafio
adecuado para una efectiva fagocitosis por las células presentadoras de antigeno
(Lindblad, 2004). Cabe destacar que los adyuvantes de tipo emulsiébn estan
recomendados para evaluar vacunas de péptidos sintéticos y recombinantes
(Salvador et al., 2011).
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Con respecto a la seguridad de las vacunas elaboradas, en el presente
experimento no se presentaron reacciones adversas graves, Unicamente se
encontraron granulomas en algunos bovinos después de la tercera inmunizacion.
Los bovinos vacunados no manifestaron signologia adversa al momento de la
inoculacién, corroborando la seguridad de las vacunas elaboradas y de sus
ingredientes. La formulacion de Montanide® ISA 201 como adyuvante mineral agua
en aceite en agua (W/O/W), hace que el compuesto sea menos Viscoso y genere
una menor respuesta inflamatoria. La presencia de Unicamente dos bovinos con
granulomas y la ausencia de otras reacciones adversas concuerda con lo reportado
por Petermann et al. (2017), quienes ocuparon el mismo adyuvante. Esta cualidad
de inocuidad se cumple segun lo requerido por Roth et al. (1999), con respecto a

las caracteristicas que debe tener un adyuvante.

Al utilizar péptidos como antigenos vacunales, incluso al sintetizarlos en
sistema MAP-8 que aumenta su peso molecular, y por lo tanto su inmunogenicidad,
se debe utilizar un buen adyuvante para obtener una mejor respuesta inmunitaria y
eficacia. Los adyuvantes oleosos, como los Montanide®, potencian la respuesta
inmunitaria al liberar lentamente el antigeno e inducir procesos inflamatorios locales
gue atraigan células presentadoras de antigeno (Klimka et al., 2015). El adyuvante
Montanide® ISA 201 es una emulsién que ha sido utilizada en formulacion de
vacunas en bovinos, como en el caso de la Fiebre Aftosa. Se ha encontrado que es
un adyuvante capaz de desencadenar respuestas inmunitarias protectoras de tipo
IgG1 e 1gG2 en bovinos, liberando el antigeno de forma rapida y lenta, y con
anticuerpos de larga duracion (Bozkir & Hayta, 2004; Dar et al., 2013; Ibrahim et al.,
2015).

De acuerdo con las respuestas humorales reportadas y la caracteristica de
seguridad obtenida, este adyuvante deberia funcionar en vacunas contra garrapata.

Para conocer su funcionalidad, ain se debe determinar si sus propiedades fisico-
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quimicas son aptas para formar parte de vacunas comerciales, similar a estudios
realizados con Montanide® ISA 50 y la vacuna GAVAC, ademas que se ha descrito
que los adyuvantes agua en aceite son mas eficaces en formulaciones contra

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

7.2 Determinacion de inmunogenicidad

Durante la estandarizacion de las pruebas de ELISA, para la concentracion
de péptido requerido para la sensibilizacion de las placas, se obtuvieron valores de
entre 1 y 8 pug/ul de péptido. Los resultados de la estandarizacién son similares a
los utilizados en los experimentos de Patarroyo et al., 2002 y Tafar-Gémez et al.,
2020 quienes realizaron ELISAS indirectas con cantidades de 0.5 a 5 ug/ul, pero
significantemente menor a la cantidad de péptido recombinante reportado por
Mendoza-Martinez et al., 2021. El Cuadro 5 compara los resultados obtenidos en
este experimento y otros de trabajos similares que estandarizaron ELISAS con

péptidos de garrapatas.

Cuadro 5. Concentraciones de péptidos de garrapata utilizados para sensibilizar placas
de ELISA.

Péptido de Tipo de Concentracion Referencia
estudio péptido utilizada (pg/pl)
VDAC 1 Sintético 1
VDAC 2 Sintético 4
VDAC 3 Sintético 1 Este estudio
VDAC 4 Sintético 8

Voraxina 1 Sintético 4

Voraxina 2 Sintético 8

Voraxina 3 Sintético 8

Voraxina 4 Sintético 4

Chitinasa 1 Sintético 8

Chitinasa 2 Sintético 4
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Chitinasa 3 Sintético 8
Chitinasa 4 Sintético 4
SBm4912 Sintético 5 Patarroyo et al., 2002
SBm7462 Sintético 2 Tafar-Gomez et al., 2020
SBm19733 Sintético 0.2
Subolesina Recombinante 0.1 Mendoza-Martinez, et al.,
2021
BD86 Sintético 0.5 Kopp et al., 2009
ATAQ Sintético 1 Rangel-Aguirre et al.,
2016
Acuaporina 2 Sintético 1 Scoles et al., 2022
PO Sintético 1 Rodriguez-Mallon et al.,
2015

La respuesta inmunitaria de cada animal se pudo monitorear mediante las
pruebas de ELISA indirecta. En 10 de los 12 pares de animales inmunizados con
los péptidos, se observo un resultado positivo y con diferencia estadisticamente
significativa (p<0.05) respecto a los controles a partir de la segunda inmunizacion,
mientras que en el caso de los péptidos Chitinasa 3 y VDAC 1, en un bovino fue
observado una diferencia significativa (p<0.05) desde la primera inmunizacién. No
obstante, la respuesta inmunitaria de todos los animales decrecié hasta niveles
inferiores al punto de corte tras la segunda aplicacién, con excepcién de individuos
inmunizados con los péptidos VDAC 3, Voraxina 3, Voraxina 4 y Chitinasa 3, en los
cuales se observo un mantenimiento significativo de la respuesta inmunitaria tras
aplicar las dosis subsecuentes y por encima del punto de corte. Los sueros de los
animales de control se mantuvieron siempre debajo del punto de corte. Los
resultados de los péptidos inmunogénicos se muestran en las Figuras 15-18,
mientras que las graficas de aquellos péptidos descartados se muestran en las
Figuras 19-26.
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Figura 15. Grafica de inmunogenicidad del péptido VDAC 3. Dilucién 1:500. Bovinos 7511y
7512 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante.
En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 16. Graficade inmunogenicidad del péptido Chitinasa 3. Dilucion 1:500. Bovinos 6844
y 8727 inmunizados con 100 ug del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 17. Grafica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 3. Dilucién 1:500. Bovinos 5902
y 8149 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 18. Grafica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 4. Dilucién 1:500. Bovinos 7503
y 7506 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se seflalan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).

50



VDAC 1

N° de Bovino
- 7539
- 8148
- 7540

- 8738
=« Punto de Corte

D.O. (450 nm)

’\ Inmunizacion

X0 \21 42 N\e 77

Dia de Experimento

Figura 19. Grafica de inmunogenicidad del péptido VDAC 1. Diluciéon 1:500. Bovinos 7539 y
8148 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540y 8738 inmunizados con adyuvante.
En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 20. Grafica de inmunogenicidad del péptido VDAC 2. Dilucién 1:500. Bovinos 8157 y
9948 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540y 8738 inmunizados con adyuvante.
En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 21. Gréafica de inmunogenicidad del péptido VDAC 4. Dilucién 1:500. Bovinos 7502 y
7513 inmunizados con 100 ug del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con adyuvante.
En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de
ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Figura 22. Grafica de inmunogenicidad del péptido Voraxina 1. Dilucién 1:500. Bovinos 8155
y 8160 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se seflalan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Voraxina 2
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Figura 23. Gréaficade inmunogenicidad del péptido Voraxina 2. Dilucién 1:500. Bovinos 5903
y 8151 inmunizados con 100 upg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se seflalan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).

