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RESUMEN

Las garrapatas (Acari: Ixodidae) son ectoparasitos hematéfagos que se
encuentran implicados en el mantenimiento y transmision de diferentes tipos de
patdgenos de importancia clinica. Ademas la infestacion por garrapatas sobre el
ganado vacuno ocasiona pérdidas econdmicas excesivas debidas a los dafios que
ocasiona en el animal, como el detrimento significativo de peso y el deterioro
considerable en la piel. Es necesario el desarrollo de estrategias alternas que

contribuyan al control simultaneo de las garrapatas y los patdégenos transmitidos.

TC20108, homdlogo de una proteina A de union a inmunoglobulina G (IGBP), fue
identificada en el 2011 por Mercado-Curiel y cols. al observar su sobreexpresiéon
durante la alimentacion de Rhipicephalus microplus. Las IGBPs se unen a la
region constante (Fc) de los anticuerpos dirigiéndolos a las glandulas salivales
para ser expulsados del cuerpo de la garrapata, actuando asi como un sistema de

defensa contra las inmunoglobulinas ingeridas del vacuno durante la alimentacion.

En el presente trabajo se evalud el efecto de la administracion de un sSiRNA
especifico para TC20108 sobre algunos parametros biolégicos indicativos de la
aptitud biolégica de la garrapata Rhipicephalus microplus, tales como la tasa de
mortalidad y ganancia de peso durante la alimentacion a replecion en la etapa

adulta, la oviposicién y la eclosion de las larvas.

La administracion de un siRNA especifico para TC20108 tuvo efectos deletéreos
sobre el ciclo de vida de Rhipicephalus microplus. La tasa de mortalidad fue de
65% y 20% en el grupo tratado y control, respectivamente. La oviposicion
disminuy6 de manera estadisticamente significativa en el grupo tratado con
respecto al control sin que hubiera efecto deletéreo aparente sobre la eclosion
subsecuente de las larvas a partir de los huevos ovipuestos por las garrapatas

tratadas.

La administracién de un siRNA especifico para TC20108 afectdé de manera global
la aptitud biolégica de Rhipicephalus microplus, disminuyendo el numero de

descendientes por generaciéon. Futuros estudios estaran dirigidos a establecer la



relacion que existe entre el nivel de expresion de TC20108 y los efectos
deletéreos observados, lo que podria convertir a dicho gen en un posible

candidato a antigeno vacunal eficaz para el desarrollo de una nueva vacuna.

(Palabras clave: Rhipicephalus microplus, RNAI, Viabilidad bioldgica)



SUMMARY

Ticks (Acari: Ixodidae) are hematophagous ectoparasites that are involved in the
maintenance and transmission of different types of pathogens of clinical
importance. In addition, tick infestation of cattle causes excessive economic losses
due to damage to the animal, such as significant weight loss and significant skin
deterioration. It is necessary to develop alternative strategies that contribute to the

simultaneous control of ticks and transmitted pathogens.

TC20108, homologous to an immunoglobulin G binding protein A (IGBP), was
identified in 2011 by Mercado-Curiel et al. When observing its overexpression
during feeding of Rhipicephalus microplus. IGBPs bind to the constant region (Fc)
of the antibodies by directing them to the salivary glands to be expelled from the
body of the tick, thus acting as a defense system against the immunoglobulins
ingested from cattle during feeding.

In the present work we evaluated the effect of the administration of a SiRNA
specific for TC20108 on some biological parameters indicative of the biological
aptitude of the tick Rhipicephalus microplus, such as the rate of mortality and gain
of weight during the feeding to repletion in the stage adult, oviposition and larval

hatching.

Administration of a specific SIRNA for TC20108 had deleterious effects on the life
cycle of Rhipicephalus microplus. The mortality rate was 65% and 20% in the
treated and control groups, respectively. The oviposition decreased statistically
significantly in the treated group with respect to the control with no apparent
deleterious effect on the subsequent hatching of the larvae from the oviposited
eggs by the treated ticks.

Administration of a siRNA specific for TC20108 globally affected the biological
fitness of Rhipicephalus microplus, decreasing the number of offspring per
generation. Future studies will be aimed at establishing the relationship between

the level of expression of TC20108 and the deleterious effects observed which



could turn the gene into a possible candidate vaccine antigen effective for the

development of a new vaccine.

(Key words: Rhipicephalus microplus, RNAI, Fitness)
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1.- INTRODUCCION

Las garrapatas son aracnidos hematéfagos de la familia Ixodidae que parasitan a
humanos y animales. Las infestaciones por garrapatas son de gran importancia
meédica y veterinaria a nivel mundial ya que pueden transmitir una amplia variedad

de agentes patdgenos a sus hospederos vertebrados (Anderson, 2008) .

Dentro de los agentes patégenos que colonizan o infectan a las garrapatas se
encuentran virus, bacterias y protozoos, los cuales se propagan y acumulan en el
intestino medio, hemolinfa, glandulas salivales o los ovarios (De La Fuente, y cols.,
2005). Esto hace que las garrapatas se constituyan como el grupo mas
significativo de artrépodos, siendo su importancia vectorial comparable a la de los
mosquitos (Ledn, 2011). Rhipicephalus microplus es la especie de garrapatas mas
nociva para la ganaderia bovina en México, y esta presente en mas de la mitad del
territorio nacional (SAGARPA 2011; Alonso Diaz y cols., 2012). Se ha
documentado que por cada hembra de Rhipicephalus microplus alimentada se
pierden en promedio 8.9 mL de leche/dia y 1 g de peso corporal al dia por bovino

(Jonsson, y cols., 1998).

El control de la infestacion con garrapatas se ha basado principalmente en la
aplicacion de acaricidas, cuyo uso ocasiona serios inconvenientes como la
contaminacion de la leche y los productos carnicos, asi como el desarrollo de

resistencia y contaminacion ambiental (Abbas, y cols., 2014).

La vacunaciéon es otro método de control empleado contra las garrapatas, sin
embargo a pesar del impacto de las enfermedades transmitidas por vectores sobre
la salud humana y animal, se poseen pocas vacunas eficaces y persisten como las
amenazas mas importantes para la salud de los animales domésticos (Melendez,
2000).

La identificacibn de genes esenciales para la supervivencia de la garrapata
permitira el desarrollo de nuevas estrategias para el control del vector y los

patogenos transmitidos. En los dltimos afios se ha obtenido informacion valiosa



sobre algunos genes implicados en el desarrollo de las garrapatas, su

alimentacion y su reproduccion.

La alimentacion es una de las actividades fundamentales para que la garrapata
subsista y se reproduzca, ya que, le permite efectuar cada uno de sus estados de
desarrollo. TC20108, es un gen homédlogo de una proteina A de unién a
inmunoglobulina G (IGBP), identificada en el 2011 por Mercado-Curiel y cols. al
observar su sobreexpresion durante la alimentacién de Rhipicephalus microplus.
Las IGBP ejercen la funcion de unirse a la region constante (Fc) de los
anticuerpos, una vez unidos, estos son llevados a las glandulas salivales para ser
expulsados del cuerpo de la garrapata. Aunque el mecanismo se desconoce, se
ha observado su presencia en altas concentraciones en las glandulas salivales a
diferencia del intestino medio, actuando asi como un sistema de defensa contra
las inmunoglobulinas ingeridas durante la alimentacion. En este contexto, las
IGBPs son moléculas criticas, que pueden contribuir a las estrategias que las
garrapatas usan para protegerse de los anticuerpos del huésped durante la
alimentacion (Wang & Nuttal, 1998).

El estudio de las interacciones y probable funcién de los genes pueden ser
abordados a través de diversas técnicas como la proteGmica cuantitativa, los
microarreglos de expresion y el RNA de interferencia, mostrando esta Gltima ser
prometedora para el desarrollo de estrategias para el control de garrapatas y la
prevencion de infestas, (Willadsen, 2006).



1.1.- DEFINICION DEL PROBLEMA
Las garrapatas representan un serio problema para la industria ganadera en
México y el mundo ya que los acaricidas como método de control no aseguran la
disminucién de las infestas ni la transmision de patégenos, ademas generan
resistencia en las poblaciones de garrapatas y la contaminacion de los productos
obtenidos del bovino. Los costos globales anuales estimados asociados con las
garrapatas y los patégenos transmitidos por estas superan los $14000 millones de

dolares (Rosario-Cruz, y cols., 2016).

En 2014 la Secretaria de Agricultura, Ganaderia, Desarrollo Rural, Pesca y
Alimentacion en su campafa nacional de control de garrapatas del ganado en
México informé que el 65% del territorio nacional esta infestado con
Rhipicephalus microplus. Con base en esta informacion, el numero estimado de
bovinos en riesgo de infestacion es de 24' 973,983 y la pérdida econémica total
atribuible a Rhipicephalus microplus podria aproximarse a $573' 608,076 ddlares

(Rodriguez-Vivas, y cols., 2017).

La identificacibn de genes esenciales para el desarrollo, crecimiento y
reproduccion de la garrapata permitira desarrollar nuevas estrategias de control
gue disminuyan los dafios producidos por las garrapatas al ganado ademas del
indice de las enfermedades transmitidas, y consecuentemente la disminucién de la

pérdidas econdmicas en la produccion agropecuaria.



2.- ANTECEDENTES

2.1.- Rhipicephalus microplus

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos, capaces de transmitir una
amplia variedad de agentes infecciosos a diversos organismos lo que las convierte
en un grupo significativo de vectores artropodos de importancia comparable con la
de los mosquitos (Ledn, 2011). Esta caracteristica es conocida como capacidad
vectorial y es determinada por multiples factores propios del vector, del agente, del
ambiente y del receptor (Anderson, 2008). De manera particular en las garrapatas,
Unicamente el 10% de todas las especies conocidas actla como un reservorio,
donde el agente se multiplica y/o se transforma para finalmente transmitirse de

generacion en generacion.

