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RESUMEN

Las garrapatas Rhipicephalus microplus representan uno de los principales problemas
de salud en bovinos en regiones tropicales y subtropicales. Las vacunas recombinantes se
han estudiado en afios recientes como un método de control alternativo, con la finalidad de
disminuir la dependencia a los ixodicidas quimicos y, con ello, disminuir la aparicion de
poblaciones resistentes a estos farmacos. El objetivo del presente trabajo fue evaluar el
efecto inmunoprotector de un polipéptido de subolesina y su combinacién con Bm86 en
bovinos infestados naturalmente con R. microplus en condiciones de campo. Se utilizaron
24 bovinos F1 (Holstein X Cebu) y 5/8 Holstein de 12-15 meses de edad y 244435 Kg de
peso, fueron distribuidos en cuatro grupos (n=6) que se inmunizaron las semanas 0,4 y 9
con dosis de 100 ug de proteinas recombinantes de acuerdo con el siguiente esquema: el
G1 con un polipéptido de subolesina, el G2 como testigo, el G3 con una combinacion del
polipéptido+Bm86 y el G4 con Bm86. El experimento tuvo una duracion de 24 semanas.
Cada siete dias se contabilizaron y colectaron garrapatas repletas para evaluar sus
parametros reproductivos y cada 14 dias se obtuvieron muestras sanguineas de todos los
animales para determinar la cinética de anticuerpos mediante ELISA indirecto. La eficacia
general de la vacunacién con el polipéptido de subolesina fue de 67%, para
subolesina+BM86 de 49% y con Bm86 de 56%. Con relacién a la cinética de anticuerpos,
a partir de la semana cinco los animales del G1 y G4 fueron significativos (p<0.05), sin
embargo, en el G3 fueron hasta la semana 11. En el G3 se observd una posible
“competencia antigénica” moderada entre ambos antigenos. Se concluye que el polipéptido
de subolesina es un antigeno inmunoprotector que podria utilizarse en programas de control
integrado de ectoparasitos bajo condiciones de campo y se sugiere realizar mas estudios
para dilucidar si este antigeno en combinacion con otro podria ser mas eficaz, asi mismo
sera necesario evaluar la eficacia del polipéptido de subolesina dentro de un programa de

control integrado bajo condiciones de campo.

Palabras claves: Subolesina, inmunizacién, Bm86, Rhipicephalus (Boophilus) microplus,

competencia antigénica.



ABSTRACT

Rhipicephalus microplus ticks represent one of the main health problems in cattle
in tropical and subtropical regions. Recombinant vaccines have been studied in
recent years as an alternative control method, with the aim of reducing dependence
on chemical ixodicides and, thereby, reducing the appearance of populations
resistant to these drugs. The objective of the present work was to evaluate the
immunoprotective effect of a subolesin polypeptide and its combination with Bm86
in bovines naturally infested with R. microplus under field conditions. 24 F1 bovines
(Holstein X Zebu) and 5/8 Holstein 12-15 months old and 244 + 35 Kg of weight were
used, they were distributed in four groups (n = 6) that were immunized at weeks 0,
4 and 9 with doses of 100 pg of recombinant proteins according to the following
scheme: G1 with a subolesin polypeptide, G2 as a control, G3 with a combination of
polypeptide + Bm86 and G4 with Bm86. The experiment lasted 24 weeks. Full ticks
were counted and collected every seven days to evaluate their reproductive
parameters and every 14 days blood samples were obtained from all animals to
determine the kinetics of antibodies by indirect ELISA. The overall efficacy of
vaccination with the subolesin polypeptide was 67%, for subolesin + BM86 49% and
with Bm86 56%. Regarding the kinetics of antibodies, from week five the animals of
G1 and G4 were significant (p <0.05), however, in G3 they were until week 11. In G3
a possible “antigenic competition” moderate between both antigens. It is concluded
that the subolesin polypeptide is an immunoprotective antigen that could be used in
integrated control programs for ectoparasites under field conditions and it is
suggested to carry out more studies to elucidate whether this antigen in combination
with another could be more effective, and it will also be necessary to evaluate the
efficacy of the subolesin polypeptide within an integrated control program under field

conditions.

Key words: Subolesin, immunization, Bm86, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, antigenic

competition.
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INTRODUCCION

Las garrapatas son artropodos hematéfagos de la clase Arachnida, de
distribucion cosmopolita, que parasitan a un gran numero de vertebrados incluidos
los reptiles, las aves y los mamiferos (Rosario-Cruz et al., 2009; Bowman, 2014).
Estas se clasifican en tres familias: Argasidae (garrapatas blandas, con
aproximadamente 193 especies), Ixodidae (garrapatas duras, con
aproximadamente 702 especies) y Nuttalliellidae (una sola especie, Nuttalliella

namaqua) (Rosario-Cruz et al., 2009; Guglielmone et al., 2010; Bowman, 2014).

En México, los géneros de garrapatas que afectan al ganado bovino son de la
familia Ixodidae: Amblyomma mixtum, Rhipicephalus annulatus y Rhipicephalus
microplus (Alonso-Diaz et al., 2012; Almazan et al., 2018); esta ultima se distribuye
en el 65.96% del territorio nacional (SENASICA-SADER, 2020).