Chitinasa 1

N° de Bovino
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- 7514
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Figura 24. Gréficade inmunogenicidad del péptido Chitinasa 1. Dilucion 1:500. Bovinos 7508
y 7514 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se seflalan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Chitinasa 2

N° de Bovino
- 7510
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- 7540

- 8738
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Figura 25. Graficade inmunogenicidad del péptido Chitinasa 2. Dilucién 1:500. Bovinos 7510
y 8147 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con

adyuvante. En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).

Chitinasa 4
N° de Bovino

037 7989

0.8- g
E 0.6 - 7540
8 0.5 — 8738
s 8 1
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Figura 26. Graficade inmunogenicidad del péptido Chitinasa 4. Dilucion 1:500. Bovinos 7989
y 8747 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 7540 y 8738 inmunizados con
adyuvante. En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Los niveles de D.O. alcanzados en los animales inmunizados son parecidos
a lo reportado por Patarroyo et al. (2002) y Almazan et al. (2005), quienes también
inmunizaron con péptidos sintéticos. La diferencia estadistica significativa respecto
a los controles aparecio después de aplicar la segunda dosis, similar a lo obtenido
por Patarroyo et al. (2002) y Tafur-Gomez et al. (2020).

La respuesta inmunitaria fue monitoreada con las pruebas de ELISA, y para
esta se eligi6 una dilucion de 1:500 de los sueros inmunes, ya que fue la
concentracion optima para ver los cambios en los niveles de anticuerpos durante el
experimento (Scoles et al., 2022). Los péptidos inmunogénicos con los que se
decidi6 proseguir con el experimento de infestacion se determinaron por las
siguientes caracteristicas: Ambos bovinos generan anticuerpos a niveles
estadisticamente significativos respecto al control con un méaximo de dos
inmunizaciones y la respuesta inmunitaria no decrece por debajo del punto de corte

con las vacunaciones posteriores.

Se obtuvieron titulos de anticuerpos de 1:1000 en los péptidos
inmunogénicos VDAC 3, Chitinasa 3, Voraxina 3 y Voraxina 4 al analizar los sueros
correspondientes a la segunda inmunizacion. Estos valores corresponden a lo
observado por Almazan et al. (2010) y Merino et al. (2013), quienes obtuvieron
titulos de 1:1000. A pesar de que muchos autores encontraron y evaluaron
antigenos vacunales con diluciones de suero que van de 1:25 a 1:250 (Martiz-Oliver
et al., 2012; Lambertz et al., 2012; Ortega-Sanchez et al., 2020; Patarroyo et al.,
2020; Scoles et al.,, 2022), se debe recalcar que la cantidad de anticuerpos
presentes en el suero se correlacionan con la inmunidad generada y porcentaje de
eficacia alcanzada (de la Fuente et al., 1995; de la Fuente et al., 1998; Merino et al.,
2011). Otro dato a considerar es que a mayor concentracion y cantidad de
anticuerpos generados, mayor probabilidad que estos alcancen su sitio objetivo, ya
gue solo el 1-5% de los anticuerpos que ingiere la garrapata logran llegar a la
hemolinfa y a su 6rgano blanco, esto debido a que las garrapatas son capaces de

eliminar el suero sanguineo a través de sus glandulas salivales y cuentan con

55



mecanismos moleculares que atrapan y eliminan la mayor parte de las

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

Al ser la primera vez que se evallan péptidos de estas proteinas, no hay
otro estudio que sirva punto de comparacién de la inmunogenicidad de estos
antigenos. Ahora bien, en el caso de VDAC 3, se resalta que los titulos de
anticuerpos obtenidos son superiores a los reportados en la ELISA indirecta contra
la proteina recombinante BmVDAC, descrito por Ortega-Sanchez et al. (2020),
quienes utilizaron diluciones 1:100. En el caso particular de voraxina, Unicamente
en un estudio previo se habian realizado pruebas de ELISA con la subunidad alfa
recombinante de voraxina de R. appendiculatus, consiguiéndose titulos de 1:1000
en conejos (Yamada et al.,, 2009). Ademas, en un estudio con una quitinasa
recombinante de H. longicornis, se obtuvieron titulos de anticuerpos de 1:5000 a

1:8000 en ratones, mediante western blot (You & Fujisaki, 2009).

Sin embargo, no todos los animales inmunizados tuvieron la misma
respuesta inmunitaria. Esta variacion puede deberse a diversos factores, descritos
por Roth et al. (1999), como: Alteraciones en la vacuna, enfermedades infecciosas
concurrentes 0 estrés e inmunosupresion en el animal. Adicionalmente, se ha
descrito que la respuesta inmunitaria en bovinos puede ser variable debido a
factores relacionados al complejo principal de histocompatibilidad (MHC), puesto
gue un animal con caracteristicas homocigotas en los dos alelos del MHC tendra
una respuesta mas limitada que los animales heterocigotos (Tizard et al., 2019). A
pesar de esto, de la Fuente et al. (1995), encontraron que Unicamente el 6% de
bovinos inmunizados con Bm86 recombinante en situaciones de campo, no

generaron anticuerpos contra el antigeno.

La caida de la respuesta inmunitaria en los bovinos inmunizados con VDAC
1, VDAC 2, VDAC 4, Voraxina 1, Voraxina 2, Chitinasa 1, Chitinasa 2 y Chitinasa 4
se pudo deber a que los programas bioinforméaticos utilizados para la prediccion de
epitopos tienen tasas de error, con eficacias de 58.7% (Saha & Raghava, 2004),
65.93% (Saha & Raghava, 2006) y 70% (Fleri et al., 2017).
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7.3 Analisis bioinformatico

Los analisis bioinformaticos en todos los péptidos permitieron contrastar las
secuencias de aminoacidos contra proteinas reportadas del bovino. Asi, se encontré
que algunos péptidos comparten homologias en cinco o mas aminoacidos
contiguos, y se cree que puede haber interferencia porque los epitopos predichos
no son especificos y puede haber cierta tolerancia a los antigenos, pero esto no ha
podido demostrarse (Ortega-Sanchez et al., 2020). Los péptidos VDAC 3, Voraxina
3, Voraxina 4 y Chitinasa 3 comparten secuencias de aminoacidos continuas con

algunas proteinas del bovino y aun asi resultaron ser inmunogénicos.

En el caso de los péptidos de VDAC, los péptidos 1, 2 y 4 resultaron tener
similitudes con VDAC del bovino, con homologias de hasta 73% y coberturas de
hasta 100%, mientras que el péptido inmunogénico VDAC 3 tiene identidad con
enzimas de localizacion intracelular. Los analisis BLAST de los péptidos de VDAC

se muestran en las Figuras 27-30.

