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"RESUMEN

CARLOS RICARDO CRUZ VAZQUEZ: CARACTERIZACION INMUNOQUIMICA
DE PROTEINAS DE SUPERFICIE DE INTESTINO DE GARRAPATA
Boophilus microplus, BAJO LA DIRECCION DE ZEFERINO GARCIA
VAZQUEZ Y MA. TERESA QUINTERO MARTINEZ.

El control inmunolégico ha mostrado tener valor como
elemento complementario en el manejo de las infestaciones
por la garrapata Boophilus microplus en el ganado bovino; el
intestino de este ectoparédsito se ha considerado como fuente
de antigenos inmunoprotectores en diversas investigaciones
realizadas al respecto.
El objetivo del estudio fue la identificacién y localizacién
de proteinas de superficie de intestino de B. microplus, asi
como el caracterizarlas 1nmunoquim1camente. Se disectaron y
procesaron intestinos de hembras semi-ingurgitadas y se
sometieron a electroforesis SDS-PAGE en condiciones no
reductoras. El patrén electroforético obtenido mostré 18
bandas con pesos moleculares aparentes en un rango de 17 a
258 kDa; al realizar la deteccién por inmunoensayo
enzimdtico de azdcares en glicoconjugados, al referido
patrén, se determiné que el 61% de las proteinas se
encontraban asociadas con carbohidratos.
Este patrén se sometié a una Inmunoelectrotransferencia
(IET) y se confronté con un suero de conejo anti-intestino
homélogo, identificédndose <cinco proteinas con pesos
moleculares aparentes de 208, 189, 141, 99 y 89 kDa, que han
sido consideradas como antigénicas; dichas proteinas fueron
localizadas en la superf1c1e del tejido intestinal por medio
de Inmunofluorescencia Indirecta en cortes histolégicos.
Ademas, se identificé la presencia de seis antigenos comunes
entre extractos de larvas maduras y de intestinos de B.
microplus, por IET, usando antisueros homélogos producidos
en conejo, con un peso molecular aparente de 34, 237, 244,
259, 264 y 323 kDa.
Se reconocidé la composicién histolégica del intestino de las
hembras utilizadas en el estudio mediante cortes por
inclusién en parafina tefiidos con Hematoxilina y Eosina.
Asimismo, se caracterizé parcialmente la cepa "Zapata" de B.
microplus en cuanto a su comportamlento biolégico en cultivo
controlado.
Los resultados del presente estudio han permitido demostrar
que existen diferentes proteinas con capacidad antigénica en
el intestino de la garrapata B. microplus, algunas similares
y otras diferentes a las previamente reportadas, y que es
necesario experimentar la utilizacién de estos antigenos
identificados inmunizando bovinos y valorar su capacidad
protectora a las infestaciones experimentales con garrapatas

B. microplus.

Palabras clave: Boophilus microplus, intestino, antigenos,
inmunohistoquimica.
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SUMMARY

CARLOS RICARDO CRUZ VAZQUEZ: IMMUNOCHEMICAL CHARACTERIZATION
OF Boophilus microplus TICK GUT SURFACE PROTEINS. ADVISERS:
ZEFERINO GARCIA VAZQUEZ AND MA. TERESA QUINTERO MARTINEZ.

The immunological control has demonstrated perspectives as a

complementary alternative to prevent the tick Boophilus

microplus infestation on cattle, the tick gut has been
considered as a source of Iimmunoprotector antigens in
several studies.

The objetive of this study was to identify and to
characterize immunochemically and locate the surface
proteins in the tick gut of B. microplus. Semi-engorged
females ticks were dissected to obtain the quts, they were
macerated and SDS-PAGE gel electrophoresis was performed
under non-reduced conditions. The electrophoretlc protein
pattern showed 18 bands with molecular weights ranging of 17
to 258 kDa; the enzyme 1mmunoassay of the glycoproteins were
carried out on the protein pattern and determined that 61%
of the total protelns were glycoproteins.

The tick qut protelns were immunoblotted (IB) and exposed to
an homologous anti-gut rabbit serum and the antibodies
present in the serum were able to identify five proteins
with molecular welghts of 208,189,141,99 and 89 kbDa which
were considered antigenic. These protelns were identified on
the surface of the tick gut by an "in situ" Indirect
Immunofluorescence test.

In addition, six common antigens, with molecular weights of
34, 237, 244, 259, 264 and 323 kDa, were identified among
larvae proteln extracts and adult tick gut protein extracts
by IB.

The hlstologlcal study on the female tick quts was performed
in parafin sections and stained with Hematoxilin and Eosin.
The toxicological and biological characterization of the
"Zapata" tick strain was determined by the Larvae Package
test and experimental infestation in cattle, respectively.
The results showed that different antigenic proteins exist
in the tick gut of B. microplus, some of them were those
similar to previously reported whereas some others were
different, but 1is necessary to test these antigens in
experlmental trials in order to determine the immunological
protection conferred by these antigens in the control of
tick infestation in cattle.

Keys words: Boophilus microplus, gut, antigens,
immunohistochemistry.
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I.INTRODUCCTION.

1.1. Antecedentes.

En las regiones tropicales y subtropicales del mundo, se
presentan condiciones ecolégicas propicias para el desarrollo
de numerosos pardsitos que afectan a los animales domésticos,
tales como: protozoarios, helmintos y artrépodos. En este
iltimo grupo, las garrapatas se caracterizan por poseer una
amplia distribucién e importancia econémica en las

actividades pecuarias y en la salud piblica (53).

Los problemas generados por estos ectopardsitos varian

entre regiones dependiendo de diversos factores, entre los
cuales destacan las especies de garrapatas presentes, los
agentes patdgenos transmitidos por éstas y la poblacién de
hospederos involucrados, que en funcién de sus
interrelaciones y aunado a elementos externos como son el
control sanitario y los de indole socioeconémico, generan una
problemdtica particular en cada regién (91).

La garrapata del ganado, Boophilus microplus, representa
al ectopardsito de mayor importancia en la ganaderia bovina
del norte, centro y sur de América, de grandes regiones de
Australia, de Asia y ciertas &reas de Africa (91, 112, 136).
En México, este ectopardsito se encuentra presente en

aproximadamente el 53 % del territorio nacional. Dentro de su
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drea de distribucién se ubican las principales regiones

ganaderas del pais (110).

Los problemas originados por la infestacién de 1la

garrapata Boophilus microplus en el ganado bovino son
importantes . Este ectopardsito causa graves dafios por si
solo al tener h&bitos hematdéfagos estrictos, perforando vy
dafiando la piel del hospedero, sustrayendo nutrientes §
causando un malestar generalizado cuya intensidad depende del
grado de infestaci6én y de la susceptibilidad del hospedero.
Por otra parte, Boophilus microplus puede actuar como vector
de diversos agentes patdgenos entre los que destacan por su
importancia sanitaria, Babesia spp, que provoca la

babesiosis, Anaplasma spp, causante de la anaplasmosis y

Borrelia theileri, agente etiolégico de la borrelosis, la
epidemiologia de los agentes causales de estas enfermedades
estd casi siempre en relacién directa con la del vector;
ademds, las picaduras de esta garrapata pueden ser puerta de
entrada a problemas secundarios de salud (49, 109, 112, 122).

Por lo dicho anteriormente, la infestacién por garrapata
puede acarrear diversos problemas de salud al ganado, que
finalmente, tienen una repercusién en la produccién y por
tanto, en la economia. En este dltimo aspecto, esta
parasitosis provoca mermas no s6lo en el valor de la
produccién expresado en carne, leche y otros productos. Al
respecto, en un estudio realizado bajo condiciones
controladas se determiné dque una hembra ingurgitada de

Boophilus microplus produce una reduccién de hasta 1.5 g en

2



la ganancia de peso en el ganado (115). Ademds, incide en los
costos que implica la aplicacién de programas de prevencién y
control del ectoparédsito, especialmente el de tipo quimico, y
en los gastos sanitarios que se derivan de las infestaciones
graves y de las enfermedades que transmite esta garrapata al
ganado. Todos estos son costos que resultan dificiles de
estimar pero que generalmente' son elevados; ademds, bajo
ciertas circunstancias, la oportunidad de comercializacién
puede verse afectada (91, 122, 136).

Las medidas de prevencién y control ejercidas sobre las
infestaciones por garrapatas Boophilus microplus, se han
llevado a cabo de diferentes formas, sobresaliendo el uso de
compuestos quimicos con propiedades acaricidas. A través del
tiempo, se han aplicado en las diferentes regiones
geogrdficas afectadas por este ectopardsito, compuestos
quimicos principalmente de los siguientes grupos:
arsenicales, organoclorados, organofosforados, amidinas vy
piretroides sintéticos, asi como las ivermectinas Sin
embargo, algunos compuestos han sido retirados del mercado a
causa de su alta toxicidad y dafio al ambiente, como los
arsenicales y los organoclorados, Y otros, debido
generalmente a que su uso indiscriminado, ha provocado la
aparicién del fendmeno de la resistencia en diversas
poblaciones de garrapata Boophilus microplus (5, 81, 82,
136).

El futuro del control quimico a las infestaciones con

garrapatas, que representa la medida de primera eleccidén en

3
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esta tarea, no es promisorio, no sélo por la presencia de la
resistencia a los compuestos, sino también por otras razones,
como son: el costo de aplicacién que es elevado y que limita
el acceso y la periodicidad de su uso en muchas situaciones,
ademéds, la presencia de residuos téxicos de los compuestos en
la carne y otros productos del ganado lo que implica altos
costos en la comercializacién, especialmente de canales y
cortes de carne por los exédmenes a que deben de ser sometidos
para verificar su estado al respecto. Finalmente, el dafio al
ambiente producido al utilizar algunos acaricidas
rutinariamente, esto sin menoscabo de los problemas de salud
piblica asociados a su uso (67, 132, 136).

Otras alternativas de prevencién y control han sido
sugeridas y utilizadas desde hace varios aflos, medidas
eficaces pero que requieren de condiciones tecnolégicas més
elaboradas para su aplicacidén, tales como el manejo de
pastizales, la rotacién de potrerosky el uso de depredadores
naturales de las garrapatas, entre otros (112).

Desde hace mds de cinco décédas, se ha recomendado el
uso de ganado Bos indicus, el cual ha demostrado que es méas
tolerante a la garrapata que el ganado Bos taurus, tanto por
sus caracteristicas fenotipicas como por su capacidad de
desarrollar una respuesta inmune mds eficiente después de una
primoinfestacién (100, 123, 124). Al parecer, esta
alternativa es la més recomendable para fortalecer un
programa de control basado en acaricidas, aunque habré de

tenerse en cuenta las limitantes productivas, como lo son la
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menor produccién de carne y leche, que implicaria el uso de

este ganado y sus cruzas con Bos taurus (46, 126).

La situacién antes descrita, ha provocado que en los
iltimos ailos se hayan buscado otras alternativas para la
prevencién y control a las infestaciones por garrapatas, en
especial de Boophilus microplus, al respecto, sobresalen los
trabajos enfocados al control de origen inmunolégico. Este
tipo de control representa una alternativa adicional a otros
métodos como son el bioldégico y el quimico; sus perspectivas
de aplicacién en el momento en que se alcance su desarrollo
definitivo, incluirian caracteristicas tales, como promover
una respuesta inmune mds eficiente en el ganado en contra de
la infestacién por garrapatas, con lo cual la introduccién de
razas europeas en zonas infestadas podria ser méds viable. Por
otra parte, los tratamientos acaricidas se podrian programar
con intervalos de tiempo més amplios y asi reducir los costos
y prolongar la vida Gtil del compuesto al reducir la presién
de seleccidén y abatir las poblaciones de garrapatas; ademés,
se disminuirian los riesgos por la presencia de residuos
téxicos de acaricidas en los productos animales, el ambiental

y el de salud piblica que implica su uso (39, 67, 136).
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1.2. Morfofisiologia del aparato digestivo de Boophilus

microplus.

En las garrapatas, el proceso de alimentacién es
considerado como el evento fisiolégico de mayor importancia,
no s6lo por el significado que el mismo guarda en la economia
del pardsito sino también por la interrelacién que este
proceso tiene con el hospedero y que de hecho representa el
punto medular de la relacién hospedero parédsito.

Como en todos los &caros, en las garrapatas el gnatosoma
representa el conjunto de partes bucales encargadas de
manejar el alimento, es asimismo, el responsable de 1la
fijacién del pardsito a la piel del hospedero (57, 112).

En la garrapata Boophilus microplus, el gnatosoma esté
compuesto de un par de queliceros, primer par de apéndices,
transformados en ©6érganos cortadores muy eficientes, estén
formados por dos artejos y los dedes de éstos son méviles y
cortadores, el externo se encuenr.ra volteado hacia afuera y
en ambos dedos los dientes sor externos; con los queliceros
la garrapata logra penetrar con facilidad el estrato cérneo
de la piel del hospedero, cortando del centro hacia afuera
(53, 57).

Los pedipalpos, segundo par de apéndices, se encuentran
lateralménte, pero sus coxas se fusionan una con la otra en
la regién ventral y hacia arriba con una proyeccién del
margen anterior del idiosoma, constituyendo 1la base del

gnatosoma que es la que unifica a los demds elementos que
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conforman esta estructura; los otros cuatro artejos de los
pedipalpos son libres y existe la idea de que funcionan como
érganos quimioreceptores (53, 57).

Las proyecciones de las coxas de los pedipalpos, han
formado durante su evolucién, una estructura larga, ventral,
como lenglleta rigida, que es el hipostoma. Este 6érgano se
ubica en la porcién ventral del gnatosoma entre los dos
pedipalpos y estd constituido por dos piezas unidas hacia la
linea media; el hipostoma es aplanado dorsoventrélmente y
estd provisto de fuertes dientes dirigidos hacia atréds vy
dispuestos en hileras longitudinales, termina en una punta
redondeada cuya superficie presenta numerosos dientecillos
que conforman la denominada corénula. El1 hipostoma es el
6rgano de fijacién de la garrapata al hospedero (57, 83).

La abertura bucal se encuentra conformada por un surco
ubicado en la cara superior del hipostoma que se encuentra
recubierto por una membrana y por las membranas externas de
los queliceros hacia el dorso; inmediatamente hacia el
extremo posterior se encuentra el 1lébulo labral, que separa
la cavidad faringea del salivario, siendo este udltimo el
conducto por donde pasa la saliva una vez que es secretada
por las glédndulas salivales y el cual puede servir también
como reservorio salival. Existen dos glandulas salivales que
se extienden a ambos lados del cuerpo desde las escdpulas del
escudo en la porcidén anterior y hacia la regién posterior

llegan hasta detréds de las coxas del cuarto par de patas, son
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gléndﬁlas de aspecto racimoso y cuyos conductos principales
desembocan hacia adelante en el salivario (57, 83).

. La composicién de la saliva es compleja ya gque incluye
diversos componentes ademds de las enzimas digestivas que
realizan la digestién extracorporal, éstas son principalmente
las siguientes: a) una sustancia anestésica que impide que el
hospedero se percate del ataque de la garrapata en el momento
mismo de realizarse éste; b) una sustancia que sirve como
cemento para sellar perfectamente el lugar de penetracién de
las partes bucales en la piel del hospedero, impidiendo 1la
entrada de aire y facilitando con esto, tanto la succién de
sangre, como la segura fijacién de la garrapata al tejido por
un tiempo mds o menos largo; c¢) una sustancia anticoaqulante,
que facilita la fluidez de la sangre succionada.
Adicionalmente, se reconoce la presencia de prostaglandina E2
que parece favorecer el proceso alimenticio al provocar
cambios vasculares alrededor del sitio de fijacién de 1la
garrapata; d) una sustancia histolitica, que 1licla a los
integrantes celulares epidérmicos y dérmicos que son
lesionados por la penetracién y que también son succionados
con la sangre; e) un grupo de sustancias o agentes anti-
inmunes, tales como inactivadores del Complemento,
bradiquinina, anafilotoxina, histamina vy sustancias que
impiden 1la agregacidén de neutréfilos y la activacién de
linfocitos T . Las gladndulas salivales actian también como
6rganos osmoreguladores que eliminan gran cantidad de adua

durante el proceso de alimentacidén, manteniendo un adecuado
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balance idénico en la garrapata. Finalmente, por ser una
secrecién compleja y ajena al hospedero, algﬁnos de sus
componentes proteicos pueden actuar como antigencs en la
relacién hospedero-pardsito, esto explica en parte 1la
reaccién inflamatoria presente en el sitio de alimentacién
(57, 83, 95, 133).

La cavidad bucal se'continﬁa con la faringe, éste es un
6rgano fusiforme desarrollado especificamente para 1la
succidén, y como tal, es propiamente el encargado de bombear
sangre y liquidos tisulares del hospedero. La faringe
presenta sus paredes firmemente esclerosadas 'y unidas
estrechamente a una membrana, se rodea de un paquete muscular
bien desarrollado que le permite ejecutar sus funciones (16,
83).

Después de la faringe, se encuentra un eséfago corto y
tubular, el cual posee -un epitelio simble que no tiene
funciones secretoras, ademds, tiene una capa muscular que le
rodea. En el punto de unién con el estémago se localiza una
pequefila vdlvula que regula el paso de alimento y que se
denomina valvula proventricular o cardias (16, 83),

El estémago es un saco pequefilo a partir del cual se
originan hacia ambos lados los <ciegos intestinales,
comunmente llamados intestinos, que ocupan la mayor parte de
la cavidad interna de 1la garrapata. En los 1Ixodidos se
mencionan siete largos pares de ciegos que se entrecruzan en
l'é cavidéd. El intestino se conecta c¢on el saco rectal a

través del intestino delgado, estructura tubular de pequefia



dimensién que se extiende desde el extremo posterior del
estémago hacia el centro del vientre, se repliega dorsalmente
y junto con los tubos de Malpigio penetra en la porcién
anteroventral del saco rectal. Esta dltima estructura se abre
a la altura del centro del vientre al recto, el cual
desciende ventralmente y se abre a través de la apertura
anal, que se localiza en la placa del mismo nombre (16, 83).