Las infestaciones por garrapatas son las parasitosis mas importantes a nivel
mundial, especialmente en las regiones subtropicales y tropicales. En México,
recientemente se ha estimado que las pérdidas econdmicas relacionadas a
garrapatas se calculan en $ 573.61 millones de ddlares anuales, considerando
unicamente pérdidas en la produccion lactea y en ganancia de peso (Rodriguez-
Vivas et al., 2017), siendo una de las principales limitantes para optimizar la

productividad dentro de las unidades de produccion bovina (UPB) a nivel nacional.

Estas enfermedades parasitarias generan tanto pérdidas directas como
indirectas, debido al efecto negativo en la salud y productividad animal, asi como a
los costos asociados a la aplicaciéon de medidas de control (Nufiez et al., 1982; Peter
et al., 2005; Almazan et al., 2018), dificultan la importacién de razas mejoradas con
el propdsito de realizar mejoramiento genético del ganado en areas endémicas, asi
como la exportacién de ganado a Estados Unidos (Rodriguez-Vivas et al., 2006;

Rodriguez-Vivas et al., 2011).



Los métodos utilizados para el control de las garrapatas se clasifican en quimicos
y no quimicos (Rodriguez-Vivas et al., 2010), siendo el uso recurrente de ixodicidas
la forma mas usada de control. El uso intensivo e inadecuado de estos farmacos ha
favorecido el desarrollo y seleccion de poblaciones de garrapatas resistentes
(Rodriguez-Vivas et al., 2006; Dominguez-Garcia et al., 2010), aunado a otros
efectos como la contaminacion ambiental y la contaminacion de los subproductos
derivados para el consumo humano (Graf et al., 2004). Por esta razén, se requieren
nuevas alternativas de control como las vacunas recombinantes, las cuales podrian
incorporarse en un programa de control integrado y coadyuvar indirectamente a
reducir la incidencia de hemoparasitos en el ganado (Almazan et al., 2010; Almazan
et al., 2018).

Las vacunas que inducen una proteccion inmunoldgica al ganado contra las
infestaciones por garrapatas R. microplus, se desarrollaron y comercializaron a
inicios de la década de los noventa (de la Fuente et al., 2007). Hasta la fecha, el
unico antigeno comercial es Bm86, que se identificé en el intestino medio de
garrapatas adultas semirepletas de R. microplus, y se obtuvo por tecnologia
recombinante (Willadsen et al.,1989). Este antigeno es la base de las tres vacunas
que han sido lanzadas al mercado: Gavac® que se comercializa en Cuba desde
1994 y en otros paises latinoamericanos (Argentina, Colombia, Brasil y México),
TickGARD®, que se comercializé en Australia de 1994-1997 (Cobon et al., 1995; de
la Fuente et al., 2007), y recientemente en México, Bovimune Ixovac® (Bovimune
Ixovac, 2018). La aplicacién de estas vacunas reduce el numero de garrapatas, su
peso, su capacidad reproductiva y por consecuencia la generacion de nuevas larvas
(de la Fuente et al., 2007; Almazan et al., 2010). Sin embargo, se ha reportado que
existe variacion en su eficacia, que esta relacionada a polimorfismos encontrados
en la secuencia del gen Bm86 (Garcia-Garcia et al., 2000; Sossai et al., 2005;
Canales et al., 2009). Por lo tanto, es necesario enfocar las investigaciones actuales
en la identificacion y desarrollo de antigenos conservados que puedan ser eficaces

contra diferentes especies de garrapatas.



La proteina subolesina es un antigeno que fue identificado como candidato a
vacuna contra R. microplus. Subolesina, descubierta en Ixodes scapularis, es una
proteina ortéloga de Akirinas (AKR) de insectos y vertebrados conservada
evolutivamente en varios artropodos, entre ellos R. microplus (de la Fuente et al.,
2006a; Almazan et al., 2003).

Ensayos de inmunizacion realizados en México utilizando subolesina
recombinante expresada en E. coli han demostrado su eficacia inmunoprotectora
contra las infestaciones de garrapatas R. microplus reduciendo el numero de
garrapatas y su capacidad reproductiva (Almazan et al., 2010; Lagunes et al. 2016;
Lagunes et al. 2018). Estos reportes indican que subolesina podria ser eficaz bajo
condiciones de campo en el control de las infestaciones de R. microplus, siendo

necesaria su evaluacion.

Otra estrategia para mejorar la eficacia en las vacunas contra garrapatas, son
los cocteles multiantigénicos que consiste en la combinacién de dos o mas
antigenos, los cuales pueden tener un efecto sinérgico (Willadsen, 2008). No
obstante, no existen reportes de la utilizacion de cdcteles multiantigénicos utilizando
SUB y Bm86 en R. microplus bajo condiciones de campo. El objetivo de este trabajo
es evaluar el efecto inmunoprotector de un polipéptido de subolesina y su sinergia
potencial con Bm86, sobre infestaciones naturales de Rhipicephalus microplus en

ganado bovino bajo condiciones de pastoreo en el tropico humedo mexicano.



.  MARCO TEORICO

2.1. Laganaderia bovina en México

La ganaderia en México es la actividad econémica de mayor importancia en
zonas rurales (Garcia-Martinez et al., 2017). De acuerdo con el Instituto Nacional
de Estadistica y Geografia (INEGI, 2017), el 29.5% de las unidades de produccién
ganaderas se dedican a la cria y produccion de bovinos, cuyo inventario es de 31,
948, 274 cabezas de ganado; y producen 1.9 millones de toneladas de carne y 11
mil 807 millones de litros al afio, respectivamente (SIAP, 2017). En 2017, México
ocupd el octavo lugar a nivel mundial como productor de carne de bovino
contribuyendo con 3.1% del total de la produccion (FIRA, 2018) y también en octavo
lugar como productor de leche con una participacién de 2.4% (FIRA 2019),
demostrando que la ganaderia bovina juega un papel fundamental para asegurar la

soberania alimentaria del pais.