VDAC 1
W e Max Total Quey E  Per Ac.
Descript Scientific N

escnvp 9 aemE AR Score Score Cover value  Ident ' Len

v v v v v v

; plasmalemmal porin (Bos taurus] Bos taurus 31 31 %% 0003 7222% 282
|

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 isoform X1 [Bos taurus] Bos taurus 31 341 94% 0003 7222% 283

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [Bos taurus| Bos taurus 31 31 %% 0003 7222% 283

1 voltage-dependent anion channel 3 [Bos taurus)| Bos taurus 333 333 100% 0005 61.90% 78

'8 vottage-dependent anion-selectve channel protein 3 Bos taurus] Bos taurus 33 33 100% 0005 61.90% 283

i voltage-dependent anion-selective channel protein 3 isoform X1 (Bos taurus] Bos taurus 333 333 100% 0.005 61.90% 284
|

{8 voltage-dependent anion-selective channel protein 2 Bos taurus| Bos taurus 33 333 8% 0005 6842% 204
\

\ voltage-dependent anion channel 2 [Bos taurus} Bos taurus 33 B3 89% 0005 6842% 294
!

' TPA: voltage-dependent anion-selective channel protein 2-like [Bos taurus Bos taurus 33 33 8% 0005 6842% 294
|

voltage-dependent anion channel 2 [Bos taurus} Bos taurus 33 383 89% 0005 6842% 294

Figura 27. Analisis BLAST del péptido VDAC 1.
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VDAC 2

Description
v

(<]

plasmalemmal porin [Bos taurus]

(< |

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 isoform X1 [Bos taurus

[ <)

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [Bos taurus]
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voltage-dependent anion channel 3 [Bos taurus]
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voltage-dependent anion-selective channel protein 3 isoform X1 [Bos taurus)

(<]

TPA: hypothetical protein BOS 25100 [Bos taurus)

insulin-fike growth factor-binding protein 4 precursor [Bos taurus]

[ < B < |

CXHXORF15 protein [Bos taurus
gamma-taxilin Bos taurus]

(<]

Scientific Name
v

Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus
Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus

Bos taurus

Max  Total Query
Score Score Cover

v

v

\/

%3 363 100%

363
%3
31
31
3.1
3038
286
24
24

33
33
341
341
341
308
286
24
214

100%
100%
100%
100%
100%
1%
44%
1%
1%

value
v

de-04
de04
de-04
0.002
0.002
0002
0.037
021

0.60

060

Per.  Acc.

[dent  Len
v v

1220% 282
1222% 283
1220% 283
1220% 18
1220% 283
2% 24
78.57% 200
100.00% 258
43% 34
1143% 512

Figura 28. Analisis BLAST del péptido VDAC 2.

VDAC 3

Description
v

myristoy! CoA:protein N-myristoyliransferase [Bos taurus]

(< |

TPA: glycylpeptide N-tetradecanoyiransferase 1 [Bos taurus

glycylpeptide N-tetradecanoytransferase 1 [Bos taurus]

RecName: Full=Glycylpeptide N-{etradecanoyiransferase 1: AltName: Full=Myristoyl-CoA'protein N-myfi...

nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 isoform X2 (Bos taurus]

type I Nemyristoytranferase [Bos taurus

nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 isoform X5 (Bos taurus]

nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 isoform X4 [Bos taurus]

nuclear receptor subfamily 5 group A member 2 isoform X3 [Bos taurus|

alycylpeptide N-tetradecanoyltransferase 2 [Bos taurus]

Scientific

Name
v

Bos taurs
Bos taurus
Bos taurus
Bos taurus
Bos taurus
Bos taurus
Bos taurus

Bos taunus

Bos taurus

Bos taurus

Max  Total Query
Score Score Cover

v

251
2.1
21
2.1
240
240
240
240
240
240

v

%1
2.1
2%
251
40
240
240
240
240
240

Figura 29. Analisis BLAST del péptido VDAC 3.
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value
v

22
22
22

Per.  Acc.

[dent Len
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81.82% 416
81.82% 4%
81.82% 4%
81.82% 497
66.67% 434
1273% 445
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VDAC 4

Max Total Quey E = Per Ac

Desczption ScientiﬁsName Score Score Cover value  Ident  Len

v i v| v | v | v |w

voltage-dependent anion-selective channel protein 1 isoform X1 [Bos taurus) Bos taurus 464 464 95% 1e07 T7368% 283
voltage-dependent anion-selective channel protein 1 [Bos taurus) Bos faurus 464 464 95% 1e-07 T7368% 283
plasmalemmal porin [Bos taurus] Bos taurus 464 464 95% 1e-07 7368% 282
voltage-dependent anion-selective channel protein 3 [Bos taurus] Bos taurus 431 431 95% 2e06 68.42% 283
voltage-dependent anion-selective channel protein 3 isoform X1 [Bos taurus] Bos taurus 431 431 9% 2006 68.42% 284
voltage-dependent anion-selective channel protein 2 [Bos taurus] Bos faurus 431 564 90% 206 7222% 294
voltage-dependent anion channel 2 (Bos taurus] Bos taurus 431 564 90% 2006 7222% 294
TPA: voltage-dependent anion-selective channel protein 2-iike (Bos taurus) Bos taurus 431 564 0% 206 7222% 294
voltage-dependent anion channel 2 [Bos taurus] Bos taurus 431 54 90% 2006 7222% 294
G patch domain-containing,protein 3 isoform X1 (Bos taurus] Bos taurus 21 30 65% 25 5263% 454

Figura 30. Analisis BLAST del péptido VDAC 4.

La similitud mas importante del péptido Voraxina 1 es con cadenas pesadas
de anticuerpos del bovino, especificamente con IgM e IgG, compartiendo identidad
de 87% y cobertura de 50%.

En el caso de Voraxina 2, esta tiene similitudes con una proteina de control
del ciclo celular, con una endonucleasa y una proteina vacuolar, con similitudes de
64 -100% y cobertura de 80%.

Voraxina 3 y Voraxina 4 tienen como maximo cuatro aminoacidos
consecutivos, de una isoforma del nidégeno, con cobertura de 77%, y con isoformas
de una enzima metil-transferasa, con cobertura de 75%. Los analisis BLAST de los

péptidos de voraxina se muestran en las Figuras 31-34.
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Voraxina1

et SN | Ot e i

v v v v v v

immunoglobulin mu heavy,chain [Bos taurus] Bos taurus A8 N8 50% 40 8750% 157
yrosine--RNA ligase, cytoplasmic [Bos taurus] Bos taurus 18 18 3% 4 10000% 528
TPA: tyrosy-HRNA synthetase, cytoplasmic [Bos taurus] Bos taurus A8 18 3% 41 10000% 528
YARS protein (Bos taurus} Bos faurus 18 18 3% 41 100.00% 528
thioredoxin reductase 1 [Bos taurus] Bos taurus A4 214 50% 56 75.00% 102
immunoglobulin gamma heavy,chain [Bos taurus| Bos taurus N4 N4 0% 57 8750% 152
kelch domain-containing protein 2 (Bos taurus] Bos taurus A4 N4 8% 57 8.71% 406
thioredoyin reductase 1, cytoplasmic [Bos taurus] Bos taurus A4 A4 50% 58 T7500% 499
class 1-like follicle-stimulating hormone beta polypeptide precursor [Bos taurus] Bos taurus 210 210 3% 80 833% 129
folitropin subunit beta precursor [Bos taurus] Bos taurus 20 210 3% &0 8333% 129