El estémago y los intestinos se encuentran rodeados por
una membrana que los relaciona con la cavidad corporal,
después se encuentra una capa muscular que les permite
realizar movimientos de tipo peristdltico con los cuales el
alimento se desplaza a lo largo de estas estructuras en tanto
se va llevando a cabo el proceso digestivo propio de este
nivel corporal (83).

La pared interna del intestino se encuentra revestida de
una capa de células epiteliales que descansa en una l&mina
basal; las caracteristicas de estas células y sus funciones
varian de acuerdo con el estado evolutivo de las garrapatas.
Sin embargo, en términos generales, se reconocen en los
Ixodidos tres tipos de células en el epitelio intestinal: las
de reserva o 1indiferenciadas, las secretoras y las
digestivas. Existe la hipdtesis de que las células
indiferenciadas dan origen a los otros tipos de células de
acuerdo a las necesidades fisioldgicas del parasito (16). En
el caso de Boophilus microplus esta hip6tesis ha sido

confirmada (3).

10

D



Como en otros acaros, las garrapatas ixodidas,
incluyendo a B. microplus, se caracterizan por cubrir en tres
fases su proceso digestivo, las cualés son: la externa, la
intraintestinal y la intracelular (16, 83),

La primera fase de la digestién o externa, ocurre a
partir de la cavidad oral en donde por el efecto litico de la
saliva, se digieren parcialmente leucocitos y sangre completa
del hospedero. La segunda fase, o intraintestinal, se lleva a
cabo en el lumen del intestino en donde 1las células
secretoras vierten sus productos para realizar la hemélisis
del alimento y la 1lisis éompleta de otros elementos que le
acompaifian. La tercera fase, o intracelular, es llevada a cabo
por las células digestivas, las cuales por medio de un
proceso de pinocitosis engloban el contenido intestinal y ya
dentro de las células realizan la digestién final del mismo y
' la asimilacién consecuente de ese material (16).

En los estudios realizados en la garrapata Boophilus
microplus, se han identificado ciertas caracteristicas
propias acerca de el proceso digestivo a nivel del intestino.
Al respecto, se ha reportado la presencia de cinco tipos de
células en el epitelio intestinal, las indiferenciadas, las
secretoras tipo 1, las secretoras tipo 2, las digestivas en
serie y las células basofilicas (3).

Las células de origen, como su nombre lo indica, son el
punto de partida para diferenciar a 1los otros tipos de
células de acuerdo a las necesidades fisioldgicas del

pardsito. Estas células se encuentran usualmente en larvas,
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sin embargo, en ninfas y adultos jévenes son muy numerosas,
estas células son indiferenciadas (3).

Las células secretoras tipo 1, se encuentran en forma
temprana y madura, y contienen glicoproteinas ademds de
hemolisinas, existen en ninfas pero pueden aparecer en
adultos hacia el final del ingurgitamiento. Las células
secretoras tipo 2, en su estado maduro vierten su secrecién
hacia el final de la etapa de ingurgitamiento de la hembra,
en los machos no existen. Esta secrecién se denomina coloidal
y parece ser un mucopolisacdrido con accién anticoagulante
(3).

Las células digestivas estdn presentes en el epitelio
intestinal en diferentes estados de desarrollo, el temprano,
con pequefias vacuolas digestivas; el intermedio, con vacuolas
que contienen hemoglobina y otros componentes sanguineos.
Esos dos tipos de células se hallan en ninfas y adultos
jévenes (3).

En garrapatas adultas en proceso de ingurgitacién se
distinguen dos tipos de células que provienen de las ya
descritas, las denominadas maduras 1, llevan en su interior
hemoglobina y leucocitos, responsables de la digestidén réapida
durante el crecimiento con alimentacién lenta; y las maduras
2, que llevan sé6lo hemoglobina, estas células realizan la
digestién rapida en la fase final del ingqurgitamiento. Todas
las células digestivas contienen enzimas lisosomales'(B).

Las células basofilicas se encuentran sé6lo en los

especimenes adultos y son adyacentes a las células

12

———r e



-

digestivas. Al parecer juegan un papel importante en el
transporte de materiales digeridos, agua e iones a la
hemolinfa (3).

El material no digerido pasa por movimientos
peristdlticos al intestino delgado, esta estructura parece no
estar relacionada con la digestidn aln cuando contiene un
epitelio parecido al del resto del intestino (16).

El aparato digestivo de Boophilus microplus, en
particular' el intestino, resulta ser un sitio anatémico y
funcional muy importante en la relacién hospedero-parésito,
principalmente debido a que es el primer punto de contacto
entre los tejidos de la garrapata y los componentes de la
respuesta inmune del hospedero, por otra parte, son también
las células intestinales el sitio de contacto y desarrollo
del protozoario Babesia spp, Y finalmente, en el intestino se
puede llevar a cabo de alguna forma el proceso de

detoxificacién de ciertos acaricidas (3).
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1.3. La infestacion con garrapatas y la respuesta inmune.

Los mecanismos inmunolégicos que interactGan en una
relacién hospedero-pardsito han sido estudiados en modelos
experimentaies diversos, principalmente cuyes y conejos.
Restricciones econémicas han impedido realizar trabajos
amplios en bovinos y otros animales domésticos, a pesar de
ello, 1la informacién generada es muy valiosa y permite
extrapolar observaciones a los modelos naturales. Sin
embargo, es un hecho que el fenémeno inmunolégico en la
infestacién con garrapatas no estd completamente definido vy
que existen todavia vacios de informacién que provocan
contradicciones y confusiones al estudiar y describir 1la
respuesta inmune en los diferentes modelos experimentales
(28, 63).

Durante la infestacién con garrapatas, éstas establecen
una amplia relacién con su hospedero, la cual se lleva a cabo
en sitios localizados en donde la larva se fija en la piel a
través de su aparato bucal, aqui las glandulas salivales
secretan enzimas digestivas, inhibidores de la coaqulacién y
otras sustancias activas que proveen elementos para mantener
una relacién inmunolégica a su favor con el hospedero, estas
sustancias incluyen anticoagulantes, inactivadores del
Complemento, bradiquinina, anafilotoxina, histamina Y
sustancias que impiden la agregacién de neutréfilos y la

activacién de linfocitos T , en condiciones particulares
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pueden existir también agentes antiinflamatorios (95, 96,
133).

La saliva también presenta algunos antigenos, los cuales
han sido identificados intradérmicamente alrededor de los
sitios de alimentacién del parédsito (12, 137). Existen
antigenos salivales capaces de inducir la produccién de
anticuerpos - circulantes detectados por diferentes pruebas
inmunolégicas, esto ha sido reportado por ejemplo en cuyes
con Amblyomma americanum, Dermacentor andersoni Y
Rhipicephalus sanguineus (29, 132), en conejos con

Dermacentor variabilis, Amblyomma americanum, e Ixcdes

ricinus (1, 24, 132) y en bovinos con Boophilus microplus y
Rhipicephalus appendiculatus (93, 143); asimismo, existen
investigaciones que indican que la respuesta inmune celular
también estd presente a este nivel (135).

Se ha sugerido que en el modelo cuye-Dermacentor
andersoni, las células presentadoras de antigeno a nivel de
piel (células de Langerhans y macréfagos tisulares),
estimulan a los linfocitos T , los que a través de la
Interleucina 2, activan a los linfocitos B para producir
anticuerpos del tipo IgG e IgE que se unen a bas6filos y
neutréfilos. Al momento de la reinfestacién, los linfocitos T
producen factores quimiotdcticos para bas6filos, neutréfilos
y eosinéfilos y al reaccionar los antigenos salivales con la
I1gG e IgE unidos especificamente a las membranas de basdéfilos
y neutré6filos, ocurre la degranulacién de estas células con

la consiguiente liberacién de mediadores farmacolégicamente
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activos tales como serotonina e histamina, que interfieren
con el proceso de alimentacidén del parésito. El papel del
Sistema del Complemento a través de 1la via clasica, es
también considerado importante en la reaccién inmunolégica en
contra de las garrapatas (12, 80, 131, 148),

Esta reaccién sucede alrededor de los sitios de fijacién
del pardsito, en donde existe un fuerte proceso inflamatorio
con acumulo de basé6filos; la reaccién sugiere que se trata de
un fendémeno de hipersensibilidad retardada, conocido como
hipersensibilidad basofilica cutédnea (8, 10, 11, 30). Este
tipo de reaccién también ha sido reportada en infestaciones
con Rhipicephalus spp y Amblyomma spp, entre otros casos (31,
76, 116).

Los mecanismos efectores de la respuesta inmune
adquirida incluyen, principalmente, inmunidad mediada por
células, anticuerpos circulantes, anticuerpos
homocitotrépicos, Complemento y otras moléculas bioactivas
generadas en el proceso inflamatorio/inmune (133).

El efecto de la respuesta inmune en las garrapatas se
observa por .el desprendimiento de larvas y/o el paso a un
segundo estadio en condiciones de desnutricién severa de los
pardsitos que afectan su supervivencia y desarrollo (130,
135).

La presencia de anticuerpos se ha asociado con
proteccién a la infestacién, sin embargo este hecho no es
consistente, por otra parte, la transferencia pasiva de

inmunidad humoral y de inmunidad celular de animales
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resistentes a susceptibles en diferentes modelos de
garrapata-hospedero, no ha brindado resultados satisfactorios
en cuanto a proteccién a la infestacién (23, 29, 63, 101,
127, 130, 135).

En el modelo bovino-Boophilus microplus, la respuesta
inmune naturalmente -~adquirida no ha sido ampliamente
estudiada, sin embargo, existen investigaciones que permiten
afirmar que ésta es similar a la descrita en el cuye,
inicamente gque el proceso termina en una respuesta de
hipersensibilidad inmediata. Esta consiste en ei desarrollo
de una rapida reaccién en los sitios de alimentacién de la
larva, hay degranulacién de células cebadas y acumulacién de
eosinéfilos en la zona, los niveles de histamina son altos y
se produce un desprendimiento de larvas en corto tiempo, éste
fenémeno inmune aunado a la reaccién cuténea inherente causa
que la remocién mecé&nica de larvas, por el lamido y rascado,
sea mayor (64, 105, 143, 144); sin embargo, algunos elementos
activos de la saliva pueden causar un fuerte efecto
inmunosupresor, siendo éste un hecho importante en la

relacién hospedero-parasito (58)
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1.4. Experiencias y avances en la inmunizacién artificial

contra garrapatas.

El conocer la respuesta inmune a la infestacién con
garrapata tuvo como parte de sus objetivos el explorar las
posibilidades de proteger artificialmente a los hospederos de
estos ectopardsitos, mas aln cuando se corroboré la idea de
que la inmunidad adquirida naturalmente era poco efectiva y
de desarrollo lento aln utilizando animales Bos indicus, y
que la inmunizacién pasiva tampoco mostré resultados
alentadores (67).

Los primeros trabajos con respecto a provocar una
respuesta inmune artificial, se remontan a 1939, en que
Trager protegié parcialmente a cuyes contra la infestacién de
larvas de Dermacentor variabilis, utilizando un extracto
somatico completo de larvas (121), sin embargo, es hasta
varios afios mds tarde, cuando se retoma lalidea y se inicién
trabajos con ese objetivo los cuales muchas veces corrieron
paralelos a los del estudio de la respuesta inmune descritos
anteriormente.

La inmunizacién artificial ha pretendido promover en el
hospedero una respuesta inmune dirigida especificamente a
ciertos antigenos con la idea de que la misma fuera de
caracteristicas protectoras a la infestacién con garrapata.
Estas caracteristicas protectoras no incluyen la prevencién
de la infestacién como tal, mas si el poder lograr un

abatimiento en el nimero de ectopardsitos que logran cerrar
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su etapa de vida parasitica, y ademds de ello, incidir en la

capacidad reproductiva y la viabilidad de las larvas de las

garrapatas que llegan a finalizar ese ciclo.

Inicialmente se pensé en la posibilidad de utilizar como
material antigénico, en los experimentos de inmunoprofilaxis,
a aquéllos presentes en las glédndulas salivales, para semejar
el proceso natural de adquisicidn de inmunidéd.
Posteriormente se pensé en otras alternativas, como el uso de
extractos crudos completos de larvas y adultos, al uso de
érganos internos y de érganos reproductores e intestino, bajo
diversos procesamientos. A través de los aflos, se han
obtenido resultados a veces buenos, a veces contradictorios y
en otras ocasiones malos, en el uso de dichos elementos.

Cabe seflalar que los pardmetros més comunmente
utilizados para evaluar el efecto de la respuesta inmune
artificial han sido el conteo de garrapatas (larvas, ninfas y
adultos) que llegan a finalizar su fase de vida parasitica o
una etapa de ella, tras una o mas infestaciones
experimentales o naturales, asi como el peso de las hembras
repletas, su apariencia fisica en general, el peso de las
masas ovigeras producidas y la eclosién y viabilidad de las
larvas, utilizando siempre un grupo control como referencia.
Las mediciones indirectas tales como la presencia y niveles
de anticuerpos circulantes o de respuesta inmune celular,
también se han utilizado, asi como la correlacién de dichos

niveles con los pardmetros de conteo ya mencionados.
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Es frecuente que los investigadores califiquen sus resultados
sin apoyarse en pardmetros numéricos precisos, o bien éstos
se manejan subjetivamente para justificar los resultados, en
conclusién, no existe un criterio uniformado para expresar
los resultados que permita hacer comparaciones objetivas.
A lo largo del capitulo de introduccién de este escrito, se
referirédn experimentos en los dque se reportan resultados de
proteccién, resistencia o inmunoproteccién a la infestacién
natural, controlada o experimental, con o sin intervencién de
una accién de inmunizacidén artificial; los valores numéricos
o los criterios no numéricos, se refieren siempre a la
proteccién manifestada o medida por los parametros de conteo
ya mencionados o por 1las pruebas indirectas de tipo
inmunolégico.

A continuacién se revisardn los principales resultados
obtenidos en diferentes modelos de garrapata-hospedero,

haciendo especial énfasis en el caso de Boophilus microplus-

bovino, modelo en el que se han logrado mayores avances.

20

e D



1.4.1. Inmunizacién en los géneros: Rhipicephalus spp,

Amblyomma spp, Dermacentor spp, Ixodes spp e Hyalomma spp.

Como se mencioné anteriormente, se ha buscado inducir
inmunidad hacia la infestacién con garrapatas de diferentes
formas, una de ellas' ha sido la exposicién experimental'
controlada con larvas, reconociéndose por ejemplo, que el
ganado Bos indicus desarrolla una respuesta inmune més
eficiente que el ganado Bos taurus, esto particularmente en

Rhipicephalus appendiculatus y Rhipicephalus evertsi (93). La

exposicién controlada también ha sido reportada en cuyes-

Rhipicephalus appendiculatus (111). E1 desarrollo de una

respuesta inmune inducida por la infestacién repetida con
ninfas de R. appendiculatus y R. evertsi, también ha sido
documentada, y como en el caso de la infestacién con larvas,
la proteccién se manifiesta por desprendimiento de ninfas y
bajo peso en las mismas, evidentemente, este es un fendmeno
natural que se induce siendo su desarrollo individualizado y
su comportamiento en cuanto a proteccién se refiere, es muy
variable (34, 79); existe evidencia de que esta respuesta
inmune puede darse para diferentes estadios de desarrollo en
R. appendiculatus (125).

La exposicién experimental controlada también ha sido
documentada en el caso de larvas de Amblyomma americanum
(134). En un estudio se logré identificar antigenos
reievantes involucrados en la induccién de este fenémeno

(18). Por otra parte, experimentos con Dermacentor andersoni
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indican la existencia de este fendémeno en cuyes (10); sin
embargo, se ha observado que la proteccién puede estar
ausente a pesar de existir una reaccién dérmica inflamatoria
en los sitios de fijacidén del pardsito (75).

En el caso de Hyalomma anatolicum, se ha demostrado

también el desarrollo de una respuesta inmune de tipo
protector tras la exposicién controlada e intermitente con
larvas en ganado europeo encastado de Bos indicus (77).

El nivel de infestacién parece estar relacionado con 1la
resistencia generada en el modelo conejo-Ixodes ricinus, pero
el efecto inmunosupresor de los elementos activos de 1la
saliva de la garrapata puede afectar este hecho a favor del
ectopardsito (107).

Debido a que la respuesta inmune natural se induce por
la presencia de antigenos salivales en el hospedero, este
material ha sido ampliamente utilizado en experimentos de
inmunoprofilaxis.

En infestaciones naturales, se ha detectado la presencia
de antigenos salivales por microscopia en los sitios de
fijacién de las larvas, Yy la concentracién de antigenos
salivales por medio de pruebas inmunolégicas, concluyendo que
ambos varian de acuerdo con el estado evolutivo de la
garrapata (76, 111).

En un trabajo con R. appendiculatus, se logré

identificar por inmunoelectrotransferencia varios antigenos
de origen salival con pesos moleculares entre los 16 y los

120 kDa (111). Por otra parte, la inmunizacién de conejos y
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cabras con antigenos de glandulas salivales de la garrapata
R. appendiculatus, logré una buena proteccién manifestada por
la reduccién del numero de garrapatas (60).

Otros investigadores inocularon antigenos de gléndulas
salivales de garrapatas adultas de R. appendiculatus en
conejos, exponiéndolas posteriormente a infestaciones con
larvas, ninfas y adultos; estos antigenos adicionados de
adyuvante incompleto de Freund indujeron una buena proteccién
y presencia de anticuerpos especificos detectados por pruebas
serolégicas, en especial para el estado de larva y el de
adulto (84).

Se han utilizado extractos de gladndulas salivales de

hembras de Amblyomma americanum parcialmente repletas para

inmunizar cuyes, encontrando un buen grado de rechazo de
garrapatas en la infestacidén experimental verificada 17 dias

después de la inmunizacién (32).