Se conocen aproximadamente 899 especies de garrapatas, las cuales se
agrupan en dos grandes familias; garrapatas duras (ixédidos) (Ver Figura 1) y
blandas (argasidos). Las garrapatas duras, abarcan en su totalidad, a todas las
especies transmisoras de enfermedades de importancia clinica (Anderson, 2008),
conduciendo a problemas de salud publica como potenciales amenazas de

enfermedades zoonoticas (Rodriguez-Vivas, y cols., 2014).

Experimentalmente se ha demostrado que numerosos artrépodos son
capaces de transmitir la anaplasmosis; por lo menos, 19 especies de garrapatas la
transmiten, la mayoria son Unicamente vectores mecanicos: Boophilus
decoloratus, Boophilus microplus, Dermacentor variabilis, Hyalomma lusitanicum,
Hyalommasta aegyptium, Ixodes ricinus, Ixodes scapularis, Ornithodoros
lahorensis, Rhipicephalus appendiculatus, Rhipicephalus bursa, Rhipicephalus

evertsi, Rhipicephalus sanguineus y Argas persicus (Gasque, 2008).

Rhipicephalus microplus es una garrapata dura considerada como el
vector principal de patdgenos como Anaplasma marginale y Babesia bovis. Son
las infecciones mas frecuente del ganado en el mundo donde la anaplasmosis es
responsable de al menos 50,000-100,000 muertes por afio, con pérdidas

econdémicas que van desde 30 hasta 60 millones de ddélares (USDA, 1999), ya



que, causa una enfermedad hemolitica que va de leve a severa (Kocan, y cols.,
2010).

Ixodes pacificus
Ixodes scapularis
Haemaphysalis leporispalustris
Boophilus annalatus
Rhipicephalus evertsi
Filo: Arthropoda — Rhipicephalus sanguineus
Ixodes Rhipicephalus appendiculatus
@ Haemaphysalis Rhipicephalus microplus
Ixodidae Boophilus Amblyomma americanum
(Garrapatas Duras) | Rhipicephalus Amblyomma cajennense
Q Amblyomma Amblyomma hebraeum
Diden: Acaring Dermacentor Amblyomma maqulatum
: L Amblyomma variegatum
@ Dermacentor albipictus
Dermacentor andersoni (=venustus)
Suborden: Ixodides Dermacentor nigrolineatus
Dermacentor nitens
Dermacentor occidentalis
Dermacentor variabilis

Clase: Arachnida

Argas persicus
Argasidae Arga§ Otobius megnini
(Garrapatas Blandas) Otop/us Ornithodoros coriaceus
Ornithodoros Ornithodoros talaje
Ornithodoros turicata

Familia Género Especie

Figura 1. Clasificacién general de las garrapatas.

Las garrapatas duras son las que principalmente se encuentran implicadas en el mantenimiento y transmision
de diferentes tipos de patdgenos de interés clinico y econémico. Rhipicephalus microplus es una garrapata
dura considerada como el vector principal de patdégenos como Anaplasma marginale y Babesia bovis.
(Strickland, y cols., 1976).

Por ello de vital importancia es la capacidad de muchos artropodos de
actuar como vectores biologicos y anfitriones intermediarios en la trasmision y el

desarrollo de los ciclos vitales de virus, bacterias y protozoos.

Rhipicephalus microplus es la principal amenaza econOmica para la
industria ganadera en las zonas tropicales, subtropicales y templadas del mundo

(Rodriguez-Vivas, y cols., 2010). Causa grandes pérdidas econOmicas a los



productores de ganado a través de efectos fisicos directos sobre el animal
parasitado e indirectamente a través de la transmision de enfermedades de los
agentes infecciosos tales como Babesia bovis, Babesia bigemina y Anaplasma
marginale (Solorio-Rivera, y cols., 1999). Ademés de los costos elevados de los
productos quimicos, mano de obra, equipos, mantenimiento de las zonas y limites
libres de garrapatas y las pérdidas de produccion asociados con el tratamiento
(White, y cols., 2003).

En el dltimo estudio publicado en México, el costo estimado de las
pérdidas de produccion y el control de Rhipicephalus microplus asi como sus
enfermedades de transmision se estimé en $10 mil millones de ddlares por afio

(Rodriguez-Vivas, y cols., 2017).

Cada garrapata hembra alimentada de Rhipicephalus microplus puede
reducir 0.6 gramos de peso corporal en el ganado, de los cuales el 65% se
atribuye a la infestacidbn por garrapatas (estrés y la anorexia a causa de la
irritacion por la garrapata) y el 35% a la pérdida de sangre tomada por las
garrapatas. Se estima que cada hembra alimentada es responsable de la pérdida

de 8.9 ml de produccién diaria de leche (Jonsson, y cols., 1998).

Las garrapatas como otros muchos parasitos, pueden dispersarse
facilmente mediante sus hospederos, puesto que permanecen sobre ellos durante
largos periodos, siendo asi transportadas a distintos lugares (Strickland, y cols.,
1976). Tras alimentarse, se desprenden del hospedero en un nuevo lugar, pueden
mudar y reproducirse alli, alimentarse sobre los hospedero locales y generar una
nueva poblacién. Ello tiene gran relevancia en la dinamica de las enfermedades
gue transmiten y el riesgo de incursion de nuevos patégenos en areas donde

antes no estaban presentes (Sonenshine, 1991).

Entre otros factores, el cambio climéatico puede tener un efecto adverso
sobre la distribucion de las garrapatas. Se prevé que mas del 50% de las especies
de garrapatas del género Rhipicephalus podria ampliar su presencia, con mas del

70% de esta expansion con especies de importancia econdmica tales como



Rhipicephalus appendiculatus, Rhipicephalus microplus, o Rhipicephalus
decoloratus (White, y cols., 2003).

Independientemente de la familia a la que pertenezca la garrapata, la
mayoria se caracteriza por presentar ciclos de vida complejos, donde la
alimentacion es necesaria para desarrollar cada una de sus etapas de crecimiento

y para la reproduccién una vez iniciado su etapa adulta (Anderson, 2008).

2.2.- MORFOLOGIA
El cuerpo de la garrapata se caracteriza por la fusion de la mayoria de los
segmentos en dos partes. La cabeza (Ver Figura 2) se compone de las partes de
la boca (hipostoma y quelicera) y palpos, en donde los queliceros estan adaptados
para perforar y desgarrar la piel del hospedador, el hipostoma ayuda a mantener

fuertemente fijadas a las garrapatas y los palpos son de uso sensorial para poder
diferenciar géneros y especies.

El idiosoma o cuerpo de la garrapata, incluye la regiéon a la que se unen
las patas, el poro genital, y la abertura anal (Sonenshine, 1991). Desarrollan un
cuerpo aplanado con distinta superficie dorsal y ventral sin una sutura lateral que

divida las partes superior e inferior (Dantas-Torres, 2010).

Figura 2. Imagen de los queliceros e hipostoma de Rhipicephalus microplus.
Microscopia electronica de la regién ventral del condilo de la hembra adulta de Rhipicephalus microplus a una
escala de 50 um. P= palpo, C= queliceros, H= hipostoma (Anderson, 2008).



Una cuticula extensible que a menudo es muy esculpida (Ver Figura 3)
cubre las partes superior e inferior de la garrapata generalmente con una cuticula
dura representada por pequefios discos que sirven como sitios de unién para los
musculos. La cabeza esta situada ventralmente hacia la parte anterior del cuerpo
en adultos y frecuentemente en ninfas. Por otro lado se coloca apicalmente en
larvas y algunas ninfas. Las larvas tienen seis patas, y las ninfas y adultos tienen
ocho patas (Anderson, 2008).

Las garrapatas adultas macho y hembra son claramente diferentes. Un
escudo de la cuticula dura cubre un tercio de la parte superior del cuerpo de
garrapatas hembras, en el macho toda la superficie dorsal esta cubierta por la
cuticula dura. Las larvas y las ninfas tienen superficies dorsales similares a las
hembras adultas, excepto el escudo endurecido que tiende a ser mas grandes y
las hembras adultas aumentan de tamafio enormemente durante la alimentacion.
Hay pocos cambios en la longitud del cuerpo en machos adultos después de la

alimentacion (Randolph, 1998).

Figura 3. Imagen de cuerpo completo de Rhipicephalus microplus.

Microscopia electrénica de la regién dorsal (A) y ventral (B) a una escala de 50 um. (Anderson, 2008).



2.3.- CICLO BIOLOGICO

Esta constituido por cuatro estados de desarrollo (huevos, larvas, ninfas y
adultos), siendo todos ellos, excepto los huevos, parasitos hematofagos. Existen 3
tipos de ciclos biologicos: trifsico, difasico y monofasico (Anderson, 2008). En el
ciclo trifasico hay tres hospederos para cada generacion de garrapatas y una
Unica fase de alimentacion por estado, la cual es seguida por la caida de la
garrapata al suelo y la fase de muda. El nuevo estado recién surgido espera a que
un hospedero pase para continuar el ciclo de desarrollo. En el ciclo difasico hay
dos hospederos para cada generacion de garrapatas. La larva muda a ninfa en el
primer hospedero. Finalmente en el ciclo monofasico todas las mudas se producen
en el mismo hospedero. La duracion del ciclo biolégico varia de una especie a otra

segun el climay el comportamiento del hospedero (Dantas-Torres, 2010).