Figura 31. Andlisis BLAST del péptido Voraxina 1.
Voraxina 2

Descipﬁon Scientiﬁ:Name Sh:::e ;2:'9 g::g vafue IZ:I:t ﬁ;

v v v v v v

cell cycle control protein 508 [Bos taurus| Bos taurus 57 57 76% 20 6420% 353
cell cycle control protein S0A [Bos taurus] Bos taurus 57 67 16% 20 6420% 31
{RNA-splicing endonuclease subunit Sent5 [Bos taurus] Bos taurus 285 85 4% 12 10000% 168
TPA: vacuolar protein sorting-associated protein 16 homolog [Bos taurus] Bos faurus 285 285 10% 12 69.23% 839
vacuolar protein sorting-associated protein 16 homolog [Bos taurus] Bos taurus 285 85 0% 12 6923% 839
TPA: mutS homolog 3 [Bos taurus| Bos taurus 25 528 8% 12 4683% 95
DNA mismatch repair protein Msh3 [Bos taurus] Bos taurus 285 528 8% 12 458% 99
DNA mismatch repair protein Msh3 isoform X4 [Bos taurus] Bos taurus 285 41 8% 12 4583% 943
DNA mismatch repair protein Msh3 isoform X3 (Bos taurus] Bos taurus 85 41 8% 12 458%% 1015
DNA mismatch repair protein Msh3 isoform X2 [Bos taurus)] Bos taurus 25 411 8% 12 458%% 1118

Figura 32. Andlisis BLAST del péptido Voraxina 2.
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Voraxina 3

Desciption Scientiﬁf Name S'\:::e ST::arle 2::2[ vafue

viv| v |vw

TPA: nidogen 1 [Bos taurus] Bos taurus 265 541 1% 21
nidogen-1isoform X1 [Bos taurus] Bos taurus 65 51 % 21
nidogen-1 precursor [Bos taurus] Bos taurus 65 541 1% 21
rab'1 family-interacting protein § isoform X2 [Bos taurus) Bos taurus 67 46 5% 41
rab?1 family-interacting protein 5 isoform X1 [Bos taurus) Bos taurus 67 416 5% 41
TOG array regulator of axonemal microtubules protein 1 isoform X6 [Bos taurus] Bos taurus 52 46 6% 58
TOG array regulator of axonemal microtubules protein 1 isoform X5 [Bos taurus)] Bos taurus %62 416 6% 58
TOG array requlator of axonemal microtubules protein 1 isoform X4 [Bos taurus] Bos taurus 52 46 6% 58
TOG array requlator of axonemal microtubules protein 1 isoform X3 [Bos taurus] Bos taurus %2 416 6% 58
TOG array regulator of axonemal microtubules protein 1 isoform X2 (Bos taurus] Bos taurus %2 416 6% 568

Figura 33. Andlisis BLAST del péptido Voraxina 3.
Voraxina 4
i et Max ' Total Que

Descrlptlon Suentlﬂ'c o2l Score Score Cov:: vafue

v v v v

histone-lysine N-methyliransferase EHMT2 isofom X3 (Bos taurus)] Bos taurus U4 09 7% 50
histone-lysine N-methyltransferase EHMT2 [Bos taurus] Bos taurus 24 399 7% 60
histone-lysine N-methyltransferase EHMT2 isofom X2 [Bos taurus] Bos faurus 24 309 75% 50
histone-lysine N-methyltransferase EHMT2 isofom X1 [Bos taurus) Bos taurus U4 09 7% 50
TPA: euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 2 [Bos taurus] Bos taurus A4 209 6% 50
Cetq [Bos taurus)] Bos taurus B5 85 6% 99
Ca model of bovine TRICICCT derived from a 4.0 Angstrom cryo-EM map [Bos taurus] Bos taurus 25 235 68% 10
TPA: T-complex protein 1 subunit theta-[ike (Bos taurus] Bos taurus 25 285 68% 10
T-complex protein 1 subunit theta [Bos taurus) Bos taurus 85 85 6% 10
T-complex protein 1 subunit theta isoform X1 [Bos taurus] Bos taurus 285 235 6% 10

Figura 34. Andlisis BLAST del péptido Voraxina 4.
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69.23% 1053
69.23% 1240
69.23% 1241
88.89% 1221
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66.67% 1653
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Los péptidos Chitinasa 1 y 2 tiene similitud en dos y tres aminoacidos
consecutivos con isoformas de proteinas del bovino, pero no resultaron ser
inmunogénicos. Chitinasa 1 tiene similitud de hasta 66% con isoformas de una
glicoproteina de oviducto.

Chtinasa 2 tiene identidad con una proteina transcripcional, denominada
tipo mastermind. El péptido Chitinasa 3, inmunogénico, no tuvo mas de tres
aminoacidos consecutivos con similitud en isoformas de una glicoproteina de
oviducto, y una identidad maxima de 57%. Chitinasa 4 tiene similitudes en mas de
cuatro aminoacidos con proteinas de distinto origen del bovino. Los analisis BLAST

de los péptidos de chitinasa se muestran en las Figuras 35-38.

Chitinasa 1
Descin Scientific  Max  Totl Query E  Per Acc
,p Name  Score Score Cover value Ident Len
v v v v v v v
oviduct-specific glycoprotein-ike isoform X7 [Bos taurus] Bostauus 265 265 66% 18 64.29% 507
oviduct-specific qlycoprotein-like isoform X6 [Bos taurus] Bostauus 265 265 66% 18 64.29% 512
oviduct-specific glycoprotein-ike isoform X5 [Bos taurus] Bostauus 265 265 66% 18 6429% 520
oviduct-specific glycoprotein-like isoform X4 [Bos taurus] Bostaus 265 265 66% 18 6429% 52

RecName: Full=Oviduct-specific glycoprotein; AltName: Full=Estrogen-dependent oviduct protein: AliNa... Bostauus 265 265 66% 18 6429% 537

oviduct-specific qlycoprotein-{ike isoform X3 [Bos taurus) Bostauus 265 265 66% 18 64.29% 538
oviduct-specific glycoprotein-like isoform X2 [Bos taurus) Bostaus 265 265 66% 18 64.20% 539
oviduct-specific glycoprotein isoform X2 [Bos taurus] Bostauus 265 265 66% 18 6429% 540
oviduct-specific qlycoprotein-fike isoform X1 [Bos taurus) Bostauus 265 265 66% 18 64.20% 551
oviduct-specific qlycoprotein isoform X1 Bos taurus} Bostauus 265 265 66% 18 64.29% 552

Figura 35. Andlisis BLAST del péptido Chitinasa 1.
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Chitinasa 2

Description
v

mastermind-like protein 2 isoform X2 [Bos taurus]
mastermind-like protein 2 isoform X1 [Bos faurus|

TPA: mastermind-{ike protein 2 [Bos taurus]

mastermind-fike protein 2 [Bos taurus]

{estis-expressed protein 50 precursor [Bos taurus]

cystatin-13 Bos taurs|

Scientific Name L2 L

Per.  Acc.

- Score Score Cover value Ident Len

v v v

Bos taurus 209 209 9%

Bos taurus 29 29 95%
Bos taurus 209 29 9%

Bos taurus 29 299 95%
Bos taurus 269 269 54%
Bos taurus %7 450 36%

v

0.13
013
0.3
013
14
39

v v

44.83% 979
44.83% 1060
4483% 128
44.83% 1128
64.71% 179
T1.78% 141

TPA: cystatin-8-fike [Bos taurus] Bos taurus 67 450 3% 40 T7778% 209
phosphatidylinositol 4 5-bisphosphate 3-kinase catalytic subunit beta isoform [Bos taurus) Bos taurus B7 441 4% 41 60.00% 1070
Bel2 protein [Bos faurus} Bos taurus 262 252 50% 56 5455% 185
apoptosis requlator Bcl-2 isoform X4 [Bos taurus] Bos taurus %2 252 50% 56 5455% 186

Figura 36. Andlisis BLAST del péptido Chitinasa 2.