La produccién de bovinos en México se desarrolla en cuatro regiones ecoldgicas-
ganaderas: a) arida y semiarida, b) templada, c) tropico seco y d) trépico humedo
(Martinez Castro et al., 2015), bajo distintos sistemas de produccién como el
sistema especializado en el norte, el semiespecializado y familiar en el altiplano
central y el doble propdsito en las regiones tropicales (Garcia-Martinez et al., 2017).
La ganaderia de doble propésito se desarrolla principalmente en la costa del Golfo
de México que comprende el 28.3% del territorio nacional y concentra mas del 40%
del inventario bovino. En esta region, Veracruz, Chiapas y Tabasco concentran el
80% de la ganaderia de doble propésito y este sistema genera el 19.5 % de la
produccién nacional de leche y el 50% de la produccién de carne (Arce-Recinos et
al., 2017).

A pesar de esto, la produccion nacional s6lo abastece el 31.4% y 67% de la
demanda mexicana de carne y leche, respectivamente (Garcia-Winder, 2011); por
lo tanto, es necesario optimizar las UPB existentes.



Una de las limitantes para el crecimiento de la produccién carnica y lechera,
especialmente en los sistemas de produccion de doble propdsito en las zonas
tropicales y subtropicales, es la presencia de parasitos, ya que estos se ven
favorecidos por el predominio de climas calidos, humedos y subhumedos. Las
pérdidas econémicas asociadas a estos patdgenos se han estimado en US $1, 411,
845, 004 y el 40.63% de estas pérdidas son provocadas por R. microplus
(Rodriguez-Vivas et al., 2017).

2.2. Garrapatas y su importancia

Las garrapatas son artrépodos hematdéfagos obligados de distribucion
cosmopolita que parasitan a una gran variedad de vertebrados terrestres, incluidos
mamiferos, aves, reptiles y anfibios. Presentan tres variaciones en sus ciclos
bioldgicos: a) garrapatas de tres hospederos (por ejemplo, los géneros Amblyomma,
Haemaphysalis e Ixodes), b) garrapatas de dos hospederos (p.e., algunas especies
de Hyalomma, Dermacentor y Rhipicephalus) y; c) garrapatas de un solo hospedero
(p.e., Rhipicephalus (Boophilus) microplus y Dermacentor (Anocentor) nitens)
(Bowman, 2014; Sonenshine y Roe, 2014).

Existen 900 especies de garrapatas en el mundo, las cuales se dividen en tres
familias: Ixodidae (garrapatas duras, con aproximadamente 702 especies),
Argasidae (con 193 especies) y Nuttalliedidae (con una sola especie: Nuttalliela
namagqua, con caracteristicas intermedias entre las otras dos familias) (Sonenshine
y Roe, 2014). Aproximadamente el 10% de las 900 especies de garrapatas
conocidas actualmente son de importancia médica o veterinaria (de la Fuente et al.,
2017a). Los géneros mas importantes que afectan al ganado bovino en México son:
Amblyomma mixtum, Rhipicephalus annulatus y Rhipicephalus microplus (Alonso-
Diaz et al., 2012; Almazan et al., 2018).



Las garrapatas son, después de los mosquitos, los vectores mas importantes de
enfermedades transmitidas por artropodos en humanos y los vectores mas
importantes en el ganado (de la Fuente et al., 2007), ya que transmiten una gran
variedad de organismos patdogenos como: hongos, virus, bacterias (incluyendo
rickettsias) y protozoarios; asimismo, provocan de manera directa paralisis mortal,
reacciones alérgicas y toxicosis causadas por la excrecion de toxinas dentro de su
saliva al fijarse sobre la piel de su hospedero para alimentarse (Sonenshine y Roe,
2014).

2.3. Rhipicephalus microplus

Rhipicephalus microplus se considera la garrapata con mayor importancia
econdmica en la ganaderia bovina a nivel mundial (Polanco y Rios, 2016; Braga et
al., 2017; Trentelman et al., 2017), aunque puede infestar a otros hospedadores,
como: bufalos, cabras, ovejas, ciervos, caballos, burros, cerdos, perros, algunos
animales silvestres y al ser humano (Guglielmone et al., 2014). Es originaria de Asia,
fue descrita por Canestrini en 1888 como Boophilus microplus. Taxonémicamente
pertenece al phylum Artropoda, clase Aracnida, orden Acarina, suborden
Metastigmata, familia Ixodidae (Guglielmone et al., 2014; Braga et al., 2017). En
afnos recientes, basado en estudios moleculares, se ha propuesto y aceptado que
el género Boophilus se haya reagrupado en el subgénero de Rhipicephalus. Beati y
Keirans (2001), estudiaron la relacion sistematica entre garrapatas de los géneros
Boophilus y Rhipicephalus usando la secuencia genética del gen mitocondrial 12S
rDNA concluyendo que se observo una estrecha relacion entre ambos géneros.
Posteriormente, Barker y Murrell (2004), al utilizar secuencias de DNA mitocondrial
(Citocromo-C Oxidasa I, 12S rDNA y 16S rDNA) para evaluar la filogenia y evolucion
de las especies de Boophilus spp. y Rhipicephalus spp. encontraron que el género

Boophilus es parafilético con respecto al género Rhipicephalus (Figura 1).