La mayor parte de las garrapatas, presentan un comportamiento de
bldsqueda que consiste en escalar sobre la vegetacion, extender sus extremidades
anteriores y esperar a que los hospederos pasen y se rocen con la vegetacion.
Cuando esto sucede, la garrapata se libera de la vegetacion y se arrastra sobre el
hospedero. Pese a que pueden adherirse sobre cualquier lugar del animal, los
sitios mas comunes son areas de piel fina como la cabeza (particularmente las

orejas), la espalda, la regién inguinal y escrotal, y las axilas (Anderson, 2008).

Rhipicephalus microplus tiene un ciclo biolégico monofasico (Ver Figura
4), donde, las tres primeras etapas de desarrollo; larvas, ninfas y adultos (machos
y hembras), se alimentan, mudan y copulan sobre el mismo individuo, ademas de
una fase de vida libre que se cumple fuera del hospedero en las pasturas (Nava, y
cols., 2010).



FASE PARASITARIA

Ninfa repleta se

muda a garrapata Fecundacion de las
adulta sobre el hospedero hembras antes de

Larva repleta, la succién de sangre
muda a ninfa sobre

el hospedero

10 dias para
adulto repleto

Hembras repletas
de sangre se dejan
caer al suelo

Larva se adhiere
al hospedero

30-70 dias AR

en pastura L;Na e %/,

Huevos

30 dias 15-20 dias
para eclosionar oviponiendo

Figura 4. Ciclo de vida de Rhipicephalus microplus.
Los tres estadios parasitarios; se alimentan, mudan y copulan sobre el mismo individuo. La fase de vida libre

se cumple fuera del hospedero en las pasturas.

Las larvas son pequefias, de color marrén, provistas de 3 pares de patas
con un pequeiio escudo en la parte dorsal del cuerpo. Sobre el bovino las larvas
comienzan a alimentarse para mudar al estado siguiente de ninfa. Estas Ultimas
tienen 4 pares de patas, son de color marrén claro y hacia el dia 12
aproximadamente se ingurgitan con sangre completamente (metaninfa). Las ninfas
mudan sobre el hospedero a adultos (machos y hembras), estos copulan, las
hembras se ingurgitan con sangre y finalmente caen al suelo para desovar
(Anderson, 2008).

Las etapas de desarrollo sobre el hospedero tienen una duracién normal
de 23 dias. La duracion del periodo de alimentacion varia segun el estado de

desarrollo, la especie de garrapata y el hospedero (Randolph, 1998). Siguiendo el
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patron de alimentacion de una hembra como modelo descriptivo, se pueden

diferenciar dos etapas: la etapa lenta y la etapa rapida.

La etapa lenta puede durar varios dias en algunas especies. Se produce
un aumento de peso de 2 a 50 mg y de 4 veces en tamafio. La etapa rapida se
produce de 12 a 36 horas antes del desprendimiento. Se alternan fases de succion
y salivacion con regurgitacion, siendo procesos de gran importancia para la
transmision de patégenos. El peso aumenta de 50 a 250 mg (a menudo la hembra
aumenta 100 veces su peso corporal) y el tamafio se incrementa 15 veces (Ver
Figura 5). Hay una absorcion de 4.000 mg de sangre, dependiendo la etapa de
desarrollo, ademas de que se produce una adaptacién corporal al gran volumen

ingerido.

La fase de vida libre comienza cuando las hembras alimentadas
(teleoginas) se desprenden del bovino y caen al suelo para poner sus huevos.

Esta fase se subdivide en tres periodos:

o El periodo de pre-oviposicion, el cual define el espacio de tiempo
transcurrido entre la caida de la hembra alimentada y la oviposicion de los
primeros huevos, que normalmente es de 2 a 6 dias, aunque puede
extenderse hasta un mes en otofo o invierno (Nava, y cols., 2010).

o El periodo de oviposicion abarca desde que las teleoginas comienzan
la oviposicion hasta que ponen su Uultimo huevo. Las teleoginas
habitualmente ponen en el suelo entre 2.000 y 3.000 huevos, en sitios
protegidos de las radiaciones solares directas (Nava, y cols., 2010).

o El periodo de incubacién es aquel que transcurre desde la
oviposicion hasta la eclosién de las larvas, cuya duracion puede variar entre
20 y 45 dias dependiendo mayormente de la temperatura ambiente (Nava,
y cols., 2010).
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Figura 5. Hembra de Rhipicephalus microplus durante el proceso de alimentacion.
Aumento de tamafio de la hembra de Rhipicephalus microplus durante su alimentacion; la sangre ingerida

pasa a cada uno de los érganos que posee la garrapata. (Leon, 2011).

Las larvas que se encuentran en la vegetacion ascienden a un bovino,
para continuar con su ciclo biolégico, que a diferencia de la fase de vida libre, es

escasamente influida por las condiciones ambientales (Randolph, 1998).

2.4.- PARAMETROS BIOLOGICOS

Los pardmetros biolégicos pueden considerarse como elementos
relevantes que pueden examinarse durante el desarrollo de un ser vivo. Para
comprender un poco mas la definicion de parametro biolégico, el concepto de
“aptitud biolégica” resulta muy util porque reune en una sola idea la importancia
en la seleccion natural de la supervivencia, del encontrar pareja y de la
reproduccion (Orr, 2009). Es decir, el individuo mas apto no es necesariamente el
mas fuerte, el mas rapido ni el mas grande, si no aquel con la capacidad de
sobrevivir, encontrar una pareja y producir descendientes dejando sus genes en la

siguiente generacion (Sober, 2001).
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La selecciéon natural es un fendmeno que establece que las condiciones
de un medio ambiente pueden favorecer o dificultar la reproduccion de los
organismos vivos segun sean sus habilidades o caracteristicas (Haldane, 1957).
Los organismos pueden sobrevivir en un ambiente determinado porque poseen
diversas capacidades, es decir, diversos rasgos que afectan positivamente a su
aptitud biolégica. Para que un ser vivo transmita sus genes a la descendencia,
debe crecer hasta llegar al tamafio adulto, ser capaz de sobrevivir hasta el

momento de reproduccion y reproducirse (Sober, 2001).

Los organismos disponen de una serie de recursos (energia, nutrientes,
sustancias organicas) para llevar a cabo sus funciones vitales. Estos recursos

deben repartirse en el mantenimiento, crecimiento y reproduccion (Orr, 2009).

En el caso particular de Rhipicephalus microplus se pueden considerar
algunos puntos relevantes durante su ciclo de vida, los cuales pueden ser medidos
y que se requieren cumplir de manera adecuada para que las poblaciones

prevalezcan en el tiempo.

e Tasa de mortalidad. Especifica la proporcion de garrapatas que mueren
después del periodo de alimentacion. Disminuyendo las poblaciones del
vector en caso de presentarse de manera prominente.

o Alimentacion. Es importante, ya que el ciclo de vida de Rhipicephalus

microplus depende de esta accion. Cada una de sus etapas de desarrollo

las ejecuta en un Unico hospedero, obteniendo asi los nutrientes necesarios
para pasar a cada una de ellas.

o Replecion. Alude a la accion que realizan las garrapatas hembra en

la etapa adulta para el llenado de sangre.

o Oviposicion. La garrapata hembra debe ser capaz de formar los

huevos y de ovipositarlos o0 en caso contrario simplemente no habra

descendencia.

o Eclosion. La viabilidad de los huevos culmina con la eclosion de

larvas para comenzar un nuevo ciclo.
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Significa entonces que durante el ciclo de vida de Rhipicephalus
microplus se cuenta con parametros biolégicos cuantificables que nos permiten
tener idea del grado de cumplimiento del propoésito fundamental de la “aptitud
bioldgica”: la reproduccion. En conjunto estos parametros nos permiten evaluar la

viabilidad y el desarrollo de la garrapata.

2.5.- METODOS DE CONTROL
Las garrapatas son un problema constante tanto para los grandes
productores de ganado como para los pequefios agricultores familiares. El control
se ha intentado principalmente mediante la aplicacion de acaricidas (Ver Figura
6), un método acompafiado de graves inconvenientes, tales como la
contaminacion ambiental, de los alimentos, la seguridad de los trabajadores, los
crecientes costos y la seleccion de poblaciones de garrapatas resistente a los

acaricidas.

AL SEESTABLECE LA CAMPANANACIONAL
L DELA GARRAPATA Boophilus spp

B LIBRE ‘k
Bl ERRADICACION %&

CONTROL

Revision de imagen 21 de agosto de 2015
El SENASICA otorga el reconocimiento de cambio de fase de control a erradicacion
a la zona sur del Estado de Baja California Sur el 18 de diciembre de 2013.

Figura 6. Situacion zoosanitaria actual de la campafia contra Boophilus spp
Zonas en fase libre.- ocupa una porcién importante del norte del pais, asi como areas del centro; comprende
94.4 millones de hectareas las cuales equivalen al 47.88% del territorio nacional. Zonas en fase de

erradicacion.- cuentan con 1.1 millones de hectareas que se ubican en las areas en las cuales el parasito ha
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sido eliminado por efectos de la campafia y representan un 0.57%. Zonas en fase de control.- alcanzan una
superficie total de 101.6 millones de hectareas y representan el 51.5% del pais (SAGARPA, 2014).

El control quimico es el método més utilizado en la mayoria de los casos
debido a la disposicién con la que se encuentra para el productor. El control de
patdogenos se ha centrado en cualquiera de los insecticidas que matan el propio
vector o antimicrobianos para los vacunos infectados. La limitacion de la primera
es que se dirige tanto a los vectores infectados y no infectados y selecciona a las
poblaciones resistentes mientras que el segundo requiere un diagndstico rapido y

preciso.

Se han utilizado muchas clases de farmacos como acaricidas para tratar
las garrapatas de ganado, esto incluye organofosfatos (OP), piretroides sintéticos

(SP), amidinas y lactonas macrociclicas (MLS).