En otro trabajo con A. americanum, se logré identificar,

por la técnica de inmunoelectrotransferencia, al menos tres
antigenos de origen salival, importantes en la induccién de
inmunidad en conejos, estas proteinas tuvieron un peso

molecular de 39, 40 y 41 kDa (27).

Se han estudiado los antigenos de A. americanum que son

reconocidos en  infestaciones repetidas en Dborregos,
determinando por medio de la técnica de
Inmunoelectrotransferencia, que dos antigenos, de 35.5 y 29

kDa, de origen salival son los responsables de la proteccién

observada (18).
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En el caso de Amblyomma hebraeum, se ha identificado 1la

composicién de varias proteinas y su valor antigénico en
saliva de diferentes estadios de desarrollo de la garrapata,
concluyendo que es mds compleja antigénicamente la secrecién
salival de garrapatas pequeﬁa's que la de los adultos (37),
Por otra parte, se sugiere 1la presencia de antigenos

compartidos en diferentes estados de desarrollo de A.

americanum (26); adicionalmente en otro trabajo se afirma que
pueden existir antigenos de origen salival que sean comunes
entre diferentes géneros de garrapatas, por lo menos entre

Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis y Boophilus

microplus (27).

Los antigenos salivales han sido también utilizados en

el modelo Dermacentor andersoni-cuye. En una investigacién se

inmunizaron cuyes con un extracto de glandulas salivales de
hembras semirepletas y se demostré proteccién a la
infestacién experimental disminuyendo significativamente el
nimero de larvas (128). Otros investigadores han reportado
también el aislamiento y <caracterizacién de antigenos
salivales de hembras de D. andersoni (47).

En otro estudio se logré desarrollar un método para
obtener la toxina causante de la pardlisis en perros por el
piquete de Ixodes holocyclys y producir un toxoide a partir
de la saliva de dicha garrapata «con caracteristicas
inmunoprotectoras (114).

Como resultado de varias investigaciones, se ha

reportado la identificacién y caracterizacién inmunoquimica
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de un antigeno de Ixodes ricinus con un peso molecular de 25

kDa, el cual, en conejos, ha demostrado ser inmunogénico y
que brinda una buena proteccién a la infestacién
experimental. Esta proteina se localiza en el intequmento de
ninfas alimentadas, aunque también ha sido detectada en otros
estadios pero en cantidades pequefias. Este antigeno utilizado
como inmunégeno manifiesta su capacidad protectora al
producir altos niveles de anticuerpos que se relacionan
positivamente con una reduccién del peso de las hembras
ingurgitadas, del peso de los huevos y de la eclosién de
larvas. Los autores documentan la posibilidad de que
proteinas similares se encuentren en otros géneros de
garrapatas (103).

En un estudio se inmunizé ganado europeo encastado de
Bos indicus utilizando antigenos derivados de extractos de

gldndulas salivales de Hyalomma‘ anatolicum, uno de esos

antigenos, denominado SG Ag-1l, adicionado con adyuvante
incompleto de Freund, fue el que demostré ser més
inmunogénico mediante su evaluacién con pruebas serolégicas
de doble difusién y aglutinacién capilar en tubo (17).

Como ya se ha mencionado anteriormente, también se han
utilizado en los experimentos de inmunoprofilaxis otros
materiales diferentes a la saliva y glédndulas salivales,
principalmente extractos completos de diferentes estadios de
desarrollo de la garrapata, asi como d&érganos internos,
érganos reproductores e intestino de las mismas. Al respecto,

se ha mencionado la posibilidad de que existan antigenos
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comunes entre los tres estadios de desarrollo de

Rhipicephalus appendiculatus Y que éstos sean

inmunoprotectores (111, 125).

En experimentos realizados con R. appendiculatus en
conejos, se identificaron, aislaron y caracterizaron
inmunoquimicamente antigenos de intestino reconocidos por IgG
de conejo infestado varias veces con la garrapata; esto
permitié detectar una proteina de alto peso molecular, mayor
de 500 kDa, con caracteristicas inmunogénicas, que al ser
utilizada como vacuna produce reduccién del potencial
reproductivo de la garrapata, adem&s de inducir, cuando se
inyecta intradérmicamente en  conejos, respuestas de
hipersensibilidad inmediata y retardada (78).

La inmunizacidén de ganado con una fraccién
semipurificada de antigenos solubilizados de membrana de
intestino de R. appendiculatus y la posterior infestacién
experimental con los diferentes estadios demostraron una
buena proteccién manifestada por bajo peso de las garrapatas
y deficiencias para ingurgitar (38%), sin embargo, la mayor
causa de mortalidad fue por el incremento del 1lamido del
ganado como resultado de la reaccién dérmica aumentada (40).

En un trabajo con R. zambeziensis se inmunizé a conejos
con extractos crudos de adultos logrando un efecto de
proteccién manifestado por los bajos pesos de.ingurgitamiento
y trastornos en la oviposicién. Estudios histolégicos
revelaron que las garrapatas presentaron un severo dafio en el
intestino (43).
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" Se han llevado a cabo otros experimentos con ninfas de

R. appendiculatus en cuye y ganado bovino, utilizando un
homogenizado crudo de ninfas y +tres fracciones del
homogenizado obtenidas por cromatografia de gel permeable, la
fraccién 2 redujo un 66% el promedio de peso de
ingurgitamiento de adultos en cuyes; sin embargo; los bovinos
inoculados con la fraccién 2 no tuvieron una mejor respuesta
de proteccién que los inmunizados con las otras fracciones de
material antigénico (94).

Otros investigadores combinaron varias estraﬁegias para
proteger a conejos de la infestacién por R. endiculatus,
se utilizé la infestacién controlada previa a una
inmunizacién con antigenos solubilizados de membrana de
intestino, comparando esto con la resistencia generada  por
una a tres infestaciones controladas o con la sola
inmunizacién. Los resultados obtenidos no mostraron que la
combinacién elevara la proteccién a la infestacién
experimental (41).

En el caso de R. sanguineus, se ha experimentado con la
inmunizacién artificial debido a que la inmunidad natural es
muy deficiente; asi, se ha utilizado un extracto crudo de
garrapatas adultas sin alimentar, logrando una Dbuena
proteccién en cuye y hamster pero no en perro; de acuerdo con
los investigadores, ©posiblemente el uso de material
antigénico mds purificado pudiera brindar mejores resultados

*

en cuanto a proteccidén, en el perro (20).
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Cuando se inmunizaron cuyes y conejos con extractos

completos de ninfas sin alimentar de A. variegatum y de A.

hebraeum se encontré que estos antigenos producen anticuerpos

relacionados positivamente con la proteccién a la infestacién
con adultos, ademds, se logré obtener un 60% de reduccién en
el desarrollo de larvas y ninfas (54).

El uso de una fraccién proveniente de células del borde
de cepillo de intestinos de A. americapum parcialmente
alimentadas, al usarla como vacuna en cuyes, permitié obtener
una buena proteccién manifestada por provocar un 82% de

garrapatas muertas con dafio en el intestino (129).

Para inducir inmunidad artificial se ha utilizado un

extracto somdtico completo de larvas de Dermacentor

variabilis y los cuyes inoculados intracutdneamente se
protegieron en forma parcial (121).

La inmunizacién de bovinos y cuyes con extractos de
intestino, o©organos reproductores y o6rganos internos de D,

andersoni adultos previamente alimentados en bovinos, durante

cinco dias, demostré que este material antigénico puede
inducir una respuesta inmune de caracteristicas protectéras
pues hubo una disminucién del numero total de garrapatas
recuperadas (9).

En ratas que se inmunizaron con extractos somaticos de

intestino de D. variabilis adulto sin alimentar, la

proteccién inducida se manifestd por una reduccién de peso de
las garrapatas, alargé el periodo de oviposicién y disminuyé

la produccién de huevos (2).
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La inmunizacién de cuyes con extracto somdético de larvas
de Ixodes holocyclus ha logrado una proteccién en la cual
entre el 38 y el 68% de las larvas fueron rechazadas en la
infestacién experimental (134).

El estudio de la respuesta inmune inducida en conejos
inmunizados con extractos completos de garrapata semirepleta

de Hyalomma anatolicum, a través del uso del inmunoensayo

enzimdtico (ELISA), doble difusién, precipitacién de
anticuerpos y del 1indice de estimulacién de linfocitos,
permitié observar que tanto la inmunidad humoral como la
celular se activa y estimulan positivamente al sistema inmune

de los conejos vacunados (74).
1.4.2. Inmunizacién en el modelo Boophilus microplus.

En este modelo, la inmunidad adquirida naturalmente
utiliza un mecanismo inmunoldégico caracterizado por una
respuesta de hipersensibilidad inmediata. que viene a
generarse a partir de la inoculacidén de antigenos salivales
durante el proceso de alimentacién de la larva. Este fenémeno
inmune afecta precisamente a las larvas pudiendo causar su
desprendimiento, el efecto que este hecho tiene en el
desarrollo posterior de la larva es menor y su repercusién en
los parédmetros reproductivos es practicamente nulo (58, 136).

Para la inmunizacién artificial se trabajé inicialmente
en dos alternativas, ambas relacionadas con el mecanismo

natural antes descrito, éstas fueron, la exposicién

29



controlada con larvas (100, 123), que mostré que la inmunidad
adquirida en esta forma es de lento desarrollo, baja
eficiencia y de comportamiento inconsistente, estas
observaciones dieron pauta a la bidsqueda de  otras
alternativas,

La segunda opcidén, se refirié al uso de gléndulas
salivales y antigenos de origen salival, ésta representaba la
alternativa natural a seguir. Diversos experimentos se
llevaron a cabo y al menos dos antigenos se purificaron de
saliva (140, 142), sin embargo, estudios posteriores
indicaron que los antigenos purificados de saliva no inducian
una respuesta inmune protectora (66). Se experimenté también
con glandulas salivales como extracto completo, estos
elementos inducen produccién de anticuerpos circulantes que
en un principio se correlaciond positivamente con proteccién
a la infestacidén (22).

Los extractos de gldndulas salivales y las membranas de
las mismas inducen una produccién de anticuerpos y de
respuesta inmune celular detectados por pruebas de ELISA y
por ensayo de blastogénesis de linfocitos, respectivamente,
que se pueden correlacionar positivamente con proteccidn
(86).

El papel de la saliva como estimulador de la inmunidad
artificial sigue siendo cuestionado por algunos
investigadores en el caso de B. microplus, pero =n otros
modelos, particularmente de dos o mas hospederos, se continta

experimentando con ellos; sin embargo, se piensa que el bajo
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valor inmunoprotector de la saliva se puede explicar por la

diversidad de elementos inmunoevasores de los componentes de
la misma (19, 96, 133) y por la dificultad de promover por
vacunacién una respuesta inmune adecuada ya que la alcanzada
generalmente es menor que la que se logra en exposiciones
naturales (66).

Otras alternativas han sido investigadas, en particular
la referente al uso de otros elementos con potencialidad
inmunogénica y con los cuales, en condiciones naturales, el
hospedero no tiene posibilidades de tener contacto, esta
alternativa consistié en proponer el uso de antigenos
internos como blanco de 1la respuesta inmune (44). Estos
antigenos pertenecen al grupo denominado "ocultos" al sistema
inmune del hospedero durante infestaciones naturales (136).

El uso de antigenos internos ya habia sido reportado en
mosquitos, por varios autores (7, 106). En garrapatas también
existian antecedentes al respecto (9, 121).

Una investigacidén desarrollada con Dermacento

—

ndersoni-cuyes y bovinos, demostré que el uso de 6rganos

————

internos, 6rganos reproductores e intestino, como material
antigénico, tenia efectos en paradmetros importantes tales
como peso de las garrapatas, produccidén de huevos y larvas
generadas a partir de éstos (9).

Un trabajo posterior con Boophilus microplus - bovino,

utilizando extractos crudos de garrapatas de 18 a 20 dias de
edad, en diversos experimentos de inmunoprofilaxis, permitié

corroborar el hecho de que se estimula con ellos una
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respuesta inmune protectora a la infestacién experimental,
esta proteccién llegé a dismunir la poblacién de garrapatas
hasta en un 70% en bovinos sin previo contacto con el
ectopardsito y hasta en un 90% en casos de reinfestaciones.
Los niveles de anticuerpos detectados por difusién en gel y
radioinmunoensayo, no correlacionaron positivamente con los
niveles de proteccién observados (59). En un trabajo
sucesivo, se demostrd la presencia de IgGl y albiimina bovina
en hemolinfa de garrapatas alimentadas en bovinos vacunados y
no vacunados (120).

En trabajos posteriores, se 1logré especificar que el
dafio al ectopardsito se presentaba en el intestino de los
adultos y que esto podia provocar problemas de sobrevivencia
a la garrapata e incluso la muerte, como consecuencia de
esto, la oviposicién se redujo asi como la eclosién de
larvas. Se propuso, por observaciones realizadas "in vitro",
el papel activo del Sistema del Complemento en el mecanismo
efector inmunitario. Se ha sugerido que el comportamiento del
mecanismo inmunoldégico involucrado no fue semejante al
presente en la respuesta inmune adquirida naturalmente (4,
59, 65).

La investigacién continué utilizando una suspensién de
extracto crudo de 6rganos internos de garrapatas semirepletas
(4 a 6 mm de largo); mediante el uso de diferentes técnicas
como la extraccién con detergente, la cromatografia y el
isoelectroenfoque y tras realizar la evaluacién de los

diversos materiales antigénicos obtenidos por estos procesos,
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se logréd identificar una fraccién semi-purificada con
caracteristicas protectoras que se situé en un punto
isoeléctrico de 5.1 a 5.6 y en un rango de peso molecular
entre los 205 y los 79 kDa (138).

La inmunizacién experimental en bovinos con material
antigénico obtenido de intestino de hembras de 14 a 17 dias
de edad, demostrd hasta un 87% de proteccién a la infestacién
con garrapatas, observandose dafilo en los adultos, ademé&s hubo
una reduccién del 95% en la oviposicién y eclosién de las
larvas; por medio de ELISA se correlacionaron positivamente
los niveles de anticuerpos y la proteccién conferida (87). En
un trabajo sucesivo se determiné que el material antigénico
estaba asociado a la membrana del intestino y se elaboraron
vacunas con este material que proporcionaron una proteccién
del 91% a la infestacién experimental, ademds, los niveles de
anticuerpos detectados por ELISA se relacionafon
positivamente con la proteccién inducida por la vacunacién
(88).

La solubilizacidén de las membranas del intestino
empleando detergente y la inmunizacién de bovinos con
diferente material antigénico originado del tratamiento
mencionado, permitié obtener niveles de proteccién del 56 al
78% (145).

Los trabajos continuaron a partir del material
parcialmente purificado que fue obtenido en experimentos
anteriores (138); logrdndose aislar un antigeno asociado a la

membrana del intestino que ya purificado se denomind Bm86.
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Este antigeno se encuentra en escasa proporcién pero es
altamente inmunogénico, algunas de sus caracteristicas son
que su peso molecular aparente es de 89 kDa, que tiene un
punto isoeléctrico de 5.1 a 5.6 y que presenta afinidad a la
lectina de gérmen de trigo (141).

Este antigeno nativo Bm86, utilizado en experimentos de
inmunoprofilaxis en bovinos, logré 1inducir una buena
proteccién a la infestacién experimental con garrapatas,
redujo 65% el namero de garrapatas que sobrevivieron e
ingurgitaron, redujo el peso promedio de las hembras gque
ingurgitaron en un 33%, se observé un promedio del 86% de
garrapatas vivas con dafios visibles, la oviposicién disminuyé
un 54% y la eclosién de larvas para una siguiente generacién
se redujo hasta un 92% (141),

Por otra parte, se obtuvo la secuenciacién y estructura
quimica de los péptidos que componen el Bm86, que es una
glicoproteina. Ademés, se determind por medio de
Inmunofluorescencia Indirecta, que el antigeno Bm86 se
localiza en la superficie de las células digestivas del
intestino interviniendo en la endocitosis de estas células y
dicha funcién es interferida por la accidén de los anticuerpos
(141).

El siquiente paso fue producir una protefna recombinante
del Bm86. Para ello se realizé un estudio de las librerias
del cDNA de hembras semirepletas y se aislé el fragmento de
cDNA que codifica para el BmB6 y éste se cloné en E. coli
(92).
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La localizacién de la uctividad antigeno - anticuerpo se
presenta a nivel de las células del intestino, la interaccién
del antigeno 2m86 con el sistema inmune del hospedero genera
principalmente ina respuesta de tipo humoral (IgG) con apoyo
no indispensable del Sistema del Complemento, de esta forma,
el dafio a la garrapata se presenta en las células
intestinales, provocando su ruptura o 1lisis (66). En un
estudio posterior, el antigeno Recombinante-Bm86 se detecté
con la técnica de inmuno-oro, localizdndose predominantemente
en las microvellosidades de las células digestivas; pero se
hallé escasamente en las estructuras encargadas de la
‘pinocitosis alimenticia (48).

El antigeno Bm86 recombinante (rec-Bm86), fue utilizado
en experimentos de inmunoprofilaxis, observéndose resultados
menos eficientes en cuanto a proteccién que con la proteina
nativa, ésta es glicosilada y el rec-Bm86 no, probablemente
esto provoca problemas en la presentacién de epitopos
protectores asociados a carbohidratos (139). Por esta razén,
el antigeno recombinante fue solubilizado y se controlé el
plegamiento del mismo; por otra parte, el gene que codifica
para el Bm86 fue expresado en una linea celular de Spodoptera
usando un Dbaculovirus recombinante, esperando que por
tratarse de células de un insecto el plegamiento de la
proteina fuera mis similar al de la nativa (67, 97).