Actualmente, analisis filogenéticos de secuencias del genoma mitocondrial
indican la existencia de un complejo de especies de R. microplus. Este complejo
consiste en R. annulatus, R. australis y dos clados de R. microplus: clado A o R.
microplus sensu con garrapatas originarias del Sudamérica, Africa y el sudeste
asiatico y el clado B sensu con garrapatas de China y el norte de la India que estan
mas estrechamente relacionados con R. annulatus que R. microplus (Burger et al.,
2014). Posteriormente, anadlisis flogenéticos adicionales basados en secuencias de
los genes Citocromo Oxidasa subunidad | (COX1) y 16S rRNA de R. microplus
recolectadas en Malasia confirmaron los resultados de Burger et al. (2014), pero
también mostraron que el clado B sensu contiene soélo garrapatas de China y revelo
la presencia de un tercer clado (Clado C sensu) con garrapatas de India y Malasia
(Low et al., 2015).
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Figura 1. Clasificacion de las subfamilias de garrapatas (Barker y Murrell, 2004).



2.4. Distribucién geografica

R. microplus se distribuye principalmente en las regiones tropicales y
subtropicales del mundo, siendo endémica entre los paralelos 32° Norte y 32° Sur
(Léger et al., 2013; Guglielmone et al., 2014; Maruyama et al., 2017). En América,
se distribuye desde México hasta el Norte de Argentina (excepto en Chile) (Pulido
et al., 2015). En 1943, Estados Unidos fue declarado libre de R. microplus y R.
annulatus tras un programa de erradicacion intensiva, excepto por una Zona de
Cuarentena Permanente en el sur de Texas en la frontera con México a lo largo del

Rio Bravo, que sirve como area de amortiguamiento (Lohmeyer et al., 2011).

En México (Figura 2), los estados que estan reconocidos oficialmente como
libres de este ectoparasito son Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y
Chihuahua (con excepcion de los municipios de Morelos y Guadalupe y Calvo) y el
Norte de Baja California Sur, comprendiendo una superficie del territorio nacional
de 599 367.84 Km?, es decir, 30.60% del territorio nacional. Los municipios que se
encuentran en fase de erradicacion son Los Cabos y la parte sur de La Paz en Baja
California Sur; los municipios de Ahome, El Fuerte y Choix en el norte de Sinaloa,
en su margen derecha del rio El Fuerte; asi como los municipios de la zona Desierto
del estado de Coahuila: Cuatrociénegas, Ocampo y Sierra Mojada, con una

superficie de 67 472.76 Km?, que corresponde al 3.44% del territorio mexicano.

El resto del pais comparte regiones en control y zonas libres naturales de
garrapata R. microplus, donde el area en control comprende 1 292 407.02 Km?, con
el 65.96% del territorio nacional (SADER-SENASICA, 2020). En Estados limitrofes
con partes del Golfo de México al este como Tamaulipas, Veracruz y Tabasco, el
290% de la poblacion de ganado puede estar infestada con R. microplus debido a
que presentan las condiciones climaticas favorables para el desarrollo de su ciclo
biolégico (Almazan et al., 2018). Asimismo, en Estados como Veracruz se ha

reportado su presencia durante todo el afio (Alonso-Diaz et al., 2007).
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Figura 2. Situacion actual estatus zoosanitario de R. microplus a nivel nacional (SADER-
SENASICA, 2020).

2.5. Ciclo bioldgico

El ciclo biolégico de R. microplus consiste en cuatro estadios evolutivos: el
huevo y tres estadios parasitarios (larva hexapoda, ninfa octépoda y adulto), que
requieren de un solo hospedero para desarrollarse (Guglielmone et al., 2014;
Sonenshine y Roe, 2014) (Figura 3). Su ciclo bioldgico se divide en dos fases: fase
de vida libre o no parasitica y fase parasitica. Esta ultima es relativamente
constante, mientras que la velocidad de desarrollo durante la fase de vida libre
depende de factores como la temperatura (28°C) y humedad (>80%) (Benavides-
Ortiz et al., 2016).

La fase de vida libre inicia cuando la hembra ingurgitada se desprende de su
hospedador y busca un lugar adecuado en el suelo para ovipositar La hembra puede
ovipositar entre 2000 y 3000 huevos aproximadamente, después de lo cual la
hembra muere. Los huevos son incubados para desarrollarse en larvas después de
23 a 159 dias (dependiendo de las condiciones climaticas). Las larvas migran en la
vegetacion y se ubican en el borde del pasto en masas de miles de individuos en la

busqueda de un hospedador.



La fase parasitica tiene una duracion de 19 a 25 dias, con un promedio de 21
dias. Esta fase inicia cuando la larva se fija en la piel del hospedador, se alimenta y
muda a estadio de ninfa y al estadio de adulto (con dimorfismo sexual). La cépula
se lleva a cabo sobre el hospedero, donde la hembra queda gravida. 12-24 horas
después, la hembra queda ingurgitada (repleta de sangre) y se desprende de su
hospedador para continuar con la fase de vida libre (Sonenshine y Roe, 2014;
Benavides-Ortiz et al., 2016; Polanco y Rios, 2016: Taylor et al., 2016; Maruyama
et al., 2017).
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Figura 3. Ciclo biolégico de Rhipicephalus microplus.