Los organofosfatos son ésteres neutros de acido fosforico o su analogo y
actian inhibiendo la accion de la acetilcolinesterasa (AChE). EI OP imita la
estructura de la acetilcolina (Ach) y cuando se une a la AChE causa la
transfosforilacion de la enzima. La AChE transfosforilada es incapaz de romper la
acumulacion de Ach en la membrana post-sinaptica que conduce a la pardlisis

neuromuscular (Taylor, 2001).

El término "piretroide" se usa comunmente para designar un insecticida
sintético que se deriva estructuralmente de las piretrinas naturales. EI modo de
accion de los piretroides ha sido estudiado usando preparaciones de nervios

vertebrados y no invertebrados.

Colectivamente, estos estudios muestran que los piretroides causan la
apertura prolongada de los canales de sodio en los nervios, madsculos y otras
células excitables, principalmente inhibiendo la desactivacion del canal y
estabilizando la configuracion abierta del canal de sodio. La actividad letal de SP
parece implicar la accion en neuronas periféricas y centrales (Soderlund, y cols.,
2002).
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Las amidinas son antagonistas de los receptores de la octopamina en el
cerebro de los parasitos: provocan hiperexcitabilidad y seguidamente pardlisis y
muerte. La excitacion hace también que las garrapatas no logren fijarse al
hospedador para chupar sangre. También poseen un cierto efecto repelente lo que
hace que muchas garrapatas se desprendan del hospedador antes de morir, 0 que

ni siquiera se suban al animal tratado (Rodriguez-Vivas, y cols., 2010).

Los LM son farmacos antiparasitarios de amplio espectro, ampliamente
utilizados en medicina veterinaria. Se conocen como compuestos "endectocidas”

basados en su Unica actividad contra parasitos externos e internos.

Las avermectinas, milbemicinas y espinosinas se denominan
colectivamente MLs que comprenden varias clases de productos quimicos

derivados de cultivos de microorganismos del suelo (Soberanes, y cols., 2002).

Especificamente en Meéxico, la industria farmacéutica informé
(Organizacién de las Naciones Unidas, 2003) que la ivermectina es el
antihelmintico preferido para controlar las garrapatas en el ganado. Sin embargo,
la resistencia a los acaricidas organofosforados (OP) se desarroll6 por primera vez
en la década de 1980, y la resistencia a la piretroides sintéticos (SP) surgi6é en la
década de 1990. Existen reportes de poblaciones de Rhipicephalus microplus

resistentes a la ivermectina en Brasil, Uruguay y México (Klafke, y cols., 2006).

El “Amitraz” se introdujo junto con SP para controlar las garrapatas
resistentes a OP en 1986. Inicialmente, “Amitraz” no fue utilizado ampliamente,
debido a su alto costo, pero su uso se hizo mas frecuente e intensivo después de

la resistencia a los SP en 1993 (Fragoso-Sanchez, y cols., 2011).

En México el primer caso de resistencia al “Amitraz” en Rhipicephalus
microplus fue confirmado en el 2001 en un rancho en el estado de Tabasco
(Soberanes, et al., 2002). Asi mismo en el 2013 se reporto la resistencia de R.

microplus al fipronil en los Estados del Norte (Miller , y cols., 2013).
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En el 2006 Rodriguez-Vivas y colaboradores, estudiaron 98 poblaciones
de campo de Rhipicephalus microplus en Yucatan, México, y se encontré que el
63, 61 y 59% de las poblaciones de garrapatas fueron resistentes a flumetrina,
deltametrina y cipermetrina, respectivamente. Ademas, en el 2007 Rodriguez-
Vivas y colaboradores estudiaron 217 poblaciones de Rhipicephalus microplus y
determinaron la prevalencia (medida por bioensayos) de la resistencia a MSF, PO
y “Amitraz” en el sur de México, ademas de que también encontraron la resistencia
a SP como la deltametrina, cipermetrina y flumetrina. Fue considerado uno de los
problemas més graves en el tropico mexicano (66-96% de fincas mostrd
resistencia a los SP).

Hasta el 2012, en México, no habia informes de una poblacion de
Rhipicephalus microplus resistentes a las principales de acaricidas (OP, SP y AM)
y lactonas macrociclicas (ML) (Fernandez-Salas, y cols., 2012). Sin embargo, ha
desarrollado resistencia a todas las principales clases de acaricidas en las ultimas

décadas debido a su uso intensivo (Rodriguez-Vivas, y cols., 2012).

Se han reportado diversas formas de resistencia que poseen las
garrapatas. Actualmente se considera que en México Rhipicephalus microplus es
resistente a la mayoria de los acaricidas, ya que se han reportado la presencia de
garrapatas dobles resistentes, siendo dos grupos especificos: uno que incluyen a
los acaricidas organoclorados y organofosforados [OP], y otro que incluye a los
piretroides sintéticos [SP] y OP. También se han reportado garrapatas triple
resistentes que incluyen a los OP, SP y las amidinas [AM] (Abbas, y cols., 2014).
Lo anterior pone de relieve la gravedad de la situacién y la importancia de tener

una estrategia de manejo (Rodriguez-Vivas, y cols., 2014).

La vacunacion es otro método de control empleado contra las garrapatas,
varias enfermedades de animales domésticos han sido controladas y erradicadas
a través de la aplicacion de los programas de vacunacion sostenidos con éxito. A
diferencia de estas victorias de control sobre las enfermedades virales, varias

enfermedades hemoparasitarias y sus vectores en los tropicos aun persisten como
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las amenazas mas importantes para la salud de los animales domésticos
(Melendez, 2000).

La vacunacion es una alternativa ecolégica para el control de vectores
que permite el control de varias enfermedades afectando Unicamente a su vector
comun. A pesar del impacto de las enfermedades transmitidas por vectores sobre
la salud humana y animal, se poseen pocas vacunas eficaces (Rodriguez-Vivas, y
cols., 2014).

La primera vacuna contra la garrapata del ganado, Rhipicephalus
microplus, fue desarrollada, patentada y comercializada en Australia en 1994 bajo
el nombre de “TickGARD” (Willadsen, y cols., 1995), utilizando como antigeno una
glicoproteina del intestino medio; conocida como “Bm86”. El lanzamiento del
producto tom6é mas de 12 afios de desarrollo y ensayos con aproximadamente
18.000 bovinos.

Una vacuna similar usando basicamente el mismo antigeno se desarrollé
en Cuba, también en la década de 1990, bajo el hombre comercial de “Gavac”
(Canales, y cols., 1997). Resultados desfavorables para “TickGARD” llevaron a
que afios mas tarde ya no estuviera disponible comercialmente. Sin embargo,
“Gavac” sigue comercializandose hoy en dia, sobre todo en América del Norte y
del Sur, a pesar de que los resultados de eficacia son muy variables y la

aceptacion de este producto no estd muy extendida.

Las vacunas basadas en antigenos de Rhipicephalus microplus; Bm86 y
Bm95 demostraron su eficacia para el control de infestaciones y la transmision de
patdgenos en algunas regiones. Sin embargo, el efecto en la transmision de
patdgenos es el resultado de la reduccion de las poblaciones de garrapatas y no

un efecto sobre la capacidad vectorial de la garrapata (De La Fuente, 2012).

En el 2010 Almazan y cols., informaron de una eficacia del 51% en un
ensayo de vacunacion en México que evalud “Subolesin” recombinante expresada
en Escherichia coli. Probando simultdneamente con el antigeno Bm86 produjo una

eficacia del 60%. En el mismo estudio, la eficacia de “Subolesin y Bm86” contra
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una segunda especie de garrapata, Rhipicephalus annulatus, reporté un 60% y un
100%, respectivamente. Los autores observaron respuestas de anticuerpos
suboptimas de los bovinos vacunados y concluyeron que los animales no estaban

en las mejores condiciones de salud para una prueba de evaluacion de la vacuna.

Los resultados se seguirian considerando bajos, lo que implicaria sélo
una mejora marginal sobre el rendimiento del antigeno basado en Bm86. En el
2012, el mismo grupo informé de mejoras en las condiciones de expresion y
purificacion de antigenos que mejoraron la eficacia hasta un 81% contra

Rhipicephalus microplus (Almazan, y cols., 2012).

Este nivel de eficacia presentd a “Subolesin” como el antigeno mas viable
para la generacion de una vacuna para Rhipicephalus microplus. Aunque la
funcion exacta de “Subolesin” no se conoce con precision, se sugiere que tiene un
papel en el mantenimiento de la inmunidad innata de la garrapata contra
patégenos especificos (Zivkovic, y cols., 2010). Los resultados aguardan a ser

validados en diferentes regiones del mundo.

Aunqgue las vacunas basadas en Bm86 presentan variabilidad en eficacia
documentada en el campo, han demostrado ser Utiles en programas de gestion
integrada pudiendo reducirse el uso de acaricidas.

Ferritina 2 es otro antigeno que se ha evaluado en ensayos de ganado.
Es una proteina de almacenamiento de hierro secretada predominantemente en el
intestino. El tratamiento mediante RNA de interferencia mostré un impacto
significativo en la alimentacién, la oviposicién asi como la eclosion de las larvas.
Los autores reportaron 64% de eficacia contra Rhipicephalus microplus y el 72%
de eficacia contra Rhipicephalus annulatus en los ensayos de vacunacion de
ganado en México. En los mismos ensayos, Bm86 tenia 60% y 100% de eficacia
contra Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus annulatus, respectivamente
(Hajdusek, y cols., 2009).

Se espera que la identificacidon de nuevos genes esenciales permita el

desarrollo de vacunas contra las garrapatas, los cuales pueden reducir las
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poblaciones de vectores y/o su competencia vectorial, disminuyendo el dafio
debido a la infesta y a la transmision de patdgenos en el hospedero mamifero.