Chitinasa 3

I T 3
Desciption Scientiﬁ'cName SN:::e ST:ot:e 8::2; vafue IZ:nt ?31
viv|iv| v | v|vw
oviduct-specific glycoprotein-ike isoform X12 [Bos taurus] Bos taurus 269 269 8% 098 57.8%% 437
oviduct-specific glycoprotein-fike isoform X11 [Bos taurus| Bos taurus 269 269 8% 098 5789% 446
oviduct-specific glycoprotein-like isoform X10 [Bos taurus] Bos taurus 269 269 8% 098 57.89% 459
oviduct-specifc qlycoprotein-like isoform X9 [Bos taurus] Bos taurus 269 269 8% 098 57.8%% 465
oviduct-specific glycoprotein (Bos taurus} Bos taurus 269 269 8% 098 57.8%% 480
oviduct-specifc glycoprotein-{ke isoform X8 [Bos taurus) Bostaurus 69 269 8% 098 57.8%% 491
oviduct-specific glycoprotein-like isoform X7 [Bos taurus)] Bos taurus %9 269 8% 098 57.89% 507
oviduct-specfic glycoprotein-like isoform X6 [Bos taurus] Bos taurus 269 29 8% 098 5789% 512
oviduct-specific glycoprotein-ike isoform X5 [Bos taurus] Bos taurus 69 29 8% 098 578%% 520
oviduct-specific glycoprotein-{ike isoform X4 [Bos taurus) Bos taurus 69 29 8% 098 5789% 526

Figura 37. Andlisis BLAST del péptido Chitinasa 3.
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Chitinasa 4

Description Scientific Name
v v
metalloreductase STEAP? [Bos taurus] Bos taurus

Adisintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 12 precursor [Bos taurus Bos taurus

TPA: chromosome 10 open reading frame 11-like [Bos taurus] Bos taurus
leucine-rich melanocyte differentiation-associated protein isoform X2 [Bos taurus] Bos taurus
leucine-rich melanocyte differentiation-associated protein isoform X1 [Bos taurus] Bos taurus
semaphorin-4C isoform X3 [Bos taurus] Bos taurus
semaphorin-4C precursor Bos taurus}] Bos taurus
semaphorin-4C isoform X2 [Bos taurus] Bos taurus
TPA: d(2) dopamine receptor [Bos taurus] Bos taurus
(9 012 dopanive eceporisoom X1 [Bos luns| Bos auns

Max  Total Query

Score Score Cover value

v

286
204
%9
%69
%69
2.1
2.1
2.1
48
48

v

26
274
269
269
269
2.1
399
399
399
399

v
80%
76%
36%
3%
3%
47%
62%
52%
95%
95%

Figura 38. Analisis BLAST del péptido Chitinasa 4.

Aunque la mayoria de los receptores de células T y B que reconocen
secuencias de aminoacidos propias son eliminadas durante el desarrollo, el
repertorio que tienen estos receptores es muy extenso y puede que se mantengan
algunos receptores de baja afinidad contra proteinas propias, sobre todo en aquellas
gue se mantienen intracelularmente, se expresan en bajas concentraciones o que

en condiciones normales no se exponen a las células inmunitarias (Janeway et al.,

2001).

64

E
v
032
092
13
13
13
26
26
26
11
11

Per.
[dent

v

47.06%
58.82%
87.50%
87.50%
87.50%
12.73%
1273%
1273%
52.38%
52.38%

Acc.

Len
v

490
1607
1
26
21
692
833
890
443
443



7.4 Desafio biologico e infestacion experimental

Antes de infestar a los animales con las larvas de R. microplus, se verifico
la respuesta inmunitaria de los bovinos inmunizados. Para esto, nueve dias después
de la segunda inmunizacion se colectaron muestras de suero y se realizaron las
pruebas de ELISA indirecta anteriormente descritas para cada individuo y por
péptido analizado. Adicionalmente, una ultima muestra de suero se obtuvo doce
dias después de la segunda inmunizacion, y se decidio aplicar una tercera dosis
catorce dias después de aplicar la segunda vacuna. Las Figuras 39 a 42 muestran

la respuesta inmunitaria de los animales antes de la infestacion con larvas.

VDAC 3

N° de Bovino

-~ 0559

= 0556

-+ 0546

-+ 0560

-~ 0552

o 9941

= Punto de Corte

D.O. (450 nm)

’\0 ‘\2'1 3'0 3'3 \ Inmunizacion
Dia de Experimento

Figura 39. Gréafica de la inmunogenicidad del péptido VDAC 3 antes de la infestacion.
Dilucién 1:500. Bovinos 0559 y 0556 inmunizados con 100 pg del péptido; bovinos 0546
y 0560 inmunizados con 100 ug de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con
adyuvante. En * se sefialan los sueros con diferencia estadistica significativa mediante
prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Chitinasa 3
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Figura 40. Grafica de la inmunogenicidad del péptido Chitinasa 3 antes de la infestacion. Dilucion
1:500. Bovinos 9942 y 0557 inmunizados con 100 upg del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados
con 100 uyg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se sefialan los
sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).

Voraxina 3
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Figura 41. Gréfica de la inmunogenicidad del péptido Voraxina 3 antes de la infestacién. Dilucidn
1:500. Bovinos 0553 y 0545 inmunizados con 100 ug del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados
con 100 pg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se sefialan los
sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).
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Voraxina 4
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Figura 42. Gréafica de la inmunogenicidad del péptido Voraxina 4 antes de la infestacién. Dilucién
1:500. Bovinos 0554 y 0547 inmunizados con 100 ug del péptido; bovinos 0546 y 0560 inmunizados
con 100 pg de cada péptido; bovinos 0552 y 9941 inmunizados con adyuvante. En * se sefialan los
sueros con diferencia estadistica significativa mediante prueba de ANOVA y post hoc Tukey (p<0.05).

Durante la infestacion experimental, un bovino inmunizado con la mezcla de
los cuatro péptidos (nimero 0560) fue retirado del experimento debido a problemas
clinicos. Por lo tanto, la obtencién de datos en ese bovino fue considerado
incompleto y se decidi6 eliminar de la comparativa ese par de bovinos
experimentales inmunizados con el coctel de péptidos. Para fines practicos, se
decidié comparar el bovino inmunizado con los cuatro péptidos y que complet6 el
experimento (0546) con el bovino de control (0552) mas semejante en cuanto a raza
y peso, y se muestra en el apéndice (Cuadro 8). Los bovinos fueron infestados con
0.5 g de larvas de R. microplus (0.25 g/lado del bovino). Las garrapatas fueron
recolectadas durante los dias 19 a 26 de la infestacion, hasta que finalizé la
replecion de garrapatas. El primer parametro biologico evaluado fue la

supervivencia de las garrapatas, y los resultados se presentan en la Figura 43.
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Efecto Sobre la Supervivencia
de Garrapatas

2200-
8 2000
4
S S 1800+
S S
© 8 16004
T O
gé 1400
=
= 1200+
1000- .
N > >3
'60 V’o >’ “b‘b R
S L & & S
&) X 2F @
&) Ao‘ AO

Figura 43. Numero total de garrapatas recolectadas al final de la
infestacion.