2.6. Importancia econdmica

Las garrapatas y los patdogenos transmitidos por éstos son considerados uno de
los factores sanitarios mas importantes que limitan la ganaderia bovina en las
regiones tropicales y subtropicales, siendo causantes de grandes pérdidas
econdomicas en los animales (Estrada-Pefa et al., 2020). R. microplus impide a los
animales expresar su potencial productivo debido a los efectos negativos de las
infestaciones en su salud (Polanco y Rios, 2016).
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En México, actualmente se ha estimado que las pérdidas econdmicas
relacionadas a R. microplus se calculan en $ 573.61 millones de ddlares anuales,
considerando unicamente pérdidas en la produccién lactea y en ganancia de peso
(Rodriguez-Vivas et al., 2017). Estas pérdidas se pueden distribuir en pérdidas
directas e indirectas. Los dafos directos son provocados por la accidén traumatica,
toxica y expoliatriz que ejerce R. microplus sobre el hospedador, se ha estimado
que una garrapata se alimenta de 1-3 ml de sangre para completar su ciclo de vida
en un animal, causando anemia y pérdida de nutrientes. Ademas, la irritacion
producida por la picadura de las garrapatas en su sitio de fijacién conduce a una
reduccion de la ingesta de alimentos por parte de los animales y deterioro de la piel.
Todos estos factores provocan: disminucion en la ganancia de peso, disminucion
de la produccion de carne y leche, problemas reproductivos causados por la

disminucioén de la fertilidad, dafio en las pieles e incremento de los costos de control.

Los danos indirectos son causados por la transmision de enfermedades como la
babesiosis y la anaplasmosis ocasionadas por Babesia bovis, B. bigemina y
Anaplasma marginale que causan mortalidad en animales afectados, asi como a los
costos relacionados al tratamiento y control de estas enfermedades (Polanco y Rios,
2016; Braga et al., 2017; Almazan et al., 2018; Rodriguez-Vivas et al., 2018).

Se pueden generar altas pérdidas econdmicas por los gastos para el control de
las infestaciones por garrapatas (Mapholi et al., 2014). También, esta garrapata
dificulta y amenaza la importacion de razas puras para mejoramiento genético en
areas infestadas con garrapatas, asi como la exportacion de ganado en pie a zonas
libres de garrapatas como Estados Unidos (Rodriguez-Vivas et al., 2006;
Rodriguez-Vivas et al., 2011). Esta actividad exporta en promedio un milléon de
cabezas por afno y se generan divisas por el orden de los 1 100 millones de ddlares

anuales por este rubro (Gonzalez Saenz-Pardo, 2018).
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Es importante resaltar que, en México, cerca del 66% del territorio nacional esta
infestado con R. microplus y se estima que cerca de 24, 973, 983 cabezas de
ganado estan en riesgo de infestacién (Rodriguez-Vivas et al. 2017), por lo que es
necesario controlar las poblaciones de R. microplus en las UPB, debido a los efectos

negativos que generan.
2.7. Métodos de control

El objetivo del control de las garrapatas R. microplus es reducir las poblaciones
de estos parasitos sobre los animales, asi como de las larvas presentes en las
praderas a través de la interrupcion de su ciclo biolégico, sin ejercer presion de
seleccion de poblaciones resistentes a las formas de control a largo plazo. Los
métodos utilizados para el control de las garrapatas se clasifican en quimicos y no

quimicos (Rodriguez-Vivas et al., 2010).

Para el desarrollo de estrategias de control mas adecuadas de las poblaciones
de R. microplus en un area geografica dada, es fundamental el estudio riguroso y
preciso no solo de su biologia y ecologia sino, ademas, de la funcion especifica que
desempeina dentro del agroecosistema y las relaciones que establece con su

hospedador y los patégenos que trasmite (Ali et al., 2016; Polanco y Rios 2016).
2.7.1. Método quimico

De manera global, el control de las poblaciones de garrapatas mediante el uso
recurrente de moléculas quimicas ha sido la principal estrategia, debido a que es
practico, efectivo y econémico (Mapholi et al., 2014; Braga et al., 2017; Estrada-
Pena et al., 2020). Su funcién es romper los ciclos de vida de las garrapatas a través
de la aplicacion de estas moléculas aplicadas por inmersion, aspersion, via
epicutanea o por inyeccion a intervalos determinados por la regidon ecologica, las
especies de ectoparasito a las que se va a combatir y la eficacia residual
(Rodriguez-Vivas et al., 2014).
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Entre los principales ixodicidas que se utilizan para el control de garrapatas se
encuentran las familias de los organofosforados, piretroides sintéticos, amidinas,
fenilpirazolonas, lactonas macrociclicas e inhibidores del desarrollo (Rodriguez-
Vivas et al., 2012; Alonso-Diaz et al., 2012). Con excepcién de los reguladores del
desarrollo, practicamente todos los ixodicidas son neurotoxinas ejerciendo su efecto

sobre el sistema nervioso del ectoparasito (Rodriguez-Vivas et al., 2018).

Los ixodicidas siguen siendo la columna vertebral del control de garrapatas, ya
que son eficaces tanto en el corto plazo, eliminando las garrapatas del animal
(efecto de derribe), y a largo plazo, en la reduccién de las enfermedades que
transmiten (Manjunathachar et al., 2014). Sin embargo, su uso excesivo y fallas en
su aplicacion ha favorecido el desarrollo y seleccion de garrapatas resistentes y
multi-resistentes a los productos mencionados previamente (Braga et al., 2017).
Ademas, existen otras desventajas que se pueden presentar con el uso inadecuado
de estas moléculas, tales como la contaminacion ambiental y la contaminacion de

los subproductos derivados para el consumo humano (Graf et al., 2004).