El comportamiento del nuevo rec-Bm86 plegado fue similar
en términos generales al observado con el rec-Bm86 de

baculovirus y al Bm86 nativo. Sus valores de proteccién
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fueron: reduccién en el nimero de garrapatas 27%, reduccién
del promedio de peso por hembra ingurgitada 33%, reduccién de
la oviposicién 78% y reduccién de larvas para la siguiente
generacién 91% (67). El antigeno rec-Bm86 plegado ha sido
detectado por inmunohistoquimica en la superficie de las
células digestivas, aunque en las pruebas el antigeno
glicosilado puede reconocer otras estructuras con proteinas
glicosiladas similarmente (48). Este grupo de investigadores
estdn utilizando el antigeno rec-Bm86 plegado en pruebas de
campo con base a dos inoculaciones con adyuvante comercial,
no especificado, a intervalos de 4 semanas, la necesidad de
revacunaciones estard determinada ©por las elevaciones
poblacionales de garrapatas en la zona de que se trate (67).

Esta etapa de la investigacidén presenta nuevos retos pues

involucra no sélo a la vacunacién en si, sino ademéas

elementos que en condiciones de laboratorio e infestaciones

controladas no se han manejado.

Los autores de la investigacién sefialan la necesidad de
conocer la actividad del antigeno bajo condiciones de campo y
su interaccién global con otros elementos tales como la
frecuencia de bafios, el manejo de pastizales y la raza de los
bovinos a que se aplique. Los mismos investigadores afirman
gue el posible uso de éste y de otros antigenos de B.
microplus obtenidos por diferentes procedimientos, incluidos
los de tecnologia del DNA recombinante, con el fin de

proteger al ganado bovino representa un elemento mds, de
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indudable valor, en el combate integral de este problema (39,
67, 139).

En otro estudio, se 1llevéd a cabo la produccién de
anticuerpos monoclonales (mAc) contra antigenos de membrana
de intestino de B. microplus, los antigenos se solubilizaron
con Triton X-100 y se precipitaron con el mAc denominado
QU13., Con el precipitado se inmunizé ganado con la intencién
de verificar la presencia de antigenos protectores; el
inéculo logré proteger en la siguiente forma: redujo la
oviposicién 99% y el porcentaje de garrapatas con dafios
aparentes fue del @ 64%, la proteccidén se relacioné
positivamente con los niveles de anticuerpos detectados por
ELISA. Se determiné que el material antigénico est& compuesto
por una proteina de mds de 200 kDa y por otras con pesos de
80, 74, 62, 57 y menos de 30 kDa (71).

En un trabajo posterior, la especificidad de los
antigenos detectados con el mAc QU13 fue examinada mediante
inmunohistoquimica, estos antigenos se detectaron
especialmente en las microvellosidades del intestino de
garrapatas adultas, pero también en otras estructuras como en
la superficie de los tibulos de Malpigio y en intestinos
seccionados de larvas. Este estudio sugiere la existencia de
epitopos comunes en las microvellosidades de las superficies
secretoras (73).

Estudios realizados con antigenos de intestino
bioquimicamente modificados con metaperiodato, brindaron

evidencia preliminar de que 1los antigenos de membrana de
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intestino pueden ser carbohidratos o bien depender de un
carbohidrato para su especificidad (72).

Otros trabajos, sugieren que algunos antigenos
protectores pueden estar presentes en diferentes estadios
evolutivos de la garrapata, no sélo en los adultos. Asi, en
investigaciones realizadas con extractos de larvas sometidos
a diversos tratamientos para obtener material antigénico
(soluble y de membrana), y con antigenos de intestino de
adultos, proveen evidencia de que existen antigenos comunes;
se compararon los niveles de produccién de anticuerpos por
ELISA, ensayo de blastogénesis de linfocitos y reacciones
dérmicas entre diferentes antigenos de larvas y de intestinos
de adultos, asimismo se vacund y desafié a los bovinos. Todo
ello bajo la hipé6tesis de que altos niveles de anticuerpos se
correlacionan positivamente con altos niveles de proteccién a
la infestacién con garrapatas, hecho que 1los autores
demuestran (86, 89, 146). Los resultados obtenidos no dejan
de ser controvertidos a juicio de otros investigadores (139).
Sin embargo, la inmunidad adquirida varia considerablemente
entre individuos vacunados y no vacunados dependiendo si son
expuestos a infestaciones naturéles o experimentales (147).

Se ha tratado de demostrar la presencia de antigenos
comunes en B. microplus, entre un extracto obtenido de
membranas de huevos e intestinos, observdndose la existencia
de antigenos comunes sin que los de membrana de huevo fueran

inmunoprotectores. Los autores mencionan que sus evidencias
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experimentales indican que los antigenos inmunoprotectores
aparecen como tales a partir del estado larval (68).

Se ha demostrado que el suero de bovinos previamente
infestados con B. microplus puede detectar, por medio del
ensayo de inmunoelectrotransferencia, antigenos comunes entre
extractos de glandulas salivales, intestino, embriones vy
larvas, ademds de que todos estos extractos son capaces de
inducir una respuesta inmune humoral (36).

La revisién de literatura nos muestra gque la
investigacidén en este modelo ha recaido principalmente en dos
grupos de trabajo, sin embargo, existen algunos reportes con
informacién sobre el tema con resultados similares a los ya
descritos. En 1986, se estudiaron las reacciones dérmicas
presentes en ganado y en conejos al inocular extractos
completos de tejidos de hembras repletas de B. microplus, las
cuales fueron restringidas a los sitios de inoculacién vy
variaron en intensidad (70). En 1987, otros investigadores
estudiaron el patrén de desarrollo de larvas de B. microplus
en ganado inmunizado con un extracto completo de larvas,
encontrando diferencias en el mismo (113), y en 1993, se
inmunizaron bovinos con extractos de hembra adulta y con
extractos de larvas, encontrando una buena proteccién a la
infestacién experimental manifestada por el bajo peso de
garrapatas adultas y de los huevos, adem&s de la mortalidad
de garrapatas (90).

Adicionalmente, un grupo de investigadores ha clonado el

antigeno Bm86 de B. microplus, en el hongo Pichia pastoris.
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En el estudio se reportan resultados similares, en cuanto a
la capacidad inmunoprotectora del rec-Bm86, a los obtenidos
por un grupo de investigadores australianos (102),

Las experiencias acumuladas por los investigadores
consultados, han demostrado que la alternativa de inmunizar y
proteger al ganado bovino contra la infestacién con Boophilus
microplus, a partir de diferentes preparados antigénicos es
factible,

Por otra parte, se han definido algunas particularidades
de este fenémeno; que entre otras son: a) Que las fracciones
antigénicas estan asociadas a la membrana del intestino; b)
Que dichas fracciones son proteinas asociadas a
carbohidratos; c) Que existen amplias posibilidades de que
otras fracciones proteicas del intestino puedan comportarse
como antigénicas e inmunoprotectoras; d) Que las fracciones
asociadas a membrana se localizan en la superficie de 1la
misma; e) Que la reaccién antigeno—anticuerpo sucede a nivel
de las células digestivas y f) Que los trabajos citados en
este documento, no son definitivos en lo que se refiere a la
investigacién acerca del desarrollo de una vacuna anti-
garrapata.

Por los antecedentes existentes, cabe la posibilidad de
intentar la identifiéacién de otras fracciones presentes en

el intestino de Boophilus microplus, para tener elementos

cientificos en cuanto a la abundancia y  ciertas
caracteristicas de las mismas que puedan considerarse como

punto de partida para subsecuentes trabajos con el objeto de
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evaluar su capacidad antigénica e inmunoprotectora ya sea

como fraccién inica o como parte de una combinacién de

fracciones.
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1.5. Justificacién.

El problema de la infestacién por 1la g¢garrapata del
ganado bovino Boophilus microplus y los efectos subsecuentes
en la salud animal y en la economié pecuaria nacional son
considerables, los medios utilizados para ejercer el control
del mismo se han enfocado principalmente a la aplicacién de
compuestos quimicos con propiedades acaricidas, de diversas
familias y por‘diferentes vias de administracién, lo cual con
el paso del tiempo y su inadecuado manejo en cuanto a
dosificacién e intervalos de aplicacién, entre otros
factores, han provocado la aparicién del fenémeno de
resistencia hacia algunos compuestos acaricidas en diversas

poblaciones de garrapata Boophilus microplus, con lo cual

resulta evidente que la estrategia en el control a la
infestacién por este ectopardsito se ha complicado.

Ante tal situacién, la aplicacién de medidas de control
de tipo biolégico e inmunoldégico, deben de ser consideradas
como elementos activos que coadyuven en el propésito de
alcanzar el objetivo de establecer las medidas que conduzcan
al establecimiento de un control integral en este grave
problema de salud animal.

La inmunizacién como una alternativa en el control de la
infestacién por garrapatas en los animales domésticos,
especialmente en el ganado bovino, ha recibido particular

atencién en los Ultimos tiempos debido a las ventajas que su
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uso podria tener en el control integral de esta importante
ectoparasitosis.

Los estudios de la respuesta inmune adquirida en
infestaciones naturales han permitido tener las bases
cientificas para planear y llevar a cabo diversos
experimentos de inmunoprofilaxis en diferentes modelos de
animales y garrapatas.

La garrapata de los bovinos, Boophilus microplus, es el
modelo més estudiado en la actualidad, conociéndose de manera
detallada diversos aspectos de la respuesta inmune adquirida
natural y artificialmente. Los resultados de las
investigaciones realizadas en este modelo son alentadores
pero no concluyentes, aln para el grupo principal de
investigadores que las generé. La evaluacién de campo y la
posible combinacién de varios antigenos son elementos en
espera de experimentarse y analizarse.

Al respecto, diversas proteinas de superficie de

intestino de la garrapata Boophilus microplus, han sido

utilizadas para llevar a cabo investigaciones enfocadas a su
uso como posibles agentes inmunoprofilacticos; a la fecha se
han reportado en la literatura algunas proteinas con
caracteristicas antigénicas, pero esto no limita las
perspectivas que puede tener el identificar otras proteinas
del intestino y conocer algunas de sus caracteristicas, 1lo
cual puede brindar elementos complementarios en la bilsqueda

de una vacuna anti-garrapata.
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El desarrollo de este trabajo en México es incipiente,
pero debido a que la realidad del pais no escapa a la que se

vive en otras regiones geogrédficas del mundo, afectadas por

B. microplus, es necesario desarrollar trabajos de
investigacién que permitan generar infraestructura

tecnolégica y cientifica que apoyen las acciones tendientes a
encontrar una vacuna anti-garrapata.

El presente trabajo de investigacién representa un
primer esfuerzo en la tarea antes mencionada y tuvo como
objetivo general el identificar y definir algqunas
caracteristicas de varias proteinas de superficie del

intestino de la garrapata Boophilus microplus.
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1.6. Hipébtesis.

Pueden existir varias proteinas, aun no identificadas, en la

superficie del intestino de la garrapata Boophilus microplus,

con caracteristicas antigénicas.

1.7. Objetivos y metas.

Objetivos.

1) Realizar la identificacién y localizacién de varias

proteinas de superficie del intestino de 1la garrapata

Boophilus microplus.

2) Caracterizar inmunoquimicamente varias proteinas de

superficie del intestino de la garrapata Boophilus microplus.

Metas.

1) Caracterizar, al menos, una proteina de superficie de

intestino de la garrapata Boophilus microplus.
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II. MATERTIAL Y METODOS.

2.1. GARRAPATAS Boophilus microplus.

2.1.1. Reproduccién del ciclo biolégico en condiciones

controladas.

Se utilizaron garrapatas Boophilus microplus, de la cepa
"Zapata" (Tick Research Laboratory, McAllen, Texas, ARS),
libre de Babesia spp y sensible a compuestos acaricidas del
grupo de los organofosforados y de los piretroides.

La cepa se mantuvo por pase en bovinos jévenes de la
raza Holstein, de aproximadamente 90 Kg. de peso, originarios
de una zona libre de garrapata Boophilus microplus
(Querétaro, Qro.). Los animales se alojaron en las
instalaciones del Centro Nacional de 1Investigaciones
Disciplinarias en Parasitologia Veterinaria del INIFAP-SAGDR
(CENID-PAVET), localizadas en Jiutepec, Mor. Al arribo de
cada animal utilizado para este fin, se aplicé un tratamiento
en contra de pardsitos internos y externos, y se dejé 20 dias
alojado en un corral individual para su adaptacién ambiental.

Se realizé para cada ocasidén, una infestacién libre con

10,000 larvas maduras (7 a 10 dias de edad) de Boophilus

microplus cepa "Zapata", distribuidas en el dorso del animal

(4
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A partir de este momento, el bovino se mantuvo alojado en
una corraleta individual con yugo localizada en la 2zona de
corrales de aislamiento del CENID-PAVET,

Se llevé a cabo la supervisién diaria de la infestacién
y se registraron los diferentes eventos sucedidos en el
desarrollo de la misma. A partir del dia 21 post-infestacién,
se colectaron hembras ingurgitadas. Estas se llevaron al
laboratorio, se lavaron con agua destilada, se colocaron en
cajas de Petri de pléastico, nuevas (25 hembras por caja), se
identificaron y se incubaron a 28 C y 90 % de humedad
relativa (H.R.) en una incubadora de baja temperatura (Fisher
Scientific, Co.) para esperar la oviposicidén; una vez que
sucedid esto, se colectaron masas ovigeras que se depositaron
en viales con 500 mg de huevos y se incubaron a 28 C y 90% de
H.R. en una 1incubadora de baja temperatura (Fisher
Scientific, Co.) para esperar la eclosién y maduracién de las
larvas, quedando asi lista una nueva generacidn de garrapatas
para ser utilizada en una siguiente infestacidén (55).

Una vez terminada la colecta de hembras ingurgitadas, el
bovino fue tratado con un bafio ixodicida y se retird del &area
de aislamiento.

Para el presente estudio, se colectaron, en forma
manual, hembras adultas semirepletas de 4 a 6 mm de largo,
las mismas se lavaron con agua destilada, se depositaron en
cajas de Petri desechables y se procesaron de acuerdo al

protocolo indicado en cada experimento .
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2.1.2. Monitoreo de Babesia spp en la cepa.

La cepa "Zapata" de garrapatas Boophilus microplus,

libre de Babesia spp, fue monitoreada, en cada infestacién,
para verificar que se mantuviera libre de dicho hemoparésito,
esto se realizé mediante la técnica del examen de hemolinfa
de garrapata (108). Por otra parte, a los bovinos se les
practicé la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta (IFI),

para Babesia spp, previo a la infestacién (56).
2.1.3. Monitoreo toxicolégico en la cepa.

Se llevé a cabo el monitoreo toxicolédgico de la cepa
"Zapata" de garrapatas B. microplus, por una sola ocasién y
con el objetivo de verificar su situacién en este aspecto,
utilizando la técnica de Paquete de Larvas, para un compuesto
organofosforado (Coumaphds) y para un compuesto piretroide
(Deltametrina), siquiendo 1la métodologia recomendada al
respecto, por la FAO (42), considerdndose sensible cuando la
mortalidad de larvas fue mayor del 90% a las concentraciones

comerciales recomendadas para ambos productos.
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2.2. ELECTROFORESIS.
2.2.1. Caracteristicas generales.

Se llevaron a cabo electroforesis en geles de
Poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes con Duodecil-
Sulfato de Sodio (SDS-PAGE), utilizando un sistema de
corrimiento en amortiguador discontinuo de Tris-Glicina-SDS,
pH 7.2 , de acuerdo con lo descrito por Laemmli (69).

El gel iniciador se preparé a una concentracién del 4% ;
el gel resolutivo se utilizé en concentraciones del 8% y 10%,
en los primeros experimentos, posteriormente sé6lo se preparé
al 8 % (52).

Se utilizdéd una cédmara de electroforesis vertical (Tall
Migthy Small, Hoefer SE280) con una longitud del gel de 11
cms, el grosor de las placas de gel fue de .75 y de 1.5 mm,
de acuerdo con las necesidades de cada experimento.

Para llevar a cabo el corrimiento se contéd con una
fuente de poder de corriente alterna (Hoefer PS1500), las
corridas se realizaron a diferentes velocidades, generalmente
a 65 V, en el gel iniciador y de 130 V, en el resolutivo.

Las muestras que se sometieron a electroforesis SDS-
PAGE, se procesaron de acuerdo con el protocolo indicado para
cada experimento; el amortiguador de muestra se preparé de
acuerdo a lo indicado por Hames (51), tanto para condiciones

no reductoras (Tris-Glicina-SDS) como para condiciones
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reductoras ( Tris - Glicina - SDS - 2 - mercaptoetanol ),

invariablemente se utilizaron lotes frescos del mismo.
2.2.2. Tincion de los Geles.

Una vez realizadas las electroforesis SDS-PAGE, se

tifieron con Azul de Comassie y con Nitrato de Plata (52).
2.2.3. Pesos Moleculares.

Se utilizé en la electroforesis SDS-PAGE, un marcador de
peso molecular pretefiido (Sigma Chemical, Co.), compuesto por
tres proteinas conocidas (subunidades), dque fueron: B
galactosidasa de E. ¢oli (P.M. 116 kDa), Piruvato Kinasa de
misculo de pollo (P.M. 58 kDa) y Triosafosfato isomerasa de
misculo de conejo (P:M. 26.6 kDa).

Para conocer el peso molecular aparente de las proteinas
observadas en los diferentes experimentos se determinéd
inicialmente la pendiente de una curva de referencia con base
al logaritmo base 10 versus movilidad relativa de los
marcadores citados, a partir de esta curva, se despejdé la
variable peso molecular para cada proteina observada (51);
estos cdlculos se realizaron con el programa Cricket Graph en

una computadora Macintosh.
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2.3. DETERMINACION DE PROTEINA.

La concentracién de proteina de las muestras utilizadas
en los diferentes experimentos, fue determinada por el método
de Lowry (45); los patrones para calibrar la curva de
referencia se realizaron con albimina sérica bovina fraccién
V (Sigma Chemical, Co.). Los cdlculos al respecto se llevaron
a cabo con el programa Harvard Graphics en una computadora

PC-IBM.
2.4. TITULACION DE SUEROS.