De los dos bovinos de control se recolectaron un total de 1967 garrapatas
repletas, mientras que en los animales inmunizados con péptidos hubo una
disminucion en la supervivencia, con excepcion de los bovinos inmunizados con
Voraxina 4. En total, con respecto a los controles, hubo una disminucion de 7.72%
con VDAC 3 (n=1815); de 17.5% con Voraxina 3 (n=1622); y 18.75% con Chitinasa
3 (n=1598), mientras que el aumento con Voraxina 4 fue del 3.81% (n=2042).

La disminucién del nimero garrapatas al inmunizar con VDAC 3 se ha
demostrado por Ortega-Sanchez et al. (2020), quien reportd un 30% de disminucién
al vacunar con rBmVDAC. A pesar de que los ensayos de ELISA indican que se
obtuvo una mayor concentracién de anticuerpos al inmunizar con un solo péptido
de VDAC que con la proteina recombinante completa, la diferencia de mortalidad

entre ambos experimentos puede deberse a que la proteina completa desencadena
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una produccion de anticuerpos dirigidos contra distintas regiones de la proteina,
afectdndola mas eficientemente al bloquear distintos sitios. La mortalidad puede
deberse a que VDAC es una proteina que regula el flujo de metabolitos entre la
célula y el ambiente extracelular, y la unién de anticuerpos puede interrumpir con
los procesos de apertura/cierre del canal y afectar el equilibrio celular al impedir la
entrada o salida de moléculas indispensables para la supervivencia del organismo
(Shoshan et al., 2010: Varughese et al., 2021).

Quitinasa es una enzima con bastantes funciones en los procesos de muda
y crecimiento, convirtiéndola en una proteina fundamental para el desarrollo de las
distintas fases de las garrapatas. Se ha reportado mortalidad en garrapatas H.
longicornis al vacunar con esta enzima recombinante, disminuyendo en 20% la
cantidad de garrapatas que alcanzan la fase adulta, principalmente debido a muerte
interestadial de las ninfas (You & Fujisaki, 2009). En este estudio, se identificé una
mortalidad de 18.75% de las garrapatas desafiadas con Chitinasa 3, no obstante,
debido a las caracteristicas biologicas de R. microplus como garrapata de un solo
hospedero, no fue posible identificar el estadio predominantemente afectado. La
reduccion de la supervivencia de las garrapatas se puede deber a lo anterior, pues
la afectacion de esta enzima impide el desarrollo interestadial y una menor cantidad
de garrapatas pueden llegar al estadio adulto y ser recolectadas (Zhang et al.,
2021). Sin embargo, al haber muchas enzimas involucradas en los procesos de
ecdisis y apdlisis, afectar solo una de estas proteinas no repercutiria en un
porcentaje mayor de mortalidad (Arakane & Muthukrishnan, 2010; Zhang et al.,
2021).

De voraxina se sabe muy poco en cuanto a su mecanismo de accion, siendo
una proteina secretada, presente en el espermatéforo durante la copula y con un
sitio de actividad desconocido dentro de la hembra (Sonenshine & Roe, 2014). Por
ende, la forma en que causa mortalidad es algo dificil de establecer en este estudio.
Yamada et al., 2009 no reportaron efecto de mortalidad sobre garrapatas R.

appendiculatus en un estudio con voraxina recombinante. El principal efecto
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obtenido con un antigeno derivado de voraxina deberia reflejarse sobre el peso y

oviposicion de la garrapata (Weiss & Kaufman, 2004).

Otra caracteristica que pudo determinarse durante la recoleccion fue el
efecto de la respuesta inmunitaria a estos antigenos sobre la duracion del ciclo

bioldgico. La grafica correspondiente a este efecto se muestra en la Figura 44.
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Figura 44. Namero de garrapatas recolectadas por dia durante la infestacion.

La duracion del ciclo biolégico de R. microplus sobre el bovino es de
aproximadamente 19-23 dias, con un promedio de 21 dias (Benavides et al., 2016).
En este experimento, el tiempo de recoleccion se alargé hasta el dia 25 en las
garrapatas desafiadas con Voraxina 3, y hasta los 26 dias en las garrapatas
desafiadas con Chitinasa 3. El alargamiento del ciclo parasitico en las garrapatas
afectadas por anticuerpos contra quitinasa, se puede deber al papel que tiene esta
enzima sobre la ecdisis y la apdlisis, y por ende en el desarrollo de estos
organismos. Este efecto de alargamiento de los ciclos estadiales y de muda se
describio que ocurri6 en larvas de H. longicornis, por You & Fujisaki (2009), quienes
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determinaron un retraso de 1.4 dias respecto al control, pero no hubo retraso en los
ciclos de ninfa y adulto. Debido a que R. microplus es una garrapata de un anico
hospedero, no fue posible determinar el estadio en que ocurrio el retardo. La razén
del retraso en la caida de las garrapatas desafiadas con Voraxina 3 no esté claro,
ni reportado en estudios previos, y sobretodo porgue no hay afectacién sobre el

peso de la garrapata.

El efecto de la respuesta inmunitaria a los antigenos sobre el peso de las

garrapatas se muestra en la Figura 45.
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Figura 45. Peso promedio de las garrapatas recolectadas en muestras
de 650 individuos. En * se sefialan los promedios con diferencia
estadistica significativa mediante prueba de Kruskal-Wallis (p < 0.01).

La afectacibn de las inmunizaciones sobre el peso obtenido de las
garrapatas fue significativamente menor solo con Chitinasa 3, al obtenerse pesos
de 0.207 g (£ 0.035 g), comparadas con el 0.249 g (+x 0.038 g) de las garrapatas de
control, representando una disminucién del 16.8%. Esto puede deberse a dafio

sobre el desarrollo completo y funcional de la cuticula y de la membrana peritréfica,
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esta Ultima parte esencial del funcionamiento intestinal (Arakane & Muthukrishnan,
2010). No obstante, este parametro no ha sido descrito en articulos previos con
antigenos de quitinasa. Con VDAC 3 (0.252 g + 0.036 g), se obtuvo un aumento del
1.2%, siendo este porcentaje no significativamente diferente respecto al control.
Ortega-Sanchez et al. (2020) reportaron una disminucion del 5% del peso en las

garrapatas desafiadas con rBmVDAC.