2.7.2. Resistenciade R. microplus aixodicidas

La resistencia se define como un aumento significativo en el porcentaje de
individuos de una poblacion de garrapatas de una misma especie capaces de
sobrevivir a concentraciones de ixodicidas que normalmente son letales para la
mayoria de los individuos de dicha poblacién, siendo de caracter hereditario
(Rodriguez-Vivas et al., 2018).

El desarrollo de la resistencia es un proceso evolutivo que aparece por seleccion
genética (Rosario-Cruz et al., 2009). La exposicion continua a un ixodicida ocasiona
una fuerte presion de seleccion que elimina a los individuos susceptibles, siendo el
agente de seleccion mas importante, disminuyendo la eficacia de este farmaco con

el paso del tiempo (Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2018).
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La velocidad con la que se desarrolla la resistencia a ixodicidas en una poblacion
de garrapatas, depende de varios factores como: a) la frecuencia de la mutacién
original en la poblacion antes del tratamiento, b) el modo de herencia del alelo
resistente (dominante, codominante o recesivo), c) la proporcién de la poblacion
total de garrapatas que esta expuesta al ixodicida, d) la frecuencia del tratamiento
con el ixodicida y, e) la tasa de dispersion de garrapatas resistentes en nuevas areas
(Rodriguez-Vivas et al., 2018).

En los ultimos 30 afios, la resistencia a los ixodicidas en las poblaciones de
ectoparasitos se ha vuelto cada vez un tema mas problematico (McNair, 2015),
debido al reporte de poblaciones de garrapatas que han desarrollado resistencia a
la mayoria de las familias de estos compuestos, incluso de manera multiple
alrededor del mundo y en algunos estados de México (Fernandez-Salas et al. 2012;
Yessinou et al., 2016; Rodriguez-Vivas et al., 2018; Estrada-Pena et al., 2020).

Por este motivo, es necesario evaluar otros métodos de control con la finalidad
de disminuir la dependencia hacia estas moléculas y utilizarlas en determinados
momentos, para no aumentar la presion de seleccién y alargar su vida util, mediante
el disefio y uso de estrategias de control integrado de garrapatas. En el cuadro 1 se
enlistan los primeros reportes de poblaciones resistentes de R. microplus a las

diferentes familias de ixodicidas utilizados en ganado bovino en México.
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Cuadro 1. Primeros reportes de poblaciones de garrapatas R. microplus resistentes a ixodicidas en
unidades de produccion bovina de México.

Familia quimica ARo Localizacién Referencia
geografica
Organofosforados 1983 Tuxpan, Aguirre y Santamaria,
Veracruz. 1986.

Piretroides sintéticos 1993  Soto la Marina,

Tamaulipas. ]
Ortiz et al., 1994.

Emiliano Zapata,

Tabasco.
Amidinas 2001 Tabasco. Fragoso y Soberanes,
2001.
Lactonas 2010 Yucatan. Pérez Cogollo et al., 2010.
macrociclicas
(Ivermectina)
Fenilpirazolonas 2013 Norte de México. Miller et al., 2013.

(Fipronil)

2.7.3. Métodos no quimicos

El manejo integrado de garrapatas esta basado en la aplicacion sistematica de
dos 0 mas métodos de control de una manera ambientalmente compatible y rentable
a fin de mantener niveles bajos de las poblaciones de parasitos que causan pérdidas
economicas (Rodriguez-Vivas et al.,, 2014; Manjunathachar et al., 2014; de la
Fuente et al., 2017b). Para este fin, es necesario utilizar métodos de control no
quimicos, entre los que se encuentran: seleccidon de hospedadores resistentes,
control biolégico, control cultural, uso de plantas bioactivas y el control inmunoldgico
(Rodriguez-Vivas et al., 2010; Abbas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2014;
Mapholi et al., 2014; Manjunathachar et al., 2014). Debido a la relacion con el tema

central de este trabajo, se le dara una mayor descripcion al control inmunolégico.
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2.8. Control inmunoldgico

Las vacunas constituyen uno de los mayores avances de la ciencia, con un
impacto trascendental en la mejora de la salud humana y animal, debido a la
reduccion significativa en la morbilidad y mortalidad de una serie de enfermedades
importantes para la medicina humana y veterinaria (de la Fuente et al., 2017b;
Dellagostin et al., 2017). Actualmente, la induccién de proteccion inmunolégica en
animales contra las infestaciones de garrapatas y las enfermedades que transmiten
por medio del uso de vacunas ha demostrado ser una alternativa sostenible y
efectiva para disminuir los efectos negativos provocados por los ixodicidas, ademas
de tener otros beneficios como ser de facil aplicacion, reducir los tratamientos
ixodicidas a mediano y largo plazo, mejorar la salud y bienestar animal mediante el
control de las infestaciones por ectoparasitos y mejorar la salud publica por medio
del control de zoonosis causadas por enfermedades transmitidas por estos
ectoparasitos (de la Fuente et al., 2007; Kules et al., 2016; Rodriguez-Mallon, 2016;
Villar et al., 2017).