Los sueros de conejo utilizados en los diferentes
experimentos de la investigacidén, se titularon por la técnica
de Dot blot (118, 119), con algunas particularidades,

Se colocaron 2 ul de antigeno, el mismo que se usd para
producir los anticuerpos presentes en el suero a titular, en
una porcién de papel de nitrocelulosa (0.45 u) y se bloqued
con leche descremada al 1% (Svelty 1%, Nestle) preparada en
Solucién Amortiguadora de Fosfatos—-SAF- (Na2HPO4,8.1 mM;
KH2PO4,1.47 mM; KC1,2.68 mM; NaCl 150 mM) pH 7.2, por 15
minutos. Después se lavé con SAF y se prepararon seis
diluciones dobles seriadas a partir de 1:100 del suero a
titular, dejdndose a 1incubar 30 minutos a temperatura
ambiente y agitacidén suave.

Posteriormente se realizaron tres lavados con SAF-Tween 0,01%

(v/v) y se incubaron, por 30 minutos a temperatura ambiente y
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agitacién suave, con un suero policlonal de cabra anti-IgG de
conejo cbnjugado con fosfatasa alcalina (Sigma Chemical, Co.)
a una dilucién de 1:20000 (recomendada por el fabricante). Al
finalizar este paso se realizaron cinco lavados con SAF-Tween
y se procedié a evidenciar la reaccién inmunoldégica con la
aplicacién del sustrato, Bromocloro Indolil Fosfato-Nitroazul
Tetrasolium (BCIF~NAT) premezclado (Sigma Chemical, Co.), la
cual fue evidente en aproximadamente 5 minutos, los papeles
de nitrocelulosa se retiraron del sustrato y se dejaron secar
a temperatura ambiente.

El titulo de los sueros se eligié bajo un criterio subjetivo
de calificacidén visual cuando la mancha de color morado fue

nitida y repetible.

2.5. FASE A.
OBJETIVO: Obtencidén del patrén electroforético de las

proteinas de intestino de garrapata B. microplus, semi-

ingurgitada (4 a 6 mm de largo).

2.5.1. Experimento 1.

Los intestinos fueron procesados en cuatro diferentes formas
con objeto de observar su comportamiento electroforético y
elegir aquel proceso que mostrara mejor resolucién y manejo

més simple.
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2.5.1.(a) Obtencién de extractos de intestino.

Se tomaron garrapatas Boophilus microplus, hembras
semirepletas de 4 a 6 mm de largo, provenientes del cultivo
en bovino; se fijaron en parafina y se disectaron para
obtener intestinos, los cuales fueron depositados en SAF fria
pH 7.2 , adicionada de 10mM. de EDTA dis6dico (SAF-EDTA).

Los cuatro diferentes procesos a que se sometieron los
intestinos fueron:

Proceso 1. Los intestinos obtenidos anteriormente, se
maceraron en mortero frio, adicionado de SAF-EDTA en cantidad
necesaria, el macerado se depositd en viales de poliestireno
y se congeld a - 70 C.

Proceso 2. Los intestinos se procesaron como se indicé en el
punto anterior y posteriormente el macerado se sometié a
centrifugacién en frio (4 C) a 600 g por 10 minutos y se
recuperé el sobrenadante, éste se deposité en viales de
poliestireno y se congeld a - 70 c.

Proceso 3. Los intestinos obtenidos por diseccién se
maceraron en mortero frio como ya fue descrito, el macerado
se centrifugé en frio a 600 g durante 10 minutos y el
sobrenadante se volvié a centrifugar en frio a 1,200 g por 20
minutos, se separd el sobrenadante y se resuspendié el
sedimento con SAF-EDTA, el mismo se deposité en viales de
poliestireno y se congelé a - 70 C.

Proceso 4. Se llevé a <cabo la metodologia descrita

anteriormente (proceso 3), el sobrenadante producto de la
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segunda centrifugacién se volvié a someter a este proceso,
ahora a 14,000 g por 2 minutos, recuperdndose unicamente el
sedimento, el mismo se resuspendié con SAF-EDTA y se congelé

a - 70 C,
2.5.1.(b) Electroforesis SDS-PAGE.

Se realizaron electroforesis SDS-PAGE (69), para ello se
utilizaron las muestras provenientes de los procesos
descritos anteriormente; se calculé previamente la
concentracién de proteina de cada muestra por el método de
Lowry (45), ajustando la concentracidn de proteina a 5 mg/ml.“

Las muestras se prepararon bajo condiciones reductoras y
no reductoras (51) y se usaron geles resolutivos al 8 % y al
10 %; la tincién de los geles se realizé con Azul Comassie y

con Nitrato de Plata (52).
2.5.1.(c) Controles.

Se utilizaron como controles del corrimiento, muestras
en diluciones adecuadas, de sangre completa de bovino, debido

a la presencia de componentes sanguineos en el contenido

intestinal de las garrapatas.
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2.5.2. Experimento 2.
El macerado completo de intestinos fue sometido a

electroforesis SDS-PAGE, para identificar el patrén

electroforético de sus proteinas.

2.5.2.(a) Obtencién de extractos de intestino.

Para este experimento se obtuvieron intestinos de
garrapatas B. microplus por diseccién y se prepararon de
acuerdo con el proceso 1, descrito en el inciso 2.5.1.(a), es

decir, macerado completo de intestinos en SAF-EDTA,

2.5.2.(b) Electroforesis SDS—PAGE.

Las muestras de macerado completo de intestino se
prepararon para SDS-PAGE (69) bajo condiciones no reductoras
(51), utilizando un gel iniciador al 4 % y uno resolutivo al
8 % (52); se calculdé la concentracién de proteina de las
muestras por el método de Lowry (45) y se ajustdé la misma a 5
mg/ml.

Asimismo, se tuvo un carril control con sangre completa
de bovino; se utilizé un marcador de peso molecular

pretefiido. La tincién de los geles se realizé con Nitrato de

Plata (52).
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2.5.3. Experimento 3.
El macerado de intestinos sin contenido intestinal fue
sometido a electroforesis SDS-PAGE, para identificar el

patrén electroforético de sus proteinas.

2.5.3.(a) Obtencion de extractos de intestino.

Se obtuvieron intestinos por diseccién como ya fue
descrito anteriormente, éstos se depositaron en SAF-EDTA y se
les desalojé de manera mecédnica, por traccién suave, el
contenido intestinal, el intestino se deposité en SAF-EDTA
recién preparada. Posteriormente, se maceraron en mortero
frio y se congelaron en viales de poliestireno a - 70 C.

Previo a la electroforesis, se calculdé la concentracidn

de proteina por el método de Lowry (45) y se ajustd la misma

a 5 mg/ml,

2.5.3.(b) Electroforesis SDS—PAGE.

Las muestras se sometieron a electroforesis SDS-PAGE
(69), con un gel resolutivo al 8 % (52), preparando las
mismas bajo condiciones no reductoras (51). En el mismo gel
se corrié un marcador de peso molecular pretefiido. La tincién

de los geles se realizé con Nitrato de Plata (52).
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2.6. FASE B.

OBJETIVO: Identificacién de las proteinas asociadas con

azicares del intestino de garrapata B. microplus, semi-

ingurgitada (4 a 6 mm de largo).

2.6.1.(a) Obtencién de extractos de intestino.

Se obtuvieron intestinos por diseccién y se procesaron

de acuerdo con lo descrito en el inciso 2.5.3.(a).

2.6.1.(b) Deteccidén por inmunoensayo enzimatico de azicares

en glicoconjugados.

El ensayo consistié en la deteccidén de glicoconjugados
en una membrana de nitrocelulosa, para ello las proteinas
debieron  de ser  primero sometidas a SDS-PAGE y
electrotransferidas a la membrana.

En esta forma, las muestras de intestinos preparadas en
condiciones no reductoras (51), se sometieron a
electroforesis SDS-PAGE (69), en un gel resolutivo al 8 %
(52). En el mismo gel se corrieron un marcador de peso
molecular pretefiido y como <control de (glicoproteina,
transferrina, en una concentracién de 1 mg/ml, la cual fue
proporcionada en el paquete comercial (DIG Glycan Detection
Kit, Boehringer Mannheim Biochemica), que se utilizé como

apoyo al desarrollo de esta fase de la investigacién.
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Una vez finalizada la electroforesis, se procedié a
electrotransferir las proteinas de intestino y el control a
una membrana de nitrocelulosa (0.45 u), utilizando un
amortiguador de transferencia de tris,25 mM - glicina,192 mM
- metanol,20% (33, 118). La electrotransferencia se llevd a
cabo a 150 mA por 22 horas.

La membrana con las proteinas inmovilizadas, se lavé con
Solucién Amortiguadora de Fosfatos (Fosfato de potasio, 50
mM; NaCl, 150 mM) pH 6.5, y se oxidé con metaperiodato de
sodio, 10 mM/1 (proporcionado en el paquete), en amortiguador
de acetato de sodio (Acetato de sodio 100 mM) pH 5.5 ajustado
con Aacido acético; después se lavé tres veces en Solucién
Amortiquadora de Fosfatos pH 6.5, y se incubéd con 1 ul de
digoxigenina (proporcionada en el paquete) disuelta en 5 ml
de amortiguador de acetato de sodio pH 5.5, por una hora, a
temperatura ambiente para marcar las glicoproteinas oxidadas.

Posteriormente, se hicieron tres lavados de 10 minutos
cada uno con amortiguador tris salino -ATS- (Tris-HCl, 0.05
mM; NaCl, 150 mM) pH 7.5, y se incubé por 30 minutos en
solucién de bloqueo (proporcionada en el paquete),
repitiéndose después los tres lavados con ATS. A continuacién
la membrana se incubd por una hora con un suero policlonal de
ovino anti-digoxigenina conjugada con fosfatasa alcalina
(proporcionado en el paquete), 10 ul del conjugado en 10 ml
de ATS. Finalizado este tiempo, se hicieron tres lavados de

10 minutos cada uno con ATS y se aplicd el sustrato, BCIF-

NAT, premezclado (Sigma Chemical, Co.), a la membrana para
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evidenciar la reaccién, consistente en la aparicién de bandas
de coloracidén morada.

Después de dos horas, se detuvo la reaccién lavando la-
membrana con égua bidestilada, se dejé secar a temperaﬁura
ambiente y se fotografidé para, posteriormente, calcular los
pesos moleculares aparentes de las bandas observadas de

acuerdo con lo descrito en el inciso 2.2.3.

2.7. FASE C.

OBJETIVO: Deteccién de antigenos de intestino de garrapata B.
microplus, semi-ingurgitadas (4 a 6 mm de largo), por

Inmunoelectrotransferencia.
2.7.1. Experimento 1.
E1 macerado de intestinos sin contenido intestinal se sometid

a Inmunoelectrotransferencia, para detectar los antigenos de

intestino.
2.7.1.(a) Obtencidén de extractos de intestino.

Se obtuvieron intestinos por diseccidén y se procesaron

de acuerdo con lo descrito en el inciso 2.5.3.(a).
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2.7.1.(b) Produccién de antisueros.

Para esta etapa del trabajo, se 1llevé a cabo la
produccién de los siquientes antisueros:
(Cl) suero de conejo anti-intestino de B. microplus homélogo.

Se inocularon dos conejos de raza Nueva Zelanda, jévenes
de aproximadamente 2.5 kg de peso, con un macerado de
intestinos obtenido como se indicé anteriormente. Al macerado
se le determiné la concentracién de proteina por el método de
Lowry (45), y se ajusté la misma a 1 mg/ml.

El esquema de inmunizacién practicado fue el siguiente:
La primera inoculacién (dia 0), se aplicé macerado, 1 ml,
adicionado de Adyuvante Completo de Freund, 1 ml; 2a.
inoculacién (dia 7), macerado, 1 ml, adicionado de 1 ml de
Adyuvante Incompleto de Freund; 3a. inoculacién (dia 14),
macerado; 1 ml, adicionado de 1 ml de SAF.

Todos los 1indculos se aplicaron por via subcutdnea en 4

diferentes puntos del cuerpo del animal, utilizando equipo

nuevo estéril. La dosis de macerado aplicado a cada animal

fue de 1 mg/ml en cada una de las tres inoculaciones, y se
utilizaron preparados frescos.

El dia 28 posterior a la primera inoculacién, los
conejos se sangraron por puncién cardiaca con equipo
vacutainer nuevo, posteriormente se separdé el suero.

Este suero se sometié a una cromatografia de
inmunoafinidad (52), en Sepharosa 4B (Sigma Chemical, Co.),

sensibilizada con sangre completa de bovino hemolizada, con
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objeto de separar del suero de conejo posibles anticuerpos en
contra de componentes sanguineos del bovino, que pudieran
haber estado presentes en el macerado de intestinos que se
inoculé. Posteriormente, el suero se titulé mediante la
técnica de Dot blot (descrita en el inciso 2.4.), y se
almacené en viales de poliestireno a — 20 C.

(C2) suero de conejo anti-glébulos rojos de bovino.

Se inocularon dos conejos de raza Nueva Zelanda, jévenes
de aproximadamente 2.5 kg de peso, con glébulos rojos de un
bovino sano de raza Holstein que nunca habia tenido contacto
con garrapatas y libre de Babesia spp, esto ultimo verificado
por frotis de sangre e IFI (56).

Se procedié a realizar un esquema de inmunizacién
similar al descrito anteriormente para el suero anti-
intestinos (Cl).

Se colectd sangre de los conejos el dia 28 posterior a
la primera inoculacién por puncién cardiaca, con equipo
vacutainer nuevo, se separé el suero y éste se titulé por la
técnica de Dot blot (descrita en el inciso 2.4.), se almacené
en viales de poliestireno y se congelé a - 20 C.

(C3) suero de conejo anti-suero completo de bovino,

En estce caso, Se procedid a la compra del antisuero en
una casa comercial (anti whole serum bovine, Sigma Chemical,
Co.), el mismo se titulé también por la técnica de Dot blot

(descrita en el inciso 2.4.), se almacend en viales de

poliestireno y se congelé a - 20 C.
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2.7.1.(c) Inmunoelectrotransferencia (IET).

Para esta parte del experimento, se llevé a cabo una
electroforesis SDS—PAGE (69), de acuerdo con lo descrito en
los incisos 2.5.3.(a) y (b).

El gel obtenido, sin habersé tefiido, se
electrotransfirié a una membrana de nitrocelulosa (0.45u),
utilizando un amortiguador de tris—glicina-metanol (33, 118),
la transferencia se verificé a 150 mA por espacio de 22
horas.

La membrana se bloqued en leche descremada al 1 %, por
30 minutos, después se lavé con SAF-Tween y se dejé secar a
temperatura ambiente.

La membrana se recortdé en tiras de aproximadamente 3 mm
de ancho y se colocaron en una caja de incubacién de 10
canales; se incubaron por una hora a temperatura ambiente vy
agitacién suave, dos tiras por antisuero, Cl, C2 y C3,
preparados momentos antes a las diluciones determinadas por
el Dot blot. Posteriormente se lavaron tres veces en SAF-
Tween y se incubaron por una hora a temperatura ambiente vy
agitacién suave con un suero policlonal de cabra anti-IgG de
conejo conjugado con fosfatasa alcalina (Sigma Chemical, Co.)
a una dilucién de 1:20000 (recomendada por el fabricante).

Al finalizar este tiempo, se realizaron tres lavados con
SAF-Tween y se aplicé el sustrato, BCIF-NAT, premezclado
(Sigma Chemical,Co.), a las tiras de membrana para evidenciar

la reaccién inmunolégica, consistente en 1la aparicién de
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bandas de color morado, ésta se hizo manifiesta en
aproximadamente 5 minutos, se retiraron del incubador y se
dejaron secar a temperatura ambiente sobre papel absorvente.

Mas tarde, se fotografiaron y se llevé a cabo el cédlculo
de los pesos moleculares aparentes de la forma en que fue
descrita en el inciso 2.2.3.

Como control de la electroforesis, se separé y se tifi
una porcién del gel, asimismo, para verificar la calidad de
la electrotransferencia, se tifi6 el gel una vez terminada la

misma, en ambas ocasiones se utilizé tincién de Nitrato de

Plata (52).

2.7.2. Experimento 2.

Se procesd el macerado de intestinos sin contenido intestinal
para someterlo a Inmunoelectrotransferencia y verificar los
resultados del experimento 1, de esta fase, y aumentar la

concentracién de los antigenos detectados.

2.7.2.(a) Obtencion de extractos de intestino.

Se obtuvieron intestinos por diseccién y se procesaron

de acuerdo con lo descrito en el inciso 2.5.3.(a).

2.7.2.(b) Produccién de antisueros.

Para esta etapa del trabajo, se produjeron antisueros en

contra de las proteinas, antigenos, detectados por IET en el
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experimento anterior (2.7.1.); para esto se llevé a cabo una
electroforesis SDS-PAGE (69), como se describié en el inciso
2.5.3.(b), utilizando un peine de un sélo carril ciego y un
gel de espesor 1.5 mm, depositando una muestra de intestinos
en concentracién de 5 mg/ml, determinada previamente por el
método de Lowry (45).

Al finalizar el corrimiento se separé y se tifi6 una
porcién del gel con Azul Comassie (52), y de acuerdo con la
posicién de las bandas en relacién al patrén electroforético
de la muestra, se dividié el gel en tres porciones, la
primera conteniendo bandas de alto peso molecular > 140 kDa,
la segunda con bandas de mediano peso molecular en un rango
de los 140 a los 50 kDa y la tercera con bandas por‘abajo de
los 50 KkDa, que se deseché debido a que las proteinas
importantes detectadas en IET se hallaban arriba de dicho
peso.