Al ser parte de una proteina cuya funcion esta directamente relacionada con
la replecion, se esperaba que los péptidos de Voraxina afectaran el peso de las
garrapatas recolectadas, pese a esto, el efecto fue lo contrario, obteniéndose
aumentos significativos del 6.8% con Voraxina 3 (0.266 g = 0.041 g) y del 6.02%
con Voraxina 4 (0.264 g + 0.032 g). Lo anterior se aleja de los resultados previos
publicados por Weiss & Kaufman (2004) y Yamada et al. (2009), en A. hebraeum y
R. appendiculatus, quienes describen una reduccién de peso del 72% y 42%,
respectivamente. La ausencia de un efecto sobre el peso de las hembras
recolectadas se asemeja con lo reportado por Donohue et al., 2009 y Smith et al.,
2009, quienes trabajando con ARN de interferencia bloquearon voraxina de las
especies D. variabilis y A. hebraeum y no hallaron efecto sobre el peso. Esto puede
deberse a que en R. microplus esta proteina no estd completamente caracterizada
y puede que sea necesario identificar y afectar ambas subunidades de la proteina
(Donohue et al., 2009; Yamada et al., 2009). Otra posible explicacion es que es muy
corto el tiempo que esta expuesta la proteina en la hemolinfa, y alcanza su 6rgano
blanco antes de poder ser afectada por anticuerpos. Yamada et al., 2009, obtuvieron
titulos de anticuerpos de 1:100, por lo que los niveles reportados de
inmunoglobulinas especificas en las ELISAS de este estudio parecerian no ser
causa del nulo efecto sobre el peso. Lo que si podria influir es la capacidad
neutralizante de los anticuerpos generados por péptidos frente a aquellos
producidos por la subunidad proteica recombinante. Adicionalmente, se ha
hipotetizado que voraxina puede no ser secretada libremente, sino unida a

membranas o incluso en una forma intracelular (Donohue et al., 2009). Por lo
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anterior, se debe estudiar por completo los mecanismos de la ingurgitacion en R.
microplus, y caracterizar voraxina y otras proteinas implicadas en la replecion de las

hembras adultas y fecundadas.

Con respecto a la oviposicion, se cuantifico el peso de huevos ovipositados
por garrapata y la masa total de oviposicion obtenida del total de garrapatas por

péptido analizado. Los resultados se muestran en las Figuras 46 y 47.
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Figura 46. Oviposicion individual por garrapata. En * se sefialan los promedios
con diferencia estadistica significativa mediante prueba de T (p < 0.05).
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Figura 47. Masa de oviposicion obtenida con el total de garrapatas.
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Ortega-Sanchez et al. (2020), encontré que las garrapatas desafiadas con
rBmVDAC tuvieron una oviposicion significativamente menor, con un porcentaje de
reduccion de 54% por en la cantidad de huevos que produjo una garrapata. En el
presente estudio la disminucion fue de 19.23% (0.105 g + 0.018 por garrapata),
significativamente distinto al control (0.13 g + 0.03 g), pero bastante menor al
resultado obtenido con la proteina completa recombinante. El silenciamiento de
VDAC mitocondrial en diferentes modelos animales ha sugerido la importancia de
esta proteina para el desarrollo celular y su metabolismo energético, regulando la
entrada y salida de moléculas como ATP, ADP y NADH, ademéas de iones
importantes, considerando que la oviposicion es uno de los procesos mas
desgastantes para las garrapatas (Shoshan-Barmatz et al., 2010; Sonenshine &
Roe, 2014).

Las garrapatas correspondientes al péptido Chitinasa 3 (0.086 g + 0.03 g)
fueron afectadas en un 33.9% respecto a la oviposicién del control. Este efecto
habia sido reportado previamente por You & Fujisaki (2009), quienes reportaron una
disminucién de 12% en la oviposicion de H. longicornis. La reducciéon en la
oviposicion de estas garrapatas puede estar directamente relacionada con su peso
promedio. En R. microplus, se ha descrito que la produccion de huevos en las
hembras es proporcional al peso de la garrapata (Bennett, 1974).

Por otro, lado la reduccién en la oviposicion por efecto de los péptidos de
voraxina 13.84% vy 17.7% con Voraxina 3 (0.112 g + 0.024 g) y Voraxina 4 (0.107 g
+ 0.028 g), respectivamente. En los primeros estudios de Weiss & Kaufman (2004),
se reportd la disminucién del 36.5% en la oviposicion de las hembras que se
lograron repletar, y posteriormente Yamada et al. (2009) consiguieron un 56% de
disminucién en la oviposicion de R. appendiculatus. A pesar de que no se pudo
observar la afectacion en la replecion de las garrapatas, si hubo una disminucion de
la oviposicion, y esto podria ser posible por afectacién al desarrollo de los ovocitos

0 a la sintesis y acumulacion de vitelogenina.
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La dltima caracteristica recopilada fue la fertilidad, contabilizando larvas
vivas, larvas muertas y huevos sin eclosionar. Los resultados se muestran en la

Figura 48.
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Figura 48. indices de viabilidad y fertilidad de los huevos. Contabilizados en 1 g de huevos
y por triplicado. En * se sefialan los promedios con diferencia estadistica significativa
respecto al control mediante prueba de T (p < 0.05).

En las garrapatas de control, se contabilizaron medias de 8997.25 + 500.53
larvas vivas, 1299.01 + 250.40 larvas muertas y 3411.02 + 273.12 huevos sin

eclosionar.
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Nuevamente, el efecto sobre la viabilidad de las larvas es superior en el
experimento de Chitinasa 3, al haber una mayor cantidad de larvas muertas
(1509.67 = 367.11) y huevos no eclosionados (6159.67 + 932.69) respecto a los
controles, y una disminucion de 36% en larvas vivas contabilizadas (5761.33 +
201.79). Aun cuando la literatura no reporta que las quitinasas tengan una
participacion en la eclosion y supervivencia de las larvas de garrapatas, se ha
descrito que en mosquitos y nematodos, los huevos tienen quitina en su estructura,
y que previo a la eclosion y en las larvas recién eclosionadas, hay una intensa
actividad quitinolitica (Arnold et al., 1993; Moreira et al., 2007; Farnesi et al., 2015).

El desafio con VDAC 3 resulté en una disminucion del 20.1% de las larvas
viables (7189.10 + 637.15) y un aumento del 43% de huevos sin eclosionar (4901.05
+ 123.18). Estos resultados pueden ser comparados con lo obtenido por Ortega-
Sanchez et al. (2020), quienes reportaron afectaciéon a la fertilidad con una
reduccion del 72% de larvas vivas y un 43% de incremento de huevos sin eclosionar
y larvas muertas. En otros experimentos de silenciamiento de VDAC en ratones se
describié infertilidad en los individuos, por lo que antecedentes de este efecto
(Sampson et al., 2001).

Con los péptidos Voraxina 3 y Voraxina 4, el 48.5% y 46.3% de las
observaciones correspondieron a larvas muertas y huevos no eclosionados,
nameros superiores al 35.5% correspondiente al control. Aan con lo anterior, efectos
sobre la fertilidad o un rol fisiologico no han sido reportados para esta proteina
(Donohue et al., 2009).

En el céalculo de la eficacia vacunal se decidio incluir a la formula los
parametros de supervivencia, capacidad de oviposicion y fertilidad, anteriormente
usados para evaluar vacunas en esta especie de garrapata y otras de un solo
hospedero. Asimismo, se presenta el efecto sobre el peso de las garrapatas, aunque
no forma parte de la formula de eficacia (Fragoso et al., 1998; Patarroyo et al., 2002;
Ortega-Sanchez et al., 2020). Los resultados obtenidos se muestran en el Cuadro
6.
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Cuadro 6. Eficacia de los péptidos evaluados.