El control inmunoldgico se basa en el desarrollo de anticuerpos especificos en
un hospedador inmunizado que interactuan con su antigeno diana en las garrapatas
durante su alimentacion, afectando su funciéon y resultando en la reduccion del
numero de hembras repletas, su peso y capacidad reproductiva, lo que a su vez
conlleva a la disminuciéon de manera gradual las infestaciones de garrapatas en las
generaciones posteriores (de la Fuente et al., 2007; de la Fuente y Contreras, 2015,
de la Fuente et al., 2015, 2016; Almazan et al., 2018). Ademas, las vacunas que
contienen antigenos derivados de garrapatas y/o derivados de patdgenos
involucrados en las interacciones garrapata-patdégeno también afectan la infeccion
y transmisién del patdégeno, controlando de manera indirecta las enfermedades
transmitidas por garrapatas (de la Fuente y Contreras, 2015; Villar et al., 2017;
Almazan et al., 2018).
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La primera nocion de vacunas contra garrapatas fue reportada en 1979, cuando
Allen y Humphrey utilizaron extractos nativos de intestino y otros érganos internos
en cuyos y bovinos contra garrapatas Dermacentor andersoni generando proteccion
inmunoldgica al observar una disminucion en la alimentacion y reproduccion de las
garrapatas obtenidas en animales inmunizados. Ademas, estos autores sugirieron
que la vacuna seria ideal para el control de "Boophilus microplus" ya que todas las
etapas de la garrapata se alimentan del mismo hospedador. Posteriormente, en otro
ensayo de inmunizacion utilizando extractos obtenidos de glandulas salivales de
hembras adultas de Amblyomma americanum parcialmente ingurgitadas generé
inmunidad contra las garrapatas, al observarse una reduccién en el numero y peso

de las garrapatas en cuyos inmunizados (Brown et al. 1984).

En el desarrollo de vacunas para el control de garrapatas, de manera general,
se utilizan dos objetivos antigénicos. El primero es el uso de los antigenos
“‘expuestos” o convencionales, que son proteinas o péptidos sintetizados en las
glandulas salivales y secretados en la saliva de la garrapata durante la fijacion y
alimentacion en el hospedador. Estos antigenos son recogidos y procesados por las
células dendriticas para ser presentados a los linfocitos T, generando una respuesta
inmune mediada por células principalmente (Nutall et al., 2006; Olds et al., 2013;
Rodriguez-Mallon, 2016).

Por el contrario, los antigenos “ocultos” son aquellos que no estan expuestos
para los mecanismos inmunes del hospedador en la alimentacion natural de la
garrapata (Willadsen et al., 1988), la falta de contacto entre este tipo de antigenos
y el sistema inmune del hospedador impide el desarrollo de estrategias en los
parasitos para escapar a la accion de una respuesta contra ellos, lo que los hace
especialmente atractivos para el disefio de vacunas. Sin embargo, esto hace que
requieran de inmunizaciones repetidas para mantener niveles de anticuerpos
adecuados (Nutall et al., 2006; Olds et al., 2013; Rodriguez-Mallon, 2016). Este tipo
de antigenos son candidatos potenciales a vacuna si: a) son altamente antigénicos

y b) se asocian con alguna funcién bioldgica de la garrapata (Nutall et al., 2006).
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En 1989, el primer antigeno vacunal contra la garrapata R. microplus fue
desarrollado en Australia mediante tecnologia recombinante y expresado en E. coli,
llamado Bm86, la cual es una glicoproteina que se encuentra en la membrana de
células epiteliales de intestino de R. microplus (Willadsen et al., 1989);
posteriormente, esta proteina fue expresada en la levadura Pichia pastoris,
obteniendo altos niveles de expresion y de pureza (Rodriguez et al., 1994). Es un
antigeno "oculto" cuya funcion no ha sido determinada, aunque se ha especulado
que esta involucrado en la endocitosis de sangre ingerida por garrapatas (Olds et
al., 2013; Rodriguez-Mallon, 2016).

Se ha hipotetizado que la respuesta inmune inducida por Bm86 esta mediada
por anticuerpos, los cuales se fijan a las células intestinales o células diana, y a
través del complemento del hospedador, el cual produce lisis celular y aumento de
la opsonizacién de los anticuerpos permitiendo el ataque por fagocitos, produciendo
la inhibicién de la endocitosis de la sangre ingerida por los ectoparasitos por dafio
al epitelio intestinal y una disminucioén de la viabilidad del huevo (Olds et al., 2013;
Rodriguez-Mallon, 2016; Andreotti et al., 2018). El efecto de este inmundgeno, a
diferencia del efecto de los ixodicidas quimicos, no causa la muerte inmediata de
los parasitos, pero produce dafios a largo plazo, los cuales se ven reflejados en la
reduccion del potencial bidtico de las garrapatas (Rodriguez-Mallon, 2016; de la
Fuente et al., 2017 b; Villar et al., 2017).

Asimismo, algunos ensayos han mostrado que el antigeno Bm86 puede proteger
contra otras especies de garrapatas como Rhipicephalus annulatus y Rhipicephalus
decoloratus (Fragoso et al., 1998; de la Fuente et al., 2000; de Vos, et al., 2001). La
efectividad de las vacunas disponibles que usan esta proteina recombinante bajo
condiciones de campo se ha reportado entre 45—-100% alrededor del mundo contra
R. microplus (de la Fuente et al., 2007; Olds et al., 2013; Lew-Tabor y Rodriguez,
2016; Rodriguez-Mallon, 2016; Suarez et al. 2016; Trentelman et al., 2017; Almazan
et al., 2018; Andreotti et al., 2018).
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La variacion en la efectividad de esta vacuna esta relacionada con polimorfismos
encontrados en la secuencia del gen Bm86 en cepas de R. microplus de diferentes
ubicaciones geograficas (Garcia-Garcia et al., 2000; Sossai et al., 2005; Canales et
al., 2009). Ademas, se ha estimado que una diferencia 22.8% de la secuencia que
codifica para Bm86 podria ser suficiente para causar una respuesta ineficaz
(Garcia-Garcia et al., 2000; Martinez-Arzate et al., 2019).