2.6.- TC20108
El genoma de Rhipicephalus microplus no se encuentra secuenciado, sin
embargo, la informacién que aporta una libreria de cDNA normalizada que nos
permite tener una pauta para conocer el repertorio de genes que se expresan en
dicho organismo. La secuencia del gen TC20108 muestra homologia a una
proteina A de unién a inmunoglobulina G (IGBPA) (Guerrero, y cols., 2005) y se ha
observado una regulacion positiva de su expresion en respuesta a la alimentacion

de Rhipicephalus microplus (Mercado-Curiel, y cols., 2011).

Para la construccion de la libreria llamada BmiGl V2.1 (Boophilus
microplus Gene Index Version 2.1), garrapatas de ambos sexos en diferentes
estadios de desarrollo fueron sometidas a diferentes tratamientos, incluyendo la
exposicién a acaricida, choque térmico y la infeccién con Babesia bovis, con la
intencion de que estuviera representado de la mejor manera el repertorio completo
de genes que se expresan en cualquier momento en dicho organismo (Guerrero, y
cols., 2005). BmiGl V2.1 contiene 14.586 secuencias Unicas, incluyendo 9.851
secuencias consenso (TC) y 4.735 “secuencias Unicas” que se generaron a partir

de la secuenciacion de un total de 42,852 clonas.

Mercado-Curiel, et al., 2011 tomaron como base los datos de BmiGl V2.1
para el disefio de un microarreglo de DNA que permitido evaluar los perfiles de
expresion de 14.447 genes para los cuales fue posible el disefio de 8 sondas
especificas por gen. En ese estudio se observd una respuesta dramatica durante
la alimentacion con cientos de genes regulandose en el intestino medio y en la
glandula salival, de manera particular 464 genes altamente regulados
positivamente con un factor de cambio entre los 8 y 293, ademas de 88 genes
altamente regulados negativamente. Entre este conjunto de genes se identificdé a
TC20108 que presenta una regulacion positiva de 29.4 veces en el intestino medio
(Ver Figura 7).
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IGBPs podrian estar implicadas en la excrecion de IgGs de la sangre del
vacuno como un mecanismo de defensa a través de la saliva de la garrapata en
etapas p... de la alimentacion. La sangre ingerida contiene inmunoglobulinas
especificas que pueden unirse a las proteinas de las garrapatas. Estas
inmunoglobulinas son potencialmente dafiinas ya que cruzan la barrera intestinal y
entran en la hemolinfa, manteniendo su funcién biol6égica (Wang & Nutall, 1999).
Las IGBPs se unen a la cadena pesada dentro de la region constante de los

anticuerpos, lo cual dificulta la fagocitosis.

EST ID Description Fold change

TC20108 016012, Immunoglobulin G binding protein A (Rhipicephalus appendiculatus) 29.4
TC20431 039781, Membrane glycoprotein (Equid herpesvirus I) 20.2

TC21571 016012, Immunoglobulin G binding protein A (Rhipicephalus appendiculatus) 15.9

CV437130 016012, Immunoglobulin G binding protein A (Rhipicephalus appendiculatus) 15
CV443901 A3JTP3, Sensor protein (Rhodobacterales bacterium HTCC2150) 13
TC24722 Q4RY30, Chromosome 3 (Tetraodon nigroviridis) 11.4
TC22265 Q3VIT7, Rhodanese-like precursor (Pelodictvon phaeoclathratiforme BU-1) 10.9
CK189840 Q7ZXB1, DNA replication licensing factor mem7-B (Xenopus laevis) 8.8
TC20839 QOD7N6: OS07g0228700 protein (Oryza sativa Japonica Group) 8.7
TC16327 A8MKGS, RNA polymerase, (Alkaliphilus oremlandii OhILAs) 8.6
CK174619 Q301D1, Carbohydrate kinase, PikB (Streptococcus suis 8§8/1591) 8.5

Figura 7. Genes de Rhipicephalus microplus altamente regulados positivamente debido a la alimentacion.

Genes obtenidos en la investigacion de Mercado-Curiel y cols., 2011, cada uno con su nimero de secuencia,
descripcioén y factor de cambio.

Se han encontrado IGBPs en especies de garrapata como Rhipicephalus
appendiculatus, Amblyomma variegatum e Ixodes hexagonus, de diferentes
tamafos moleculares y subtipos. Se ha descrito que se unen a diversos tipos de
IgG y fueron clasificadas por su peso molecular en MA, MB Y MC. La proteina
mas grande, IGBP-MA (29 kDa) y posiblemente IGBP-MB (25 kDa) se une a las
IgG de cuyo, mientras que la IGBP-MC (21 kDa) se une a las IgG de cuyo,
humano y bovino (Wang & Nuttall, 1995).
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La saliva de las garrapatas contiene productos vasoactivos, anestésicos,
antiinflamatorios, inmunosupresores, anticoagulantes, citoliticos y quimiotacticos.
De esta manera se suprimen la respuesta inmunitaria e inflamatoria del hospedero
permitiendo a la garrapata permanecer fija alimentdndose durante un periodo
extenso de tiempo. Aumentando también el riesgo de transmision vy
establecimiento de los agentes patégenos. Los componentes de la saliva también
intervienen en el proceso de osmorregulacion de la garrapata, mantenimiento de
un ambiente hipertdénico en el interior de la garrapata en comparacién con la

sangre del hospedero (Anderson, 2008).

Durante el periodo de alimentacion, las hembras reciben ayuda de las
garrapatas machos, un papel conocido como "proteccién del comparfiero” (Wang &
Nuttal, 1998). Este proceso consiste en que después del apareamiento, las
garrapatas machos se vuelven a pegar en estrecha proximidad con su pareja. En
esta etapa, la secrecion de la saliva de garrapata macho parece afectar el sitio de
alimentacion de la garrapata hembra (Wang & Nutall, 1999). En el 2014, Gong, et
al., encontraron un homologo de IGBP-MB en la garrapata Rhipicephalus
haemaphysaloides que detectaron predominantemente en las glandulas salivales

de garrapatas machos.

Este tipo de estudios nos evidencian la importancia de las IGBPs en
diversas especies de garrapatas. En Rhipicephalus microplus la inhibicién de la
funcion inmunoevasiva de las IGBPs podria tener efectos perjudiciales en el
desarrollo de su ciclo de vida y podria ser un paso inicial hacia el desarrollo de una

vacuna contra las garrapatas.

2.7.- RNA DE INTERFERENCIA
Esta presente en todos los organismos eucariotas (excepto en la levadura
Saccharomyces cerevisiae). Se denomina quelling en hongos, silenciamiento
génico post-transcripcional (PTGS) en plantas y RNA de interferencia (RNAI) en
animales. Participa en la defensa contra virus y viroides, protege el genoma de

transposones y regula la expresion génica. (Baulcombe, 2004).
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Resultados recientes han proporcionado evidencia que sugiere que Si
bien muchos de los mecanismos béasicos del RNAiI son conservados
evolutivamente, el papel de determinados componentes de la maquinaria del RNAI
pueden variar de un organismo a otro. Los precursores de RNA de doble cadena
se procesan a duplex de RNA pequefios de interferencia (SiRNA) o microRNA
(miRNA) por una enzima RNasa-lll como Dicer. Los duplex de RNA son
posteriormente montados en complejos efectores: RISC (Complejo de
Silenciamiento inducido por RNA) que actua a nivel citoplasmatico degradando el
MRNA diana, RIST (Complejo de Silenciamiento Transcripcional Inducido por
RNA) cuya actividad se localiza en el nacleo celular modificando la cromatina o
mMiRNP (Complejo ribonucleoproteico de ensamble de miRNA) que reprime la

traduccion del mRNA.

Saccharomyces pombe, Caenorhabditis elegans y los mamiferos solo
tienen un gen Dicer (Meister & Tuschi, 2004). El organismo mas estrechamente
relacionado con las garrapatas en el que el mecanismo de RNAi se ha

caracterizado es Drosophila melanogaster (Nijhof, y cols., 2007).

Los siRNAs son un intermediario del mecanismo del RNAi (T. McManus &
A. Sharp, 2002) y una potente secuencia especifica para la degradacion del
MRNA (Mello & Conte, 2004).
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Figura 8. Mecanismo del RNA de interferencia.

Inicia mediante un precursor de RNA doble cadena o RNA de horquilla corta (ASRNA o shRNA). La enzima
dicer actlia para degradar al precursor hasta generar los siRNA. Los siRNA resultantes son incorporados a un
complejo denominado RISC (RNA-induced silencing complex). Durante este proceso una cadena guia

antisentido se mantiene asociada al mMRNA provocando su degradacion.

Los precursores de DNA doble cadena son procesados por la enzima
dicer. Los siRNA resultantes siguen un proceso de incorporacion al RISC que se
encuentra acoplado a la separacion de las dos cadenas, donde solo una cadena
conocida como guia, se mantiene asociada al complejo y sirve para identificar el
MRNA con la secuencia complementaria. Cuando las moléculas del mRNA
complementarias son encontradas, la interaccion entre el siRNA y este mRNA

genera el corte y degradacion del mRNA (Ver Figura 8).

2.8.- DETERMINACION DE LA PROBABLE FUNCION DE UN GEN
El RNAI ha demostrado ser una herramienta valiosa para el estudio de la
funcién de los genes individuales de la garrapata y permite la identificacion de
moléculas esenciales para la supervivencia de las garrapatas (Wilson & Doudna,
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2013), ademés de que aporta conocimiento de la interfaz garrapata-patdégeno (De
La Fuente, y cols., 2007). El RNAI se ha convertido en la técnica mas utilizada y
prometedora en las garrapatas y otros organismos por el desarrollo de estrategias
de control por encima de otros enfoques alternativos para la manipulacion
genética (Willadsen, 2006).