Péptido

evaluado DT(%) DW(%) DO(%) DF(%)

VDAC 3 7.73 -1.21 19.23 21.19 40.69
Chitinasa 3 18.76 16.87 33.92 35.06 71.18
Voraxina 3 17.54 -6.83 13.85 21.49 51.92
Voraxina 4 -3.81 -6.02 17.74 18.14 27.63

DT: Efecto sobre el total de hembras repletas
DW: Efecto sobre el peso de hembras repletas
DO: Efecto sobre |la oviposicion
DF: Efecto sobre |a fertilidad
E: Eficaciavacunal

La mayor eficacia se calcul6 con el péptido Chitinasa 3, el cual tuvo un
porcentaje de 71.18%. Este valor es considerablemente alto al compararlo con los
reportes de eficacia logrados con la vacuna de Bm86 (Almazan et al., 2018), que
ronda del 50 al 90%, y por tratarse de un unico péptido de 19 aminoacidos, pero por

si solo no alcanza el 80% requerido.

Los siguientes péptidos con eficacia mayor a menor, fueron Voraxina 3, con
51.92%, VDAC3 con 40.69%, y Voraxina 4, con 27.63%.
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vacunales para comparar la eficacia presentada en este trabajo.

En el cuadro 7 se muestran algunos resultados de otros péptidos antigenos

Cuadro 7. Eficacia de otros péptidos candidatos vacunales.

. - Tamano . . . . .
Proteina Peéptido (aminoacidos) ) DW(%) DO(%) DF(%) E (%) Referencia
SBm4912 40 28.11 10.74 33.58 24 48 64.42
Bm86 SBm7462 40 48.56 7.98 31.04 30.80 75.58 Patarroyo et al., 2002
SBm19733 46 12.78 0 19.31 9.13 2257
Bm95 Bm95 + MSP-1 54 25 22 22 22
Ubiquitina UBQ + MSP-1 87 3 8 0 0
o d Almazanet al., 2012
acloree | gpq 4 psp-1 462 38 7 A5 2 38
Elongacion
Subolesina SUB + MSP-1 146 34 37 " 67 81
PO pP0O 20 39 49 75 41 9 Rodriguez et al., 2015
ATAQ PATAQ 17 375 | 52 | 67 18 35 Ra”ge"‘z\g?gre etal,
Subolesina rSub 102 53 8 16 67 67
Bm86 Recombinante 650 41 6 15 56 58 Mendoza-Martinez et al.,
Completa 2021
Sub + Bm86 rSub + rBm86 752 28 10 19 49 49
Acuaporina RmAg2 17 245 -10.7 -176 -0.25 Scoles ef al., 2022

DT: Efecto sobre el total de hembras repletas
DW: Efecto sobre el peso de hembras repletas

DO: Efecto sobre la oviposicion

DF: Efecto sobre la fertilidad

E: Eficacia vacunal

78




La eficacia del péptido VDAC 3 (40.69%) es menor al 82% que fue
conseguido con inmunizaciones con la proteina recombinante (Ortega-Sanchez et
al., 2020). A pesar de que no se igual6 la misma eficacia, con este péptido se repitid
la afectacidon en la supervivencia, oviposicién y fertilidad, lo que afirma esta proteina
como un viable candidato vacunal. Se podria sugerir mayor investigacion para
intentar identificar los determinantes inmunogénicos de BmVDAC que consigan

igualar o acercarse al 80% de eficacia.

La eficacia de Chitinasa 3 (71.18%) es bastante mas alta al comparar con
los otros tres péptidos de estudio, y su eficacia es similar o ligeramente inferior a lo
logrado con otros posibles antigenos vacunales. Ademas, como candidato vacunal
contra garrapata, es el primer reporte de eficacia con esta proteina. En total, se
obtuvo la reduccion en la supervivencia de las garrapatas y un significativo
decremento de la replecion, oviposicion y viabilidad de las larvas. Adicionalmente,
se notaron alteraciones fisicas en una porcion de las garrapatas recolectadas,
observandose cambios en la cuticula de estas garrapatas afectadas, mostrando
caracteristicas de mayor translucidez y friabilidad o menor resistencia, lo altimo
manifestandose con exceso de mortalidad durante la oviposicién. Lo anterior puede
deberse a que hay algunas quitinasas que no solo hidrolizan quitina y cuyo principal
efecto seria la imposibilidad o dificultad de eliminar el exoesqueleto anterior, sino
otro atributo que tienen es la participacién en la regulacion de las enzimas que
sintetizan la quitina (Arakane & Muthukrishnan, 2010). Algunas de estas garrapatas

se muestran en la Figura 49.

- ! i
Figura 49. Apariencia externa de garrapatas recolectadas de los bovinos inmunizados con
Chitinasa 3. En laimagen de la extrema derecha se muestra una hembra de control repleta.
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Los péptidos de Voraxina 3 (51.92%) y Voraxina 4 (27.63%) tuvieron
diferentes grados de eficacia, principalmente con la diferencia que Voraxina 3 afect6
mas el indice de supervivencia, mientras que Voraxina 4 no lo afecté. En el resto de

parametros los resultados fueron muy similares.

Estos resultados indican que estos péptidos si alteran los parametros
biolégicos de R. microplus, cada uno con su impacto particular y grado de
afectacion. Sin embargo, la eficacia de estos péptidos no alcanza el 80% de eficacia
(control) que se pide en un bioldgico ixodicida para las normativas mexicanas (NOM-
006-Z00-1993). Se puede formular una vacuna quimérica con estos péptidos y
evaluar su eficacia, esperando que haya un efecto sinérgico entre los antigenos y
afectar en distintos grados a las garrapatas (Willadsen, 2008).

Si la formulacién de una vacuna multiantigénica resulta con eficacia de 80%
0 superior, se puede solicitar un estudio de mayor alcance en condiciones
controladas y en situaciones de campo, asi como evaluar con distintas cepas de

garrapatas como lo indica la norma mexicana.
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8. CONCLUSIONES

En el presente estudio se demostré la presencia cuatro péptidos con
epitopos B inmunogénicos, correspondientes a tres proteinas de R. microplus,

sefaladas como posibles candidatos vacunales.

Los péptidos inmunogénicos analizados tienen diferentes efectos sobre
parametros biolégicos de las garrapatas, principalmente sobre la oviposicion y
fertilidad, siendo el péptido Chitinasa 3 el de mayor eficacia, con 71.18%. Los
péptidos Voraxina 3, VDAC 3y Voraxina 4 tuvieron porcentajes de eficacia menores,
con 51.92%, 40.69% y 27.63% respectivamente. No obstante, ningln péptido
alcanzo el 80% de eficacia planteado en la hipotesis y que sefalan las normas

nacionales.

Este estudio es el primero que sefiala el potencial vacunal de voraxina y

quitinasa de R. microplus, y el primero que utiliza un péptido corto de BmVDAC.

Esta investigacion es un primer e importante paso para la elaboracion de
una vacuna multiantigénica multiepitépica contra R. microplus, que integre estos

péptidos y afecte a la garrapata en distintas fases de su ciclo bioldgico.
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10. APENDICE

Cuadro 8. Comparativa de la eficacia vacunal del experimento coctel respecto a
un control (n=1)

Péptido
evail)uado DT(%) DW(%) DO(%)  DF(%) E(%)
Coctel 19.26 4.81 31.50 29.66 63.40

*Comparacion entre el bovino 0546 respecto al control 0552

DT: Efecto sobre el total de hembras repletas
DW: Efecto sobre el peso de hembras repletas
DO: Efecto sobre la oviposicion
DF: Efecto sobre la fertilidad
E: Eficacia vacunal
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