Cada una de las porciénes del gel, contenian las
proteinas de alto peso molecular (PAPM) y otra con las de
mediano peso molecular (PMPM), se fraccionaron en pequefias
porciones y posteriormente se trituraron pasédndolas a través
de dos jeringas desechables unidas por un emulsificador
metdlico estéril, adiciondndole la cantidad necesaria de SAF
para hacer una adecuada suspensidn y obtener un volumen final
de 2 ml.

Se inocularon dos conejos de raza Nueva Zelanda, jévenes
de aproximadamente 2.5 kg de peso, para cada preparado (PAPM

Y PMPM). El esquema de inmunizacién practicado en esta
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ocasién fue similar al descrito en el inciso 2.7.1.(b), la
dosis de preparado que se¢ aplicé a cada animal fue de 1 mg/ml
de proteina, en <cada una de las tres inoculaciones
realizadas.

Los conejos se sangraron de acuerdo con lo descrito en
el inciso 2.7.1.(b), se obtuvieron las muestras sanguineas y
se separaron los sueros, que se identificaron como anti-PAPM
y anti-PMPM; los mismos se titularon por la técnica de Dot
blot (descrita en el inciso 2.4.), y después se almacenaron

en viales de poliestireno a - 20 C.
2.7.2.(c) Inmunoelectrotransferencia.

Se realizé la IET de acuerdo con lo descrito en el
inciso 2.7.1.(c). En el presente ensayo unicamente cambié el
‘hecho de gque las tiras de membrana se incubaron con los
sueros anti-PAPM y anti—-PMPM, a las diluciones determinadas
por el Dot blot respectivo. Como control se utilizé un
corrimiento de suero bovino hemolizado, que se

electrotransfirié y se enfrenté a los sueros citados.
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2.8. FASE D.
OBJETIVO: Deteccidén de antigenos comunes entre larvas maduras
e intestinos de garrapata B. microplus, por Inmunoelectro-

transferencia.
2.8.1.(a) Obtencién de macerado de larvas.

Se tomaron 500 mg. de larvas maduras de B. microplus
cepa "Zapata", obtenidas del cultivo en bovino, las mismas se
congelaron a - 20 C y después se maceraron en mortero frio
adicionadas de SAF pH 7.2 fria; al macerado se le determinéd
la concentracién de proteina por el método de Lowry (45), Yy
se ajusté a 5 mg/ml. La muestra obtenida se almacené en

viales de poliestireno y se congelé a - 20 C,
2.8.1.(b) Produccién de antisueros.

Para esta etapa, se siguid el procedimiento descrito en
el inciso 2.7.2.(b), con la variante de que la muestra
utilizada fue el macerado de larvas obtenido en el inciso
2.8.1.(a).

En este caso, los sueros producidos se identificaron
como anti-larvas de alto peso molecular (LAPM) y anti-larvas

de mediano peso molecular (LMPM).
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2.8.1.(c) Inmunoelectrotransferencia.

Se realizé la IET de acuerdo con lo descrito en el
inciso 2.7.1.(c). En el presente ensayo, las variantes fueron
las siguientes: la muestra sometida a electroforesis SDS-PAGE
y electrotransferida, fue un macerado de larvas obtenido como
se indicé en el inciso 2.8.l1l.(a), éste se incubd con 1los
sueros anti-LAPM y anti-LMPM, y con los sueros anti-PAPM y

anti-PMPM.

Por otra parte, se electrotransfirié también una muestra
de macerado de intestinos obtenidos como se describié en el

inciso 2.5.3.(a), y se 1incubé con los sueros mencionados

anteriormente.

2.9. FASE E.

OBJETIVO: Deteccién de los antigenos de intestino de

garrapata B. microplus mediante inmunohistoquimica.

2.9.1. Experimento 1.

Reconocer la estructura histolégica del intestino de 1la

garrapata B. microplus, hembra semi-ingurgitada de 4 a 6 mm

de largo.
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2.9.1.(a) Histologia del intestino de B. microplus.

Se tomaron garrapatas semirepletas de 4 a 6 mm de largo
del cultivo en bovino, se lavaron con agua destilada y se
procesaron para realizar su inclusién en parafina, en glicol
metacrilato y por congelacién. Por otra parte, otras
garrapatas fueron fijadas en una placa de cera y se procedié
a disectar piezas grandes de 1intestino, las cuales se
procesaron en la misma forma para su inclusién.

En el caso de la inclusién en parafina (IP), los
especimenes se fijaron en solucién acuosa de Bouin’s por 24
horas (3), después se deshidrataron y aclararon por pasos de
gradiente en etanol-aceite de cedro (35) y posteriormente se
realizé su inclusién en paraplast regular (Sigma Chemical,
Co.).

Para la inclusién en glicol metacrilato (GMA), se
fijaron los especimenes en solucién de Karnovsky a 4 C por 24
horas (21) , después se procesaron de acuerdo con lo indicado
por el paquete comercial utilizado para este fin (GMA-LM Kit,
Sigma Chemical, Co.).

En el caso de la inclusién por congelacién (IC), los
especimenes se refrigeraron durante dos horas y
posteriormente se fijaron en una cdpsula de gelatina al 12% ,
después, se procedid a congelarlos mediante su paso de - 4 C
a - 20C (6).

Los cortes se realizaron en microtomo de rotacién

(American Optical, Co.) con navajas de acero inoxidable para
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los especimenes de IP y GMA, cortes longitudinales de 4u y
lu, respectivamente; en el caso de IC, se realizaron cortes
longitudinales de 6u, en microtomo de congelacién-criostato
(American Optical, Co). Todos 1los cortes se tifieron con

Hematoxilina y Eosina (15).

2.9.2. Experimento 2.

Deteccién de  antigenos en cortes histolégicos  por

Inmunofluorescencia Indirecta.

2.9.2.(a). Inmunofluorescencia indirecta (I.F.I.).

Para llevar a cabo esta prueba, se realizaron cortes
histolégicos longitudinales de 6u por congelacién, como vya
fue descrito en el inciso 2.9.1.(a), tanto de garrapatas como
de piezas 1intestinales.

La prueba de IFI, se verificd de acuerdo con lo indicado
por Kawamura (62), con algunas modificaciones.

Las preparaciénes histoldgicas se fijaron con etanol al
100 % por cinco minutos, después de secarse a temperatura
ambiente se 1incubaron c¢on el suero a probar por treinta
minutos en cé&mara himeda a 37 C. Los sueros probados fueron
el anti-intestino homélogo (Cl), el anti-proteinas de
intestino de alto peso molecular (PAPM) y el anti-proteinas

de intestino de medianc peso molecular (PMPM). Los titulos de
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los sueros, con los que se realizaron las pruebas, se
determinaron previamente después de varios ensayos.

Posteriormente, les preparaciones se sometieron a tres
lavados en SAF pH 7.2 de cinco minutos cada uno; luego de
secarse a temperatura ambiente, se incubaron con un conjugadc
de anti-IgG de conejo marcada con fluoresceina (Sigma
Chemical, Co.), a 37 C en cé&mara himeda durante treinta
minutos. Al finalizar este tiempo se llevaron a cabo tres
lavados de cinco minutos cada uno en SAF pH 7.2, se dejaron
secar a temperatura ambiente, se montaron con glicerina
tamponada pH 9.5 y se observaron en microscopio de
epifluorescencia (Carl Zeizz), con lampara de luz
nltravioleta de tungsteno (HB0250), utilizando un filtro de
barrera que permite detectar la emisién a 520 nm y un filtro
de excitacién que permite el paso de la luz a 490 nm.

Para montar la prueba, se tuvo un suero de conejo
control negativo y uno positivo, determinado este dltimo con
el suero Cl, después de ensayar la dilucién idénea del mismo
para considerarlo como positivo.

El conjugado se tituldé previamente por la misma prueba
inmunohistoquimica a partir de 1la dilucién 1:160 y se
determind que la dilucidn de 1:80, fue la mds apropiada para
realizar esta prueba.

En cada prueba invariablemente se consideré un corte

histolégico confrontado a un suero de conejo control negativo

y otro s6lo con conjugado.
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III. RESULTADOS.

3.1. GARRAPATAS Boophilus microplus.

Reproduccién del ciclo biolégico en condiciones controladas.

El cultivo de la cepa "Zapata" de garrapatas Boophilus
microplus, se llevé a cabo por pase en bovinos susceptibles.,
En el cuadro No. 1, se puede observar el comportamiento
biolégico de esta .cepa, los datos se recolectaron de 12

infestaciones controladas.

La duracién de la fase de vida parédsita se situd en un

rango de 21 a 22 dias, considerdndose como promedio los 21.5
~dias; la duracién de la fase de vida no pardsita tuvo un
rango de 39 a 48 dias. El total del ciclo biolégico en

condiciones controladas fue de 60 a 70 dias.

Para el presente estudio, se colectaron garrapatas

adultas de 4 a 6 mm de largo, hembras semi-ingurgitadas. En
el cuadro No. 2, se puede observar la relacién del largo del
cuerpo y la edad de la garrapata en dias de vida en fase
pardsita, generalmente el tamafio requerido para este estudio

se alcanzé entre el dia 19 y 20 de edad en fase parésita.
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CUADRO No. 1. COMPORTAMIENTO BIOLOGICO DE Boophilus
microplus CEPA "ZAPATA", EN CONDICIONES CONTROLADAS.

EVENTO RANGO
FASE PARASITA 21 A 22 DIAS.
FASE NO PARASITA* 39 A 48 DIAS,

PREOVIPOSICION 2 A 4 DIAS.
OVIPOSICION 15 A 17 DIAS.
ECLOSION DE LARVAS 15 A 17 DIAS.
MADURACION 7 A 10 DIAS.
DURACION DEL CICLO 60 A 70 DIAS.

* en el laboratorio (28 C y 90 % de H.R).

CUADRO No. 2. Boophilus microplus: RELACION DE LARGO DEL
CUERPO-EDAD EN FASE PARASITA EN CULTIVO CONTROLADO EN

BOVINO SUCEPTIBLE.

DIAS DE EDAD LARGO DEL CUERPO(mm)
16 2.5
17 3.0
18 3.5
19 4 a 5
20 5 a6
21 o més 7 a 12
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Monitoreo de Babesia spp en la cepa.
y g Tt
La cepa "Zapata", se mantuvo durante el tiempo que llevé
el estudio, libre de Babesia spp, hecho verificado en cada
infestacién tanto por la prueba de hemolinfa de garrapata

como por I.F.I., en suero del bovino.
Monitoreo toxicolégico en la cepa.

El monitoreo toxicolégico indicé que la cepa "Zapata" se
conservé sensible a los compuestos acaricidas a los que fue
expuesta.

Para el caso de los organofosforados, se realizé el
nonitoreo con el compuesto Coumaphdés, obteniéndose una Dosis
Letal 90% de 0.02000 % de ingrediente activo ; en el caso
de los piretroides, se utilizé Deltametrina, en donde la

Dosis Letal 90%, fue de 0.02500 % de ingrediente activo.
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3.2. FASE A : Obtencién del patron electroforético de las
proteinas de intestino de garrapata B. microplus, semi-

ingurgitada (4 a 6 mm de lérqo).
Experimento 1.

Mediante cuatro procesos diferentes, se obtuvieron
extractos de intestino de garrapata para someterse a
electroforesis SDS-PAGE, bajo las condiciones previamente
descritas. Los resultados obtenidos mostraron que no existen
diferencias apreciables entre los corrimientos
electroforétiéos obtenidos bajo estos cuatro procesos (Figura
No.1l).

La presentacién de bandas es mé&s uniforme y consistente
en geles al 8 %, trabajando las muestras en condiciones no
reductoras (Figura No.2).

La tincidén de Nitrato de Plata resultdé ser més eficiente
que la de Azul de Comassie, para detectar las bandas de los
corrimientos electroforéticos referidos(Figura No.3).

Al compararse el control utilizado en este experimento,
con los corrimientos de extracto intestinal, se observé la
existencia de algunas bandas comunes (Figura No.2).

Los resultados de este experimento sirvieron de gquia

para planear el segundo experimento de esta fase del estudio.
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FIGURA No.l. SDS-PAGE de extracto de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo).
Carril A: macerado total (Proceso 1), Carril B: primer
sobrenadante (Proceso 2), Carril C: segundo sedimento
(Proceso 3), Carril D: tercer sedimento (Proceso 4).

Gel al 10% en condiciones no reductoras, tincién de Nitrato
de Plata.
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FIGURA No. 2. SDS-PAGE de extracto de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo), en
gel al 8% en condiciones no reductoras y tincién de Nitrato
de Plata.

Carriles A, B, C y D: muestran los procesos 1 a 4,
respectivamente, descritos en el experimento 1 (Figura No.l).
Carriles E y F: sangre completa de bovino.
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FIGURA No. 3. SDS-PAGE de extracto de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-inqurgitada (4 a 6 mm de largo),
gel al 8% en condiciones no rreductoras y tincién con Azul de
Comassie.

Carriles A, B, C y D: muestran los ©procesos 1 a 4,
respectivamente, descritos en el experimento 1 (Figura No.2).
Carriles E y F: sangre completa de bovino.
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Experimento 2,

Se obtuvo un patrén electroforético de extracto de
intestinos (macerado completo), en un gel resolutivo al 8 § y
detectado con tincién de Nitrato de Plata, y se identificaron
12 bandas (Figura No.4), con pesos moleculares en un rango de
los 27 a los 195 kDa (Cuadro No.3).

Al comparar el control de sangre completa de bovino con
el patrén, como era de esperarse, se encontraron 5 bandas
comunes bien definidas.

Los resultados de este experimento, mostraron la
necesidad de eliminar en alguna forma el contenido
intestinal, por 1lo cual se planeé realizar el tercer

experimento de esta fase del estudio.

Experimento 3.

En el ©patrén electroforético obtenido en este
experimento, se identificaron 18 bandas (Figura No.5), con
pesos moleculares en un rango de 17 a 258 kDa (Cuadro No.4).

Debido a la eliminacidén practicamente total del
contenido intestinal y a la repetibilidad del corrimiento
mostrada en los maltiples ensayos realizados, la metodologia
y el patrén electroforético obtenido «con ella, se

consideraron como definitivos para las sigquientes fases del

estudio.
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FIGURA No. 4. Patrén electroforético de intestino de
garrapata Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de
largo), utilizando un macerado completo,

Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: patrén
electroforético tefiido con Nitrato de Plata
Gel al 8% en condiciones no reductoras.
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CUADRO No.3. Relacién de las proteinas identificadas en el
patrén electroforético de un extracto intestinal (macerado
completo) de garrapata Boophilus microplus, semi-
inqurgitada (4 a 6 mm de largo), detectadas con tincidén de
Nitrato de Plata en un gel SDS-PAGE al 8%, en condiciones
no reductoras.

Pesos moleculares (kDa)

195

153

129

107

98

87

75

70

52

49

37

27
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FIGURA No. 5. Patrén electroforético de intestino de
garrapata Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de
larqgo), utilizando un macerado sin contenido intestinal.
Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: patrén
electroforético tefiido con Nitrato de Plata.

Gel al 8% en condiciones no reductoras.
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CUADRO No.4. Relacidén de las proteinas identificadas en el
patrén electroforético de un extracto intestinal (macerado
sin contenido intestinal) de garrapata Boophilus microplus,
semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo), detectadas con
tincién de Nitrato de Plata en un gel SDS-PAGE al 8%, en
condiciones no reductoras.

Pesos moleculares (kDa)

258

207

149

138

103

77

73

69

67

61

59

56

51

40

30

27

25

17
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3.3. FASE B : Identificacién de las proteinas asociadas con
azicares del intestino de garrapata B. microplus, semi-

ingurgitada (4 a 6 mm de largo).

El inmunoensayo - enzimético practicado en este
experimento, permitié identificar que las proteinas del
patrén electroforético de extracto de intestino que tienen un
peso molecular por arriba de los 58 kDa, se encuentran
asociadas con azlcares en glicoconijugados.

En la Figura No.6, se puede apreciar en tres carriles
(B, C y D) el corrimiento del extracto intestinal que fue
electrotransferido a 1la membrana de nitrocelulosa y el
resultado del inmunoensayo, en donde se observan tres
manchones definidos en cada carril situados en similar
posicién, pero existe reaccién positiva en todo el carril
arriba de los 58 kDa. En el carril E, el control de

glicoconjugado, que fue la transferrina, se muestra con gran

claridad.
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FIGURA No.6. Deteccién por inmunoensayo enzimdtico en

membrana, de azidcares en glicoconjugados “en un extracto de

intestino de garrapata Boophilus micro lus, semi-ingurgitada
(4 a 6 mm de largo).

Carril A: marcador de peso molecular., Carriles B, C y D:
extracto de intestino. Carril E: transferrina (control).
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3.4. FASE C: Deteccion de antigenos de intestino de garrapata
B. microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo), por

Inmunocelectrotransferencia.

Experimento 1.

Los resultados obtenidos en la I.E.T., se muestran en la
Figura No.7. En el carril A, se observan los marcadores de
peso molecular; en el carril B, se encuentra el extracto de
intestino que se confronté con el suero de conejo anti-
intestino homélogo, en cuyo caso el suero reconocié seis
proteinas con un peso molecular de 208, 189, 168, 141, 99 y
89 kDa, respectivamente.

En el carril C, se observa el extracto de intestino
confrontado con el .suero de conejo anti-glébulos rojos de
bovino, en donde el suero identificé unicamente dos bandas,
con pesos moleculares de 168 y 51 kbDa.

En el carril D, el extracto de intestino confrontado con
el suero de conejo anti-suero completo de bovino, permitié
reconocer  tres proteinas, de 168, 59 y 51 kDa,
respectivamente. |

Los carriles C y D, representan los controles par8
detectar posibles componentes de origen bovino; en el carril
B, se reconocieron cinco proteinas que se consideran

antigénicas, como se muestra en el Cuadro No.5.
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FIGURA No. 7. Inmunoelectrotransferencia de un extracto
intestinal de garrapata Boophilus microplus, semi-
ingurgitadas (4 a 6 mm de largo).

Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: extracto
intestinal confrontado con el suero anti-intestino homélogo.
Carril C: extracto intestinal confrontado con el suero anti-
glébulos rojos de bovino. Carril D: extracto intestinal
confrontado con el suero anti-suero completo de bovino,
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CUADRO No. 5. Comparacién de los antigenos detectados por
I.E.T. en un extracto intestinal de garrapata Boophilus
microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo), con sueros
de conejo anti-intestino homdélogo, anti-glébulos rojos de
bovino y anti-suero completo de bovino.

Pesos moleculares (kDa)

anti-intestino anti-G.R.B. anti-S.C.B.

208
189

168 . 168 l68
141
99
89

59

51 51

o
N

oW

.= glébulos rojos de bovino.
= guero completo de bovino.
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Experimento 2,

En la Figura No.8, se observan los resultados de este
experimento. En el carril A, los marcadores de peso
‘molecular; en el carril B, el extracto de intestino que se
enfrenté al suero anti-PAPM, muestra la presencia de 18
bandas con un rango de peso molecular de 41 a 387 kDa ; en el
carril C, al confrontar el extracto intestinal con el suero
anti-PMPM, se detectaron nueve bandas con pesos moleculares
entre 50 y 162 kDa.

Fue posible identificar en los carriles B y C, la
presencia de bandas en posicién y peso molecular similares a
las descritas como antigénicas en el Cuadro No.3, lo cual
representa el objetivo principal del experimento, dado que se
pensaba que ésta podia ser una forma de aumentar la presencia
de las proteinas antigénicas detectadas por I.E.T. en el
experimento anterior de esta fase del estudio.

En el corrimiento de control con suero bovino
hemolizado, no se observé la presencia de bandas al

realizarse la I.E.T.
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FIGURA No. 8. Inmunoelectrotransferencia de "'un extracto
intestinal de garrapata Boophilus microplus, semi-inqurgitada
(4 a 6 mm de largo).

Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: extracto
intestinal confrontado con el suero anti-proteinas de
intestino de alto peso molecular (PAPM). Carril C: extracto
intestinal confrontado con el suero anti-proteinas de
intestino de mediano peso molecular (PMPM).
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3.5. FASE D: Deteccién de antigenos comunes entre larvas
maduras e intestinos de garrapata B. microplus, por
Inmunoelectrotransferencia.

La primera parte del experimento, que consistié en
confrontar un corrimiento electroforético de macerado de
larvas maduras con sueros anti-larvas y con sueros anti-
intestino de B. microplus, se muestran en la Figura No.9.

En el carril A, se encuentran los marcadores de peso
molecular; en el carril B, se observa el resultado de
enfrentar el extracto con el suero anti-PAPM de intestino, en
donde se detectaron tres bandas con peso molecular de 259,
237 y 34 kbDa ; en el carril C, con el suero anti-LAPM , se
observaron cinco bandas con peso molecular en un rango de 3 a
221 kba ; en el carril D, con el suero anti-PMPM de
intestino, se detectaron unicamente dos bandas con peso
molecular de 259 y 237 kDa , finalmente en el carril E, con
el suero anti-LMPM, fue posible identificar cinco bandas con
un rango de peso molecular de 3 a 116 kDa.

En el Cuadro No.6 , se puede observar una comparacién de
las bandas identificadas en Jlos cuatro carriles, aqui se
muestran mAs claramente las bandas que corresponden a
antigenos comunes, como son la banda de 34 kDa que aparece en
el carril B y en el carril C de la I.E.T. (Figura No.9). Por
otra parte, se observan también dos bandas, de 259 y 237 kDa,
que reconoce el extracto de larvas en los carriles B y D de

la I.E.T. (Figura No.9).
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FIGURA No. 9. Inmunoelectrotransferencia de un extracto de
larvas maduras de Boophilus microplus.

Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: extracto de
larvas confrontado con el suero anti-proteinas de intestino
de alto peso molecular (PAPM). Carril C: macerado de larvas
confrontado con el suero anti-larvas de alto peso molecular
(LAPM). Carril D: macerado de larvas confrontado con el suero
anti-proteinas de intestino de mediano peso molecular (PMPM).
Carril E: macerado de larvas confrontado con el suero anti-
larvas de mediano peso molecular (LMPM) .
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CUADRO No. 6. Comparacién de los antigenos detectados por
I.E.T., en un macerado de larvas maduras de garrapata B.

microplus, con los sueros de conejo anti-PAPM, anti-LAPM,
anti—-PMPM y anti-LMPM. ,

suero PAPM suero LAPM suero PMPM suero LMPM
Peso molecular (kDa).
259 259
237 237
221
116 116
89
77
68
34 34
12
3 3

* PAPM= proteinas de intestino de alto peso molecular.
LAPM= larvas de alto peso molecular.
PMPM= proteinas de intestino de mediano peso molecular.
LMPM= larvas de mediano peso molecular.
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Los resultados de la sedqunda parte de este experimento,
que consistié en confrontar un corrimiento de extracto
intestinal con los sueros de conejo anti-intestino homélogos
y anti-larvas de B. microplus, se muestran en la Figura
No.10.

El carril A, con los marcadores de peso molecular; en el
carril B, el extracto con el suero anti-PAPM, muestra 18
bandas con pesos moleculares en un fango de 41 a 387 kDa ; en
el carril C, con el suero anti-LAPM, se detecté una sola
banda con peso molecular de 323 kDa ; en el carril D, con el
suero anti-PMPM, se identificaron 9 bandas con un peso
molecular en un rango de 50 a 162 kDa, y en el carril E, con
el suero anti-LMPM, se observaron dos bandas con peso
molecular de 264 y 244 kDa, respectivamente.

En el Cuadro No.7, se muestra una descripcién
comparativa de las bandas identificadas en 1los cuatro
carriles, debido a que las bandas comunes fueron de alto peso
molecular, en el cuadro no se incluyen en detalle todas las
bandas de los carriles B y D.

Los antigenos comunes detectados fueron uno de 323 kbDa
identificado en los carriles B y C, y otros dos de 264 y 244

kDa, respectivamente, identificados en los carriles B y E.
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FIGURA No. 10. Inmunoelectrotransferencia de un extracto de
intestinos de garrapata Boophilus micro lus, semi-ingqurgitada
(4 a 6 mm de largo).

Carril A: marcador de peso molecular. Carril B: extracto
intestinal confrontado con el suero anti-proteinas de
intestino de alto peso molecular (PAPM). Carril C: extracto
intestinal confrontado con el suero anti-larvas de alto peso
molecular (LAPM). Carril D: extracto intestinal confrontado
con el suero anti-proteinas de intestinos de mediano peso
molecular (PMPM). Carril: E: extracto intestinal confrontado
con el suero anti-larvas de mediano peso molecular (LMPM).
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CUADRO No.7. Comparacién de los antigenos detectados por
I.E.T., en un extracto de intestino de garrapata B.
microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo), con los
sueros de conejo anti~PAPM, anti-LAPM, anti-PMPM y anti-
LMPM,

suero PAPM suero LAPM suero PMPM suero LMPM

Peso molecular (kDa)

387

323 323

264 264

244 244

177

162 162

156 156

* PAPM= proteinas de intestino de alto peso molecular.
LAPM= larvas de alto peso molecular.

PMPM= proteinas de intestino de mediano peso molecular.
LMPM= larvas de mediano peso molecular.
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3.6. FASE E : Deteccion de los potenciales antigenos de

intestino de garrapata B. microplus, mediante
inmunohistoquimica.

Experimento 1.

Las estructuras histoldégicas del iﬁtestino de B.
microplus estudiada en el presente experimento, se muestran
en las Figuras No.1ll a 14, en ellas, es posible identificar
los componentes histoldégicos correspondientes a la etapa
fisiolégica de los especimenes estudiados, es evidente que
los cortes de garrapatas completas brindan menos detalle que
los cortes de intestino.

En este experimento se procesaron las muestras mediante
tres técnicas histolégicas, I.P., G.M.A. e I.C, La técnica de
inclusién por parafina (IP) fue la que se adapté mejor a las
necesidades del estudio ya que, entre otras cosas, mostré ser
menos elaborada que la GMA, ademds de ser mé&s econémica vy
brindar mejores resultados en cuanto a calidad de los cortes
que la IC e incluso que la GMA. La totalidad de figquras que
se describen a continuacién fueron elaboradas en base a
cortes longitudinales por inclusién en parafina, tefiidos con
Hematoxilina y Eosina.

En la Figura No.ll, se muestra un ciego intestinal con
aumento 10X, en donde se identifican las siguientes
estructuras: lumen (lu), membrana basal (mb) y el epitelio
intestinal con una capa de células digestivas (cd).

En la Figura No.l2, en un aumento mayor (40X), se

muestra un ciego intestinal donde se identifican el lumen
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(lu), la membrana basal (mb) y el epitelio intestinal con
células digestivas iniciales (cdi).

En la Figura No.l13, se observa un corte de intestino con
aumento 10X, en donde se identifican las sigquientes
estructuras: lumen (lu), células basofilicas (cb),‘células
digestivas tardias (cdt) y células digestivas maduras 1

(cdml) .

En la Figura No.l4, con un aumento mayor (40X), se

‘muestra el corte intestinal donde se observan células

digestivas iniciales (cdi), células basofilicas (cb) vy

células digestivas maduras 1 (cdml).

97



-

FIGURA No. 11. Corte histoldgico de garrapata Boophilus
microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo).

Ciego intestinal en donde se identifican el lumen (lu), la
membrana basal (mb) y el epitelio intestinal con una capa de
células digestivas (cd).

Corte longitudinal en Parafina, tincién de Hematoxilina vy
Eosina (Aumento 10X),
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FIGURA No. 12. Corte histoldégico de garrapata Boophilus
microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo).
Ciego intestinal donde se identifican el lumen (lu), la
membrana basal (mb) y el epitelio de células digestivas
iniciales (cdi). "

Corte longitudinal en Parafina, tincién de Hematoxilina vy
Eosina (Aumento 40X).
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FIGURA No. 13. Corte histolégico de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo):
lumen (lu), células basofilicas (cb), células digestivas
tardias (cdt), células digestivas maduras 1 (cdml).

Corte longitudinal en Parafina, tincién de Hematoxilina vy
Eosina (Aumento 10X).
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FIGURA No. 1l4. Corte histoldégico de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo):
células digestivas iniciales (cdi), células basofilicas (cb),
células digestivas maduras 1 (cdml), células digestivas
tardias (cdt).

Corte longitudinal en Parafina, tincién de Hematoxilina y
Eosina (Aumento 40X).
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Experimento 2.

Los resultados de la Inmunofluorescencia Indirecta
(I.F.I), en los cortes histolégicos longitudinales por
congelacién realizados en este experimento, se pueden
observar en las Figuras No. 15 a 20.

Los sueros se trabajaron a las diluciones de 1:1000 en

el caso del suero anti-intestino homélogo y para los sueros

anti-PAPM y anti-PMPM, se utilizé la dilucién de 1:300.

En todos los casos resulta evidente que la reaccién
inmunolégica muestra fluorescencia definida en la superficie
del tejido intestinal, tanto para los cortes de garrapata
(ciego intestinal) como para las piezas de intestino. Estas
observaciones permiten confirmar que los anticuerpos
presentes en los antisueros reconocen antigenos en la
superficie del intestino. En los cortes confrontados al suero
de conejo control negativo, no se observé ninguna sefial de
fluorescencia.

En las Figura No. 15 y 16, se observa el corte de ciego
intestinal y de intestino, respectivamente, confrontados con
el suero anti-intestino homélogo.

En las Figuras No. 17 y 18, se muestra el ciego
intestinal y el intestino, respectivamente, confrontados con
el suero anti-PAPM, y en las Figuras No. 19 y 20, similares

cortes confrontados con el suero anti-PMPM.
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FIGURAS No.1l5 y 16. Inmunofluorescencia Indirecta en cortes
histolégicos por congelacién de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo) :

ciego intestiral (Fig.15) e intestino (Fig.16), confrontados

con el suero anti-intestino homélogo. Corte longitudinal
(Aumento 10X).
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.con el suero anti-proteinas de intestino de

e n o b AN ot B

FIGURAS No.1l7 y 18. Inmunofluorescencia Indirecta en cortes
histolégicos ©por congelacién de intestino de garrapata
Boophilus microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo)
ciego intestinal (Fig.17) e intestino (Fig.18),

confrontados

alto peso
molecular (PAPM). Corte longitudinal (Aumento 10X).
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FIGURAS No.19 y 20. Inmunofluorescencia Indirecta en cortes
hlsto}églcos por congelacién de intestino de garrapata
B?ODhl%US microplus, semi-ingurgitada (4 a 6 mm de largo) :
ciego 1ntestinal (Fig.19) e intestino (Fig.20), confrontadoé
con el suero anti-proteinas de intestino de mediano peso

molecular (PMPM). Corte longitudinal (Aumento 10X)
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IV. DI SCUSION b 4 CONCLUSIONES,.

El cultivo controlado de garrapata Boophilus microplus,
se ha llevado a cabo de manera rutinaria en diversos centros
de investigacién, desde hace varios aflos y para diversos
fines, el hecho de que se trate de una garrapata de un sélo
hospedero ha facilitado esta labor (42).

Diferentes autores han publicado los parémetros que bajo
condiciones normales son de esperarse en el cultivo
controlado de B. mnmicroplus, tanto para la fase de vida
pardsita, como para la no paréasita (42, 83, 112). Sin
embargo, es conocido que existen diversos factores que pueden
modificar ligeramente los paréametros esperados (99).

En el presente estudio, el comportamiento biolégico de
la cepa "Zapata" de B. microplus, se mantuvo constante en las
12 infestaciones realizadas. La duracién de la fase de vida
pardsita, que fue de 21.5 dias en promedio, coincide con lo
reportado por Roberts (98) con 21.3 dias y con lo indicado
por Herndndez (55) con 21 dias, asi como con los promedios de
otros autores (14, 83). Los valores de los otros sucesos
biolégicos del cultivo controlado, que comprenden la fase de
vida no parédsita en el laboratorio, tuvieron una duracién de
39 a 48 dias, rango similar al observado en otros estudios
(55, 83).

En la fase de vida parasita de B. microplus, el

desarrollo de 1los especimenes se puede ver afectado por

diversas causas, tales como la raza y edad del hospedero,

106



idiosincrasia y factores ambientales, entre otros, (98); sin
embargo, se ha observado que existe una relacién estrecha
entre la edad, en dias, del parédsito en esta fase de su vida
y el tamafio alcanzado, expresado en el largo del cuerpo (99).

En el presente estudio se registré el largo del cuerpo
de especimenes de B. microplus, a partir del dia 16 de edad
en fase pardsita, los resultados obtenidos, como se observa
en el Cuadro No. 2, coinciden con los rangos reportados en
los trabajos de Roberts (99, 100). Asi, el tamafio de 4 a 6 mm
de largo, requerido para el estudio, se aicanzé entre los 19
y 20 dias de edad y debido al desarrollo heterogéneo ‘de ios
pardsitos en el hospedero, es posible recuperar del bovino
especimenes de estas caracteristicas por 3 a 4 dias més,
aunque en menor proporcién.

La inmunizacién artificial es una alternativa para el
control de las garrapatas que ha cobrado relevancia en los
dltimos afios (39, 85). Diversos extractos antigénicos
provenientes de 6rganos internos, en especial de intestino,
se han utilizado como inmunégenos en animales de laboratorio
y en ganado bovino (28, 85, 129). Antigenos de larvas,
extractos intestinales y anticuerpos anti-intestinos comd
ligandos, han sido experimentados para intentar proteger al
ganado en contra de las infestaciones por garrapata B.
microplus asi como de R. appendiculatus y de A. americanum,
principalmente (68, 85).

Algunas fracciones antigénicas provenientes de extractos

intestinales de las garrapatas mencionadas anteriormente, con
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capacidad inmunoprotectora en animales de laboratorio y/o
ganado bovino han sido identificadas en los ultimos afios (40,
87, 94, 129, 138),

Los antigenos intestinales representan una alternativa
de control inmunolégico viable, debido entre otras cosas, al
acceso directo que los anticuerpos protectores tienen al
introducirse en la garrapata cuando éstas se alimentan,
pudiendo ejercer su accién directamente en las células
intestinales, ademds de que dichos anticuerpos pueden cruzar
intactos el epitelio del intestino y 1llegar a otras
estructuras de la garrapata y reaccionar con ellas (104,
120). Este fendémeno se ha comprobado no s6lo en garrapata
sino también en otros insectos hemat6fagos como Haematobia

irritans (13, 104).

Por otra parte, los antigenos intestinales, no generan
respuestas inmunoevasoras en la garrapata debido a que los
mismos nunca han tenido relacidén inmunolégica con el parésito
en condiciones de infestaciones naturales (136).

En la Fase A del presente estudio, particularmente en el
experimento 1, se obtuvieron extractos de intestino de B.
microplus, bajo cuatro diferentes procesos con la finalidad
de observar su comportamiento electroforético y elegir aquél
que mostrara ser el de mejor resolucién. Ademds, .se buscaron
procedimientos més précticos que permitieran conservar el
paquete de proteinas de los extractos en su forma nativa.

Los resultados obtenidos en este experimento, mostraron

que los cuatro procesos tienden a dar corrimientos
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electroforéticos muy similares en geles al 8% y bajo
coﬁdiciones no reductoras como se mostré en la Figura No.l.
Esto permitié demostrar que un proceso sencillo, como lo fue
el 1 (macerado completo), puede servir igual que los otros
experimentados y <conservar adecuadamente el perfil de
proteinas del extracto intestinal. En otros estudios se ha
observado también, que extractos crudos de intestinos se
comportan de similar forma que extractos semipurificados por
centrifugacién (40, 94).

En este mismo experimento, fue posible detectar 1la
presencia de proteinas comunes entre los extractos de
intestino y el control de sangre completa de bovino (Figura
No.2), situacién gque era de esperarse pues se trataba de
extractos completos de intestino y su contenido que es de
origen bovino.