El silenciamiento de los genes diana mediado por RNAI es incompleto
(un "knock-down", no un "knockout"), aunque en algunos casos, el mRNA objetivo
es indetectable incluso con ensayos de PCR ultrasensible. Los siRNAs pueden ser
sintetizados quimica o0 enzimaticamente o por transfeccion de sistemas de
vectores basados en DNA que codifican los RNA de horquilla corta (ShRNAS) que
se procesan de forma intracelular en siRNAs (Dykxhoorn & Lieberman, 2005).

Se han empleado diferentes métodos para administrar dsRNA en las
garrapatas: la microinyeccién, el remojo y la produccion de virus de dsRNA. La
microinyeccion de dsRNA en las garrapatas se ha hecho de forma manual (De La
Fuente, y cols., 2007, T. McManus & A. Sharp, 2002, Nijhof, y cols., 2007,
Mercado-Curiel, y cols., 2014). El remojo o incubacién con dsRNA ha sido utilizado
con tejidos o células de garrapata en experimentos ex vivo, in vivo e in vitro
(Nijhof, y cols., 2007). El método ex vivo del remojo de los 6rganos de garrapatas
en soluciones de dsRNA ha sido ampliamente utilizado para el estudio de
Amblyomma americanum a partir de la glandula salival de la garrapata (Bowman &
Sauer, 2004). La produccion de virus de dsRNA se realiza mediante la infeccion
de las células de garrapatas con los virus de RNA (Garcia, y cols., 2006).

Los métodos de RNAI descritos anteriormente tienen ventajas y
desventajas, que dependera del disefio y los objetivos experimentales. En
particular, la inyeccion de dsRNA en garrapatas podria llegar a ser el método
universal para el mecanismo de RNAI in vivo en las garrapatas, con la posibilidad

de generar un elevado numero de individuos tratados.

En la dltima década, mediante el uso del silenciamiento génico, se ha

generado informacién valiosa sobre la funcién de genes implicados en el

25



desarrollo de la garrapata, su alimentacion y su reproduccién (Tabla 1). La
identificacion de genes del vector relacionados con el desarrollo de la infeccion y
la viabilidad del vector son pasos iniciales en el descubrimiento de nuevas dianas
para inhibir el desarrollo del patégeno y la subsiguiente transmision (Mercado-
Curiel, y cols., 2014).

Tabla 1. Estudios donde se han utilizado RNA de interferencia.

AUTORES HALLAZGO

De La Fuente, y cols., 2006 Validacién de la funcion del gen 4D8 y proposicion del

nombre genérico “Subolesin”.

N La administraciéon de siRNA especifico para Bm86, Bm91 y
Nijhof y cols., 2007 ) S
Subolesin; presenta efectos significativos en el desarrollo

de los huevos y la generacion de larvas.

La administracion de siRNA especifico para los genes Imp,

SPl o Lpc disminuye la aptitud de las hembras alimentadas
Bastos, y cols., 2009 o i . »

con Rhipicephalus microplus durante la infeccion aguda de

Babesia bovis en los ovarios de garrapatas y la progenie de

las larvas.

Kurscheid y cols., 2009 Indica que las vias de sefial de ARNi pueden diferir de la de

otros artropodos tales como insectos.

La administracion de siRNA para genes funcionalmente
Kocan y cols., 2009 importantes para el desarrollo del patégeno sugiere un
papel para estas moléculas durante el ciclo de vida del

patégeno en las garrapatas.

Los experimentos de ARNi demostraron el gen de
Zivkovic y cols., 2010 “Subolesin” en las garrapatas puede afectar a la infeccion
por patégenos directamente mediante la reduccion de la

inmunidad innata.
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Almazan y cols., 2010

El RNA podria ser utilizado para la seleccién de candidatos
a antigenos protectores de garrapatas. Sin embargo, los
ensayos de vacunacién son necesarios para evaluar el

efecto de los antigenos recombinantes.

Fabres, y cols., 2010

GSK-3 es una proteina esencial implicada en procesos
embrionarios y por esta razén ya se ha sugerido como un
posible candidato antigeno para el control de garrapatas.

Lew-Tabor y cols., 2011

Ubiquitin-63E se sugiere como un posible candidato

antigeno para el control de garrapatas.

Bifano y cols., 2014

El primer informe que demuestra que RNAiI de un gen
garrapata se asocia la inhibicion de la transmision de A.

marginale.

Stephen Lu y cols., 2014

Los datos sugieren fuertemente un papel importante de

cistatina-3 en la inmunidad de garrapatas.

Mercado-Curiel y cols., 2014

La administracion de siRNA especifico para CK187220,
CV437619 y TC18492 disminuye la tasa de infeccién de las
garrapatas con A. marginale, mientras para TC22382,
TC17129 y TC16059 la incrementa.
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3.-JUSTIFICACION

La presencia de Rhipicephalus microplus, constituye un serio problema ya que
suele causar grandes pérdidas econdmicas a los productores de ganado bovino a
través de efectos fisicos directos sobre el animal parasitado e indirectamente a

través de la transmision de enfermedades.

Se han desarrollado diferentes métodos de control entre los cuales el uso de
acaricidas es muy frecuente, sin embargo gran parte de las poblaciones de
Rhipicephalus microplus se han vuelto resistentes a las tres clases principales de
acaricidas. Por otro lado, las vacunas desarrolladas a la fecha no brindan
proteccion completa, lo que pone de relieve la gravedad de la situacién y la

importancia de tener nuevas estrategias de manejo.

La sobreexpresion TC20108 debida a la alimentacién de Rhipicephalus microplus
ha sido descrita anteriormente (Mercado-Curiel, y cols., 2011) y su secuencia
presenta homologia con la proteina A de union a inmunoglobulina G (IGBP) en
Rhipicephalus appendiculatus (Wang, y cols., 2007). IGBP se une a la regién Fc
de los anticuerpos, lo cual podria dificultar la opsonizacion y la fagocitosis del
antigeno. Estas IGBPs fueron descubiertas cuando se observé que las garrapatas
excretan inmunoglobulinas en su saliva durante la alimentacion. Las IGBPs actian
como un sistema de "defensa propio" contra inmunoglobulinas ingeridas y podrian
ser determinantes durante el desarrollo del ciclo biolégico de la garrapata.

El RNA de interferencia es una poderosa herramienta molecular que permite la
identificacion de genes de Rhipicephalus microplus que son esenciales para la
supervivencia de la garrapata. Esto permitira el desarrollo de nuevas estrategias
puara interferir en la viabilidad y el desarrollo de la garrapata, impidiendo que
genere dafos fisicos a los hospederos mamiferos e impidiendo a la vez la

transmision de patdégenos.
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4.-OBJETIVOS

4.1.-OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto de la administracion de un siRNA especifico para TC20108 sobre

algunos aspectos de la viabilidad y el desarrollo de Rhipicephalus microplus tales

como la tasa de mortalidad y ganancia de peso durante la alimentacién a

replecion, oviposicion y eclosion de los huevos.

4.2.-OBJETIVOS ESPECIFICOS

1.
2.

Disefar duplex siRNA especifico para TC20108.

Evaluar el efecto de la administracibn de un siRNA especifico para
TC20108 sobre la tasa de mortalidad y la ganancia de peso durante la
alimentacion a replecién de hembras adultas de Rhipicephalus microplus.
Evaluar el efecto de la administracion de un siRNA especifico para
TC20108 sobre la oviposicion de hembras de Rhipicephalus microplus
adultas tratadas y alimentadas a replecion.

Evaluar la eclosion de huevos ovipuestos por hembras adultas de
Rhipicephalus microplus repletas administradas con un siRNA especifico
para TC20108.

Estimar el efecto neto de la administracion de un siRNA especifico por
TC20108 sobre la aptitud biolégica de Rhipicephalus microplus.

4.3.-HIPOTESIS

La administracion del siRNA especifico para TC20108 tiene un efecto neto

deletéreo sobre la aptitud biol6gica de Rhipicephalus microplus.
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5.- METODOLOGIA

5.1.- ANIMALES EXPERIMENTALES Y GARRAPATAS

Dos terneros Holstein, de 4 meses de edad, sin previa exposicion a garrapatas
fueron utilizados para este estudio. En el primer ternero fue colocado 1 gramo de
larvas de Rhipicephalus microplus (cepa La Joya) hasta completar la muda a la
etapa de ninfa. Las ninfas se recogieron manualmente del lomo del animal, y se
incubaron a 26°C y 95% de humedad para completar la muda a la etapa adulta.
Se formaron grupos de 60 garrapatas hembras las cuales fueron inyectadas y
colocadas en el segundo ternero para completar su alimentacién a replecién
acompafiados de un numero equivalente de machos. Los experimentos con
animales estdn aprobados por el Comité de Bioética en Investigacion de la
Facultad de Medicina y de la Facultad de Ciencias Naturales Universidad

Autonoma de Querétaro, Facultad de Medicina, Querétaro.

5.2.- RNA PEQUENO DE INTERFERENCIA

Un siRNA de doble hebra fue especificamente disefiado para TC20108 vy
sintetizado quimicamente (Integrated DNA Technologies, Inc). El duplex corto de
RNA tiene dos bases no apareadas que sobresalen en el extremo 3’ de la hebra
antisentido y es romo en el extremo 5. La cadena sentido tiene en el extremo 3’
dos bases de DNA en lugar de RNA (Ver Tabla 2). El siRNA se suspendi6é a una
concentracion de 10 pmol/uL en un tampdn duplex libre de nucleasas (Integrated
DNA Technologies, Inc) conforme a lo descrito previamente por Mercado-Curiel y
cols., 2014.

El disefio de un siRNA se debe efectuar usando las reglas estandar de disefio. Se
considera la estabilidad termodinamica de los extremos dsRNA. El extremo 5' de
la hebra que tiene que poseer la termodinamica menos estable para que pueda
incorporarse en el RISC. El sustrato de Dicer se genera extendiendo el sitio diana
del dsRNA, se afladen 4 bases al extremo 3' de la hebra de sentido y 6 bases al
extremo 5' de la hebra antisentido para crear una molécula asimétrica con un

extremo romo. Sustituir las dos bases finales de RNA en el extremo 3' de la
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cadena sentido por bases de DNA. Esta modificacion ayuda a dirigir el corte, asi

como el disefio asimétrico con 2-bases 3'-overhang en un lado y romo en el otro.

El siRNA debe consistir en una cadena sentido de 25 bases y una cadena
antisentido de 27 bases que cuando actia con la enzima Dicer se convertiria en el
reactivo dsRNA maduro y se espera que tenga la cadena antisentido incorporada
en el RISC maduro. Adicionalmente, la presencia de un grupo fosfato en el
extremo 5' en la cadena sentido sera necesaria para la entrada al RISC y su
adicional sintesis, ademas de que puede mejorar la potencia (Reynolds, et al.,
2004).

Tabla 2. Secuencia del siRNA especifico para TC20108.

Gen Secuencia siRNA (5'-3")

TC20108 A: rUrArUrCrGrArUrGrCrUrUrGrUrUrUrUrGrGrUrCrUrGrGrCrArGrArA

S: rCrUrGrCrCrArGrArCrCrArArArArCrArGrCrArUrCrGrATA

Secuencia A= Antisentido; S= Sentido.

5.3.- ADMINISTRACION DE GARRAPATAS CON siRNA

Las garrapatas hembras adultas recién mudadas fueron inyectadas con 0.5 uL de
la soluciébn madre del duplex de siRNA. El grupo control fue inyectado con un
volumen equivalente del buffer ddplex libre de nucleasas (Integrated DNA
Technologies, Inc). La inyeccién se realiz6 empleando una jeringa de 10 pl
(Hamilton) con una aguja metdlica de calibre 34 (Hamilton). ElI volumen
administrado se maneja por el controlador del inyector Micro4 UMP3 Microjeringa
(World Precision Instruments). La inyeccion se llevo a cabo en la base de la cuarta
pata izquierda a través de la membrana coxal. No se observé reflujo de la
solucion, hemolinfa o tejido en el sitio de la puncidon cuando la aguja fue

cuidadosamente retirada.
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5.4- EVALUACION DE LOS PARAMETROS BIOLOGICOS.

La evaluacion de los parametros biologicos de Rhipicephalus microplus, se realizo

mediante un seguimiento individual diario en cada una de las garrapatas.

Considerando que la alimentacion, replecion, oviposicion y eclosion son los puntos

relevantes durante su ciclo de vida para conocer el efecto de la administracion del

SiRNA especifico para TC20108, se efectuod lo siguiente:

Tasa de mortalidad. El efecto de la administracion de un siRNA sobre la
mortalidad de las garrapatas adultas de Rhipicephalus microplus se obtuvo
mediante la contabilizacion de las mismas en cada uno de los grupos,

después del periodo de alimentacién a replecion.

La alimentacion. Para conocer el efecto de la administracion de un siRNA
sobre la alimentacion de Rhipicephalus microplus se pesaron de manera
previa a su administracion del siRNA cada una de las garrapatas adultas,
tanto del grupo control como del grupo tratado. Transcurrido el periodo de
alimentacion las garrapatas adultas volvieron a ser pesadas, se
promediaron y se compararon ambos grupos para poder conocer el
aumento obtenido después de alimentarse. Los grupos se colocaron en

parches separados sobre un mismo animal, uno de cada costado.

Replecion. El efecto de la administracion de un siRNA sobre la replecion de
las garrapatas adultas de Rhipicephalus microplus se evalué mediante un
seguimiento individual diario, por 17 dias en donde cada una de las
garrapatas fueron pesadas realizando este procedimiento en ambos
grupos. Esta accion se evalu6 en conjunto con la oviposicion. Las

garrapatas se incubaron a 26°C con 95% de humedad.

Oviposicion. Para conocer el efecto de la administracion de un siRNA sobre
la oviposicion de Rhipicephalus microplus se pesaron desde el inicio de la

oviposicion de cada garrapata de manera diaria los huevecillos obtenidos,
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estos eran separados de la garrapata y colocados en viales con algodones
que permitieran el ingreso de humedad, para la evaluacién de la eclosion.

Los huevos ovipositados, se incubaron a 26°C con 95% de humedad.

e Eclosion. El efecto de la administracion de un siRNA sobre la eclosion de
los huevos de Rhipicephalus microplus se evalud posterior a los 17 dias y
asegurando que todas las garrapatas habian terminado de oviponer. Se
esperd un periodo de 30 dias para la eclosion de las larvas, en el cual se
observaron de manera semanal por la presencia de eclosiones previas al
periodo determinado. Una vez que todas las larvas eclosionaron fueron
contadas de manera individual, esto se realizd con la cuantificaciéon de
viales obtenidos en cada uno de los grupos analizados (control y tratado).
Se les dio un seguimiento por un periodo de 60 dias y al finalizarlo las

garrapatas fueron contadas nuevamente para evaluar su viabilidad.

Finalmente se hizo una evaluacién neta de los efectos obtenidos en el grupo
administrado con siRNA. Juntando todos los datos obtenidos en cada uno de los
parametros biologicos, obteniendo un resultado final del dafio total efectuado en

todo su ciclo de vida.
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6.- RESULTADOS Y DISCUSION
Se determind el efecto de la administracion del RNA corto de interferencia

especifico para TC20108 sobre algunos parametros bioldgicos de R. microplus.

6.1. Tasa de mortalidad de garrapatas hembras adultas durante la

alimentacion areplecion.

La tasa de mortalidad observada fue de 65% y 20% en el grupo tratado con el

siRNA 'y el control, respectivamente. (Gréfico 1).
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Grafico 1. Efecto de la administracion del siRNA especifico para TC20108 sobre la tasa de
mortalidad en hembras adultas de Rhipicephalus microplus durante la alimentacion a
replecién. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa (P <0.001)
determinada mediante la prueba t pareada.

El 20% de mortalidad en nuestro grupo control estuvo acorde con estudios previos
(Almazan, y cols., 2010 y Mercado-Curiel, y cols., 2014) que han reportado una
mortalidad de entre el 20% y el 27% en garrapatas adultas manipuladas de
diversas maneras (inyectadas, amputacion de una pata, o disminucién de los dias

de alimentacion).

El incremento en la tasa de mortalidad se puede adjudicar al posible bloqueo de la
funcion de TC20108, ya que la anulacién de la funcion de una IGBPA en la

garrapata podria derivar en el aumento de anticuerpos del hospedero en la
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garrapata. La respuesta del bovino contra las garrapatas es mas evidente en
aquellos animales que han experimentado exposicion previa a garrapatas ya que
estos desarrollan una respuesta inmune especifica contra antigenos de la
garrapata, por lo que en estos casos la funcion protectora de las IGBPA en las

garrapatas es aun mas relevante.

6.2. Ganancia de peso de garrapatas hembras adultas durante la

alimentacién a replecion.

Habiendo observado el incremento de la tasa de mortalidad de las garrapatas
hembras adultas durante el periodo de alimentacion a replecion debido a la
administracion del siRNA especifico para TC20108, se determind el efecto de
dicho tratamiento sobre el peso de aquellas garrapatas que habian logrado
sobrevivir. Para ello se pesaron individualmente cada una de ellas a partir del
momento de caer repletas del animal y durante todo el periodo de oviposicion. Se
observé que no hubo diferencia estadisticamente significativa en la ganancia de
peso en el periodo de replecion (Grafico 2). El peso promedio en el grupo tratado

fue de 0.3£0.040 g con respecto a 0.29+0.030 g en el grupo control.

El aumento de peso observado en nuestro estudio es acorde con lo descrito
previamente (Almazan y cols., 2010) en donde se evalué el peso corporal a
replecion en garrapatas sin ningun tratamiento, obteniendo un resultado de
0.288+0.072 g.

Se observé una diferencia estadisticamente significativa en el peso a partir del dia
15 ya durante el periodo de oviposicién (Grafico 2). El peso de las garrapatas
mostré una reduccion que se relaciono con la puesta de huevos. El peso promedio
de las garrapatas al final del periodo de oviposicion fue de 0.150 + 0.049 g y de
0.250+0.015 g en el grupo control y en el grupo tratado con el SiRNA,

respectivamente.
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Grafico 2. Efecto de la administracion del siRNA especifico para TC20108 sobre el peso de
las hembras de Rhipicephalus microplus adultas durante el periodo de alimentacion y
oviposicién hasta su deceso. El asterisco (*) indica una diferencia estadisticamente significativa
(P <0.05) entre el grupo tratado con siRNA y el grupo control como se determindé mediante la
prueba de Bonferroni.

6.3. Oviposicion de hembras adultas repletas.

A diferencia de los estudios previos realizados en que la masa de huevecillos es
pesada de una sola vez al final del periodo de oviposicion (Almazan, y cols., 2010,
De La Fuente, y cols., 2005 y Nijhof, y cols., 2007), en el presente estudio se
presenta por primera vez un monitoreo diario de como se va incrementando el
peso de los huevecillos ovipuestos durante 16 dias medido en cada una de las
garrapatas individuales hasta su deceso y representado en forma grupal (Grafico
3).