Asimismo, se constatéd que las proteinas del extracto
intestinal en los cuatro procesos, se encuentran en escasa
cantidad, motivo por el cu&dl la tincién de los geles con Azul
de Comassie (con sensibilidad 1 a 2 ug por banda), una
tincién de primera eleccién, se mostré poco eficiente para
evidenciar la presencia de las bandas y fue necesario optar
por una tincién de mayor sensibilidad como la de Nitrato de
Plata (Figura No.3), que es capaz de detectar de 1 a 10 ng
por banda (52). La escasa cantidad de proteina de intestino
en los extractos crudos y semipurificados del mismo, ya han

sido reportados por otros investigadores (87, 129, 138).
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En el experimento 2 de la Fase A, se trabajé con un
macerado completo de intestinos en condiciones no reductoras
para preservar la integridad de las proteinas del mismo (51),
de esta manera, se identificé el patrén electroforético que
se mostré en la Figura No.4, en donde se observd la presencia
de 12 proteinas con un rango de peso molecular aparente de 27
a 195 kDa (Cuadro No.3). Este rango es muy similar al
observado en el trabajo de Willadsen y colaboradores en 1988
(138), quien usé un extracto crudo semipurificado de 6rganos
internos de B. microplus; sin embargo, este patrén se
consideré atn preliminar para las necesidades del presente
estudio, debido a que el macerado incluia el contenido
intestinal y por ello mostré bandas comunes con el control de
sangre completa de bovino.

En el experimento 3, de la Fase A, se identificé el
patrén electroforético de intestino de B. microplus, semi-
ingurgitada (4 a 6 mm de largo), que se consideré como el
definitivo para el estudio, el mismo mostré 18 bandas (Figura
No.5), con un rango de peso molecular de 17 a 258 kDa (Cuadro
No.4). Estos resultados fueron parecidos a los reportados en

B. microplus, en donde se observd la presencia de proteinas

en un rango de 79 a 205 kDa (138), y a los patrones descritos
en A. americanum, de rango 14.5 a 330 kDa en condiciones
reductoras (18) y de rango 30 a 114 kDa en condiciones no
reductoras (129).

Las glicoproteinas pueden actuar como receptores

solubles o de membrana en los tejidos de la garrapata y jugar
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un papel importante en la relacién del parasito con el
organismo del hospedero o bien actuar en interaccién con
lectinas de los agentes 1infecciosos que transmiten estos
artrépodos (50, 61). Las glicoproteinas del intestino de
garrapata pueden también ser importantes epitopos en una
respuesta inmune por anticuerpos del hospedero (38).

En el presente estudio (Fase B), se demostré que en el
patrén electroforético de proteinas de intestino de B.
microplus, el 61 % de las mismas, aquéllas por arriba de 58
kDa, ée encuentran asociadas con azicares, es decir, son
glicoproteinas, coincidiendo estos resultados con las
observaciones hechas previamente por otros autores (71, 129,
141).

En A. americanum, algunos antigenos derivados de
intestino que son reconocidos como inmunoprotectores en
cuyes, fueron modificados con glicanos tipo N, pero algunos
de ellos también se modificaron con glicanos tipo O (129).
Por otra parte, antigenos de intestino de B. microplus con
capacidad inmunoprotectora en ganado, han sido descritos como
glicoproteinas (141), o como dependientes de un carbohidrato
para su especificidad (71).

En la Fase C del presente estudio, el andlisis de las
proteinas de intestino de garrapata por I.E.T., permitié
identificar cinco proteinas antigénicas (Figura No.7), con
pesos moleculares de 89, 99, 141, 189 y 208 kDa (Cuadro
No.5). El hecho de someter el suero anti-intestino homélogo a

una cromatografia de inmunocafinidad, como fue descrito en su
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oportunidad, representd una medida para que se tuviera la
seguridad de identificar exclusivamente proteinas de
intestino de garrapata, asimismo, el uso de los sueros anti-
glébulos rojos de bovino y anti-suero completo de bovino,
proporcioné el control para asegurar el mismo objetivo, asi,
las proteinas con peso molecular de 51, 59 y 168 kDa, fueron
consideradas como de origen bovino.

La técnica de I.E.T., ha sido utilizada en diferentes
estudios para identificar antigenos, su alta sensibilidad
permite realizar inmunodetecciones de proteinas en baja
concentracién, hasta 1 ng (33).

Mediante I.E.T., fueron identificadas cuatro proteinas
de intestino de hembras adultas de R. appendiculatus, con
pesos moleculares entre los 16 y 35 kDa, utilizando suero
hiperinmune especifico originado en —cuyes, para la
inmunodeteccidén (111).

También c¢on el uso de I.E.T., en el caso de A.

americanum, fueron reconocidos 28 antigenos de intestino

provenientes de hembras adultas sin alimentar, utilizando
condiciones reductoras para la muestra y un suero hiperinmune
de ovino (18). Por otra parte, en el mismo pardsito se
identificaron 12 antigenos de intestino de hembras adultas
sin alimentar, con pesos moleculares entre 64 y 157 kDa, que
se detectaron con suero policlonal de cuyes inmunizados con
antigeno homélogo (129).

En B. microplus, ha sido identificado un antigeno de 89

kDa con alta capacidad antigénica e inmunoprotectora en
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ganado, que se encuentra en escasa proporcién en el intestino
de garrapatas semirepletas(1l41l).

Por otra parte, también en B. microplus, pero usando
anticuerpos monoclonales (QU13), fueron identificados algunos
antigenos de intestino de hembras semi-ingurgitadas, con
pesos moleculares de 200, 80, 74, 62, 57 y menos de 30 kDa,
los cuales confirieron inmunoproteccién en ganado (72).

Las prdteinas identificadas en el presente estudio, se
ubican en el rango de peso molecular en el que algunos
autores, ya mencionados, encontraron fracciones antigénicas
importantes, y al igual que en otros estudios, se observa que
estas proteinas antigénicas se encuentran en escasa
proporcidn,

En el segqundo experimento de la Fase C, del presente
estudio, se 1logré identificar(’ también por I.E.T., 1la
presencia de proteinas en posicién y peso molecular similares
a las descritas como antigénicas anteriormente (Cuadro No.5),
lo cual sirvié para verificar los resultados obtenidos en el
experimento 1 de esta Fase del estudio. De manera adicional,
con el experimento se pretendia aumentar la cantidad de las
proteinas importantes, dado que es posible realizar el
aislamiento de proteinas de esta forma (52), y se intenté
experimentar la viabilidad de esta metodologia en el estudio.

Sin embargo, este aspecto adicional no tuvo los
resultados esperados, no hubo mayor cantidad de las proteinas
y si aparecieron algunas bandas extras. Este hecho se puede

explicar, de manera general, a que el sistema inmune de los
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conejos en que se produjeron los antisueros utilizados en la
I.E.T., reconocieron de manera no esperada el antigeno que se
les inoculd, debido probablementeva que la presentacién de
las proteinas (antigeno) no fue similar a la forma en que se
le presentaron cuando se inoculé el antigeno nativo a
conejos, en el experimento 1 (Fase C),

Es conocido el hecho de que la presentacién del antigeno
influye en la produccién de anticuerpos y en la afinidad de
los mismos con el antigeno nativo (117). Estas observaciones
deberdn de ser consideradas en futuros experimentos.

La presencia de antigenos comunes entre diferentes
estadios de desarrollo en garrapatas ixodidas, ha sido
documentado en diferentes estudios, asimismo la existencia de
antigenos especificos de estadio (25, 26, 94, 111).

En el caso de B. microplus, los antigenos de intestino
de hembras semirepletas con capacidad inmunoprotectora, se
han considerado como de estado especifico, vya que
aparentemente sélo se expresan en una etapa de vida parésita
(64).

Sin embargo, en otros estudios se ha demostrado 1la
existencia de antigenos comunes entre extractos de larvas
maduras y de intestinos de hembras adultas semirepletas (89),
comparando extractos crudos de larvas o semipurificados, por
cromatografia de inmunoafinidad usando como ligandos
inmunoglobulinas provenientes de ganado inmunizado con
extractos homélogos, y extractos de intestinos evaluados en

experimentos anteriores (146).
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En la Fase D del presente estudio, mediante el uso de
I.E.T., se identificaron tres antigenos comunes, presentes en
el macerado de larvas y reconocido por el suero anti-PAPM de
intestino (Cuadro No.6); ademds de otros tres antigenos
comunes presentes en el extracto de intestinos y reconocidos,
uno por el suero anti-LAPM, dos méds por el suero anti-LMPM
(Cuadro No.7).

Estos resultados brindan evidencia de que efectivamente
existen proteinas comunes entre larvas e intestinos de B.
microplus, que inicialmente se pueden considerar como
antigénicos.,

El valor potencial coumo inmunégenos de diferentes
extractos de larvas ha sido demostrado y también el hecho de
que se comportan practicamente igual que las vacunas de

intestino de hembras semi-ingqurgitadas, con lo cual se ha

corroborado la presencia de antigenos comunes en los

diferentes estadios evaluados, aunque no se han caracterizado
dichos antigenos (89, 146). Un estudio reciente indica la
existencia de antigenos comunes en diferentes tejidos de B.
microplus, reconocidos por suero hiperinmune de bovinos
infestados artificialmente (36).

El intestino de las garrapatas resulta ser un tejido muy
importante para diversos sucesos fisiolégicos dentro de 1la
economia del pardsito, ademéds del papel protagénico que tiene
en la relacidn hospedero-pardsito y en el desarrollo de

hemopardsitos y otros agentes infecciosos (16).
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La composicién histolégica del intestino ha sido
estudiada en diversas garrapatas ixodidas y argasidas, asi
como la relacién que esta composicién tiene con el proceso
digestivo (16), B. microplus, garrapata ixodida de un solo
hospedero, se incluye en estos estudios (3).

Las observaciones realizadas en el experimento 1 de la
Fase E del presente estudio, han permitido identificar los
principales componentes histoldgicos del intestino de B.
microplus, cepa "Zapata", en una etapa particular de su
desarrollo en vida pardsita, correspondiente a los 19 a 20
dias de edad (4 a 6 mm de largo). Estos fueron la membrana
bésal, algunas células digestivas en serie (iniciales,
tardias y maduras 1) y las células basofilicas.

La totalidad de estas observaciones coinciden con las
hechas por otros autores (3), lo cual hace pensar que al
menos en este nivel existen similitudes entre cepas de B.
microplus de ubicacién geogrdfica diferente.

Los resultados observados en el experimento 2 de esta
Fase E, mostraron que mediante la prueba de I.F.I., fue
posible detectar 1la localizacién de los antigenos de
intestino de garrapata identificados mediante I.E.T. (Fase
C), en la superficie del tejido intestinal. El1 suero anti-
intestino homélogo, fue el que demostré una reaccién
inmunolégica més clara, sequramente debido a una inmuno-
afinidad més alta.

Mediante técnicas inmunohistoquimicas, se ha demostrado

la localizacidén de diversos antigenos de origen intestinal en
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dicho tejido; asi, en el caso de B. microplus, el antigeno
Bm86 ha sido detectado por I.F.I. en la superficie de las
células digestivas , ademds, a través de la técnica de
inmuno-cro, se definié que este antigeno se encuentra
especialmente en las microvellosidades de dichas células
digestivas (48, 141).

Los antigenos detectados con el anticuerpo monoclonal
QUl13, se han localizado en las microvellosidades del
intestino de garrapatas adultas de B. microplus, pero también
en otras estructuras del ectoparésito (73).

Algunos antigenos identificados en A. americanum, se han
localizado también en la superficie del intestino (129).

Los resultados obtenidos en esta UGltima Fase del
presente estudio coinciden con los reportados por otros
investigadores y corroboran el origen de los antigenos
identificados en la Fase C del estudio.

En términos generales, los resultados'obtenidos en el
presente estudio, permiten respaldar la hipdtesis de que
existen varias proteinas de superficie de intestino de B.

microplus, con caracteristicas antigénicas.

Algunos autores también han tenido esta idea al afirmar
que un sélo antigeno puede no ser suficiente para generar una
respuesta inmune efectiva para realmente controlar 1la
infestacién por garrapata en condiciones de campo (85).

A pesar de los avances logrados en la blisqueda de una

vacuna anti-garrapata, en el caso de B. microplus, es

necesario seflalar que los trabajos de investigacién
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publicados dgeneralmente estan escritos de tal forma que
algunos detalles metodolégicos tienden a ser confusos y poco
reproducibles, ademds de que los resultados en ocasiones son
imprecisos y de dificil interpretacidén, asimismo, estas
comunicaciones escritas aparecen en lapsos de tiempo poco
acordes al avance real de las investigaciones. Estos hechos
tienen una razdén, la bisqueda de una vacuna anti-garrapata se
ha convertido, para los principales grupos de investigacién
involucrados (de orige'  australiano), en un asunto de
intereses corporativos .7 ia industria farmacéutica que ha
financiado sus trabajos con la finalidad de obtener, patentar
y comercializar el bioldgico. Este hecho se ha corroborado al
conocerse que un grupo de investigadores (de origen cubano),
en un lapso de tiempo corto, han desarrollado un biolégico
muy parecido al elaborado por el grupo australiano;
evidentemente la falta de originalidad en este desarrollo
tecnolégico se explica por el gran interés de comercializar
este producto a la brevedad posible.

En esta carrera tecnoldgica se ha dejado de lado el interés
cientifico como tal, motivo por el cual es frecuente que los
investigadores no contesten la correspondencia que personas
interesadas en el tema les envian y que en presentaciones
orales, en diversos foros, se eludan ciertas preguntas
argullendo que por motivos comerciales (secreto industrial),
no es posible aclarar las dudas planteadas. Estos hechos han
sido una vivencia personal de quien los relata en este

escrito.
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Este llamado de atencién se hace con la idea de dejar
constancia que de acuerdo a un criterio personal, nunca debe
de perderse el sentido de la filosofia del trabajo
cientifico, a pesar de que otros intereses puedan intervenir
en el desarrollo de una investigaciédn.

Los trabajos de investigacién enfocados a la biisqueda de
una vacuna anti-garrapata  pasan por una etapa de
consolidacion cientifica, los logros alcanzados, el
conocimiento generado Y las experiencias de los
investigadores, proporcionan elementos para llegar, en un
mediano plazo, al objetivo deseado. Muchas dudas y retos
quedan a la vista de los diferentes grupos de investigacién
interesados en esta d&drea, particularmente el hecho de 1la
actividad de los bioldégicos en condiciones de campo, en donde
se enfrenta la estrategia inmunoldgica, planteada vy
desarrollada en el laboratorio, a las condiciones de
interrelacién con diversos elementos que conforman la triada
epidemiolégica de las infestaciones con garrapata. De ahi que
aiin quede mucho por experimentar y conocer no sélo de los
antigenos ya reportados sino también de los nuevos y de las
posibles combinaciones de diferentes antigenos de diverso

origen en un inmundgeno.

Las conclusiones del presente estudio son: se ha logrado

definir que el perfil de proteinas del intestino de la

garrapata B. microplus, se puede estudiar a partir de un

proceso sencillo que conserva en forma nativa a las
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proteinas, las cuales se encuentran en escasa proporcién.
Ademds, dichas proteinas estdn en un alto porcentaje
asociadas a carbohidratos, como glicoproteinas.

Se han identificado cinco proteinas mediante I.E.T., que
se consideran como potencialmente antigénicas, y que guardan
similares caracteristicas inmunoquimicas que las observadas
en el patrén electroforético. Este hecho debe de considerarse
para experimentos futuros dado que ambas, la escases de
proteina en los extractos y su asociacién con azﬁcares,'son
elementos importantes en los procesos de aislamiento vy
purificacién asif como en los de la evaluacién de sus
caracteristicas inmunoprotectoras en ganado bovino; el uso de
técnicas modernas como la del DNA recombinante, pueden ayudar
a manipular de forma mAs sencilla los aspectos mencionados
anteriormente.

La localizacién "in situ" de los antigenos detectados en
el estudio, viene a sumarse a las caracteristicas intrinsecas
de los mismos y dan certeza a las afirmaciones hechas con
anterioridad en este escrito.

La posibilidad de investigar el uso de antigenos comunes
entre larvas e intestinos, puede ser un elemento adicional en
la bisqueda de un agente inmunoprofildctico que debe tenerse
en cuenta en futuros experimentos. Al respecto, la aportacién
que se realizé en esta oportunidad no debe soslayarse puesto
que la evidencia experimental existe, como aqui se ha

demostrado.
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La posible similitud entre cepas de garrapatas de
diferente origen geogrdfico es otro elemento que debe ser
considerado de manera més formal. Las observaciones
realizadas en el presente trabajo representan un antecedente
importante en este aspecto.

LLa cepa "Zapata" de garrapatas B. microplus, se comporté
biolégicamente de manera excepcional; 1la caracterizacién
parcial de su ciclo de vida reportada en este estudio, debe
de ser preadmbulo para realizar una més elaborada dado que
esta cepa se puede considerar de referencia para futuros
estudios en inmunologia de B. microplus, en ganado bovino en

México.

El presente estudio ha permitido demostrar que existen
varias proteinas antigénicas en el intestino de la garrapata
Boophilus microplus, algunas similares y otras diferentes a
las previamente reportadas en la literatura, y dque es
necesario experimentar la utilizacidén de estos antigenos
identificados, inmunizando bovinos, y valorar su capacidad
protectora a las infestaciones experimentales con garrapatas
B. microplus.

Debido a la escasa cantidad detectada, de los antigenos
identificados a través de las metodologias usadas en este
estudio, es importante considerar la utilizacién en el futuro
de técnicas de 1la ingenieria genética a través del DNA .
recombinante, para obtener en forma purificada y en grandes

cantidades estos antigenos con el objetivo de realizar
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experimentos de inmunoprofilaxis en bovinos utilizando un

disefio y nimero de animales experimentales apropiado.
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