A partir del dia 19 se observo una diferencia estadisticamente significativa en el
peso de los huevecillos puestos en el grupo tratado con el siRNA con respecto al
control siendo el peso final acumulado de 0.060+0.007 g y 0.15+0.010 g,
respectivamente. Lo anterior representa una disminucion del 60% de la oviposicion

en el grupo tratado con el siRNA con respecto al grupo control.

La diferencia estadisticamente significativa en la reduccidn de peso entre
garrapatas adultas repletas del grupo tratado con el siRNA y del control fue a partir

del dia 15 (Grafico 2), lo cual puede ser explicado por el hecho de que el peso de
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la garrapata es mayor que el peso de la masa de huevecillos y la variacion de
cada medicion individual con respecto al valor medio representa una menor

desviacion.
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Grafico 3. Efecto de la administracion del siRNA especifico para TC20108 sobre la
oviposicién de hembras adultas repletas de Rhipicephalus microplus. Se representa el peso
de la masa de los huevecillos a lo largo del periodo de oviposicion como el promedio de pesos
individuales con el error estandar indicado con barras de error. El asterisco (*) indica una diferencia
estadisticamente significativa (P <0.05) entre el grupo tratado con siRNA vy el grupo control como
se determind mediante la prueba de Bonferroni.

Al igual que lo que ha sido reportado en estudios previos (Nava, y cols., 2010), las
garrapatas hembras repletas tuvieron un periodo de alrededor de 3 dias (pre-
oviposicion) a partir del dia en que cayeron repletas del animal hasta antes de la
primera puesta de huevecillos. Cada garrapata individual deposité alrededor de 9
mg de huevecillos cada dia independientemente del grupo al que perteneciera, sin
embargo, las garrapatas en el grupo tratado solamente permanecieron activas
oviponiendo durante 5 dias. Posterior a ese tiempo el peso acumulado de los
huevecillos ovipuestos en el grupo tratado con el siRNA permanecié constante
(Grafico 3). El peso acumulado de los huevecillos ovipuestos por cada garrapata
individual al final del periodo de oviposicion fue de 60+7mg y 150+10mg en el
grupo tratado y en el control, respectivamente. Lo anterior representa una
disminucién del 73.33% en la cantidad neta de huevos puestos como efecto de la

administracion del siRNA especifico para TC20108.
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Garrapatas de ambos grupos fueron disectadas al final del periodo de oviposicion,
pudiéndose observar que las garrapatas en el grupo tratado con el siRNA
contenian en su interior los huevos que habian sido incapaces de depositar

durante el periodo de oviposicion (Figura 9).

Figura 9. Diseccidon de Rhipicephalus microplus hembras repletas al final del periodo de
oviposicidn. Al exponer el contenido de las garrapatas se pueden apreciar diferencias en la
cantidad de huevos que estan presentes. A. Grupo tratado con el siRNA especifico para TC20108.

B. Grupo control administrado con siRNA Duplex Buffer.

Aunque no se conocen con exactitud los factores que originan la degeneraciéon de
los huevos en R. microplus, ha sido reportado anteriormente (Saito, y cols., 2005)
gue cuando hay alguna alteracion en la alimentacién, algunos nutrientes son
recuperados de los huevos al sometidos a autolisis sin ser fagocitados y sin
participacion de células de la hemolinfa, lo cual interrumpe la deposiciéon de yema
y promueve la lisis de los granulos existentes, derivando en la deformacion de los
ovocitos, impidiéndoles llegar al tracto genital para ser ovipositados (Denardi, y
cols., 2004).

En el presente estudio se observd que no hubo diferencia estadisticamente
significativa en la ganancia de peso de las hembras alimentadas a replecién en el
grupo tratado con el siRNA respecto al grupo control (Grafico 2), lo cual implicaria

que la cantidad de sangre obtenida del animal es esencialmente la misma, sin
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embargo, esta no puede ser aprovechada adecuadamente por la garrapata
hembra para la adecuada ovogénesis y posterior oviposicion, probablemente por
el efecto deletéreo de la actividad de las inmunoglobulinas del vacuno sobre la
garrapata, al no contar con la actividad adecuada de la IGBPA TC20108. Se

requieren futuros estudios para poder corroborar lo anterior.

Independientemente de no conocer el mecanismo exacto por el cual la
oviposicion disminuye en el grupo tratado con el siRNA, lo que es un hecho es que
como en cualquier otro organismo, cuando sus procesos bioldgicos se alteran
sustancialmente, el organismo no necesariamente muere inmediatamente, Sino

uno de los procesos que inicialmente se ve afectado es la reproduccion.
6.4. Eclosion de los huevos ovipuestos por hembras adultas repletas.

Se determind la tasa de eclosion ya que otro aspecto importante que determina la
aptitud biolégica global en la garrapata es la viabilidad de los huevecillos que han
sido puestos por la hembra, los cuales idealmente deberan dar lugar a nuevas

larvas que eclosionen de ellos para continuar con el ciclo de vida.

El porcentaje de eclosion en el grupo tratado con siRNA fue de 72% en tanto que
en el grupo control fue de 75%, no existiendo diferencia estadisticamente

significativa entre ambos grupos (Grafico 4).

Nuestros resultados son acordes con lo descrito anteriormente (Benitez, y cols.,
2012) que establece que de manera natural un porcentaje (70%) de huevecillos

puestos no son viables y no eclosionan en nuevas larvas.
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Grafico 4. Efecto de la administracion del siRNA especifico para TC20108 sobre la eclosién
de huevos en larvas de Rhipicephalus microplus. Los datos se presentan como el porcentaje
de eclosion de los huevos. No se observo ninguna diferencia estadisticamente significativa para
estos resultados.

6.5. Impacto global sobre la aptitud bioldgica.

En base a estudios previos (Mercado-Curiel, y cols., 2014) de manera general en
condiciones experimentales controladas se considera que 1 g de larvas de R.
microplus contiene aproximadamente 20,000 larvas. Aproximadamente un 10% de
ellas sobrevive logrando llegar a la etapa adulta, las cuales son hembras y machos
en la misma proporcién. Durante la alimentacion a replecion en la etapa adulta hay
aproximadamente un 20% de mortalidad. Por lo que finalmente de un gramo de
larvas se obtienen aproximadamente 800 hembras adultas repletas que se
encuentran en condiciones de comenzar la oviposiciéon. Cada hembra pone
aproximadamente 2,000 huevos de los cuales aproximadamente el 70% son
viables y eclosionan de ellos nuevas larvas. Globalmente se estarian obteniendo
un total de 1°120,000 larvas F1 a partir de 1 g de larvas FO. Desde luego este
namero no considera por ejemplo condiciones ambientales o disponibilidad de
hospederos mamiferos que puedan hacer que el numero efectivo de larvas FO sea
menor (Figura 10).
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Figura 10. Impacto global de la administracion del siRNA sobre la aptitud bilégica de
Rhipicephalus microplus. Se muestran los puntos determinantes del ciclo de vida que como
parametros bioldgicos fueron medidos en el presente estudio.

En el presente estudio en el grupo tratado con el siRNA especifico para TC20108
el porcentaje de mortalidad durante la alimentacion a replecion en la etapa adulta
se increment6 del 20% al 65%. Por lo que de un gramo de larvas puestas sobre el
vacuno se obtendrian 350 hembras adultas repletas. Adicionalmente la oviposicién
en el grupo tratado con el siRNA disminuy6 un 60% con respecto al grupo control,
por lo que de 350 hembras adultas repletas se estarian obteniendo Unicamente
280,000 huevos en vez de 700,000. No se observé diferencia en la viabilidad y
eclosion de larvas F1 de alrededor del 70% debido al tratamiento con el siRNA,
por lo que el numero de global final de larvas F1 a partir de 1 g de larvas FO seria
de 196,000.

Tomando todo lo anterior en conjunto, el tratamiento con el siRNA especifico para
TC20108 representa una disminucion del 82.5% del nimero de descendientes en

la poblacion de garrapatas tratadas con respecto al control.

Futuras investigaciones deberan determinar si el efecto de la administracion del
SsiRNA especifico para TC20108 observado en el presente estudio se debe a la

disminucién del nivel de expresion de dicho gen.
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Se ha observado que las IGBPs se encuentran presentes en todas las etapas de
desarrollo (Rodriguez-Valle y cols., 2010) y se ha descrito la posible presencia de
mas de una IGBPA en R. microplus (Mercado-Curiel, y cols., 2011, Gong, y cols.,
2014 y Wang & Nuttall, 1995). Aunque estas diversas formas de IGBPAs no se
encuentran caracterizadas, se puede prever un posible efecto de compensacién

funcional.

Las hembras reciben la ayuda de las garrapatas macho durante su alimentacion
(Wang & Nuttal, 1998) y se considera que podrian colaboran con las hembras en
la disminucion de anticuerpos del vacuno al ingerir la sangre y regurgitarla manera
directa en las hembras. En machos de Rhipicephalus haemaphysaloides se
describio la presencia de IGBPAs predominantemente en glandulas salivales sin
embargo su silenciamiento no tuvo ningun efecto evidente en las hembras (Gong,
y cols., 2014).

La eventual utilidad de TC20108 como un antigeno vacunal eficaz para el control
de R. microplus aguarda por futuras investigaciones, sin embargo a la fecha, los
resultados son alentadores.
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7.- CONCLUSIONES

La administracion de un siRNA especifico para TC20108 de Rhipicephalus
microplus tiene un efecto deletéreo sobre su aptitud biologica incrementando la
tasa de mortalidad de las garrapatas hembras adultas durante el periodo de

alimentacion a replecién y disminuyendo la oviposicion.
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