Desde el desarrollo de Bm86 y su comercializacion en 1994, aun no hay
disponibilidad de vacunas con otros antigenos y con mayor eficacia contra R.
microplus y otras especies de garrapatas (Imamura et al., 2008; Rodriguez-Mallon,
2016). por lo cual, se deben enfocar las investigaciones actuales en la identificacion
y desarrollo de antigenos conservados que puedan ser eficaces contra diferentes

especies de garrapatas.

Actualmente, el desarrollo de nuevas tecnologias como la gendémica y la
protedbmica han permitido identificar nuevos candidatos a antigenos potenciales
contra una gama mas amplia de especies de garrapatas y proteinas de patégenos
transmitidos por éstas (Villar et al., 2017). Asimismo, varios grupos de investigacion
se han dedicado a la identificacion de antigenos como posibles candidatos
vacunales, asi como a la mejora de la inmunogenicidad de los antigenos ya
probados, incorporando nuevos adyuvantes o formulaciones (Imamura et al., 2007;
Guerrero et al., 2012). Uno de los antigenos que en los ultimos afios se ha reportado
como candidato a agente vacunal debido a sus resultados promisorios es

subolesina.
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2.9. Subolesina

Subolesina (del latin suboles: progenie), originalmente llamada proteina 4D8, es
un antigeno “oculto” que fue descubierto por medio de la inmunizacion en ratones
con una biblioteca de DNA complementario (DNAc) y el uso combinado del analisis
de las secuencias de etiquetas de expresion, en la garrapata Ixodes scapularis
(Almazan et al., 2003).

Es ortdlogo estructural y funcional de Akirina (AKR) de insectos y vertebrados,
las akirinas constituyen un grupo de proteinas que regulan varios procesos
biolégicos importantes como la respuesta inmunitaria, alimentacion, reproduccion y
desarrollo; cuyos genes estan conservados evolutivamente en insectos y
vertebrados; en éstos ultimos se han identificado dos paralogos de akirinas: akirina
1 y akirina 2; equivalentemente, subolesina se encuentra conservada
evolutivamente en artrépodos, entre ellos, R. microplus (Artigas-Jeréonimo et al.,
2018). Por otra parte, se ha identificado un unico gen de SUB/AKR en garrapatas e
insectos y esta relacionado evolutiva y funcionalmente con el paralogo Akirina 2 en

vertebrados (de la Fuente y Contreras, 2015; Artigas-Jeronimo et al., 2018).

Subolesina es una proteina intracelular (localizada en el citoplasma y el nucleo)
presente en todos los estadios de las garrapatas y en diversos 6rganos como
cuerpos grasos, intestino, linfonodos, glandulas salivales, cuticulas y ovarios (de la
Fuente et al., 2006 a; Merino et al. 2013; Sultana et al., 2015; Lu et al., 2016; Artigas
Jerénimo et al., 2018). Funciona como un factor de transcripcion necesario para la
expresion génica via dependiente de NF-kB, desempefiando un papel importante
en varios procesos biolégicos de las garrapatas, como la respuesta inmune innata,
alimentacion, desarrollo, infeccion y transmision de patégenos, respuesta al estrés
y reproducciéon (Almazan et al., 2003, 2005 a; de la Fuente et al., 2006 a, 2017 a;
Busby et al., 2012; HajduSek et al., 2013; Naranjo et al., 2013; de la Fuente y
Contreras, 2015; Artigas-Jeronimo et al., 2018).
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Estudios que utilizaron RNA de interferencia (RNAi) para silenciar el gen que
expresa esta proteina, demostraron su amplia funcion como factor de transcripcion
en diferentes especies de garrapatas, ya que dicho silenciamiento produce
degeneracion de intestinos, glandulas salivales y tejidos reproductivos de hembras
y machos, anormalidades en la embriogénesis de los huevos, asi como una
reduccion en la respuesta inmune de las garrapatas y alteraciones en su respuesta
al estrés por alimentacion. Esto causa disminucion en el peso de las garrapatas
ingurgitadas, tasa de ingurgitacion, oviposicién, tasa de eclosion, del
comportamiento de “busqueda” de un hospedador y de su capacidad de infeccion y
transmision de patdogenos como A. phagocytophilum, A. marginale y B. bigemina
(de la Fuente et al., 2006 a, b; Kocan et al., 2007; Nijhof et al., 2007; Galindo et al.,
2009; Merino et al., 2011; Busby et al., 2012; HajduSek et al., 2013; Lu et al., 2016;
Khalesur et al., 2018).

En afos recientes se han realizado pruebas de inmunizacién con antigenos
recombinantes de subolesina para evaluar su efecto inmunoprotector contra las
infestaciones de distintas especies de ectoparasitos en bovinos. Almazan et al.
(2010) reportaron un ensayo donde se evalué subolesina recombinante expresada
en E. coli en bovinos infestados artificialmente con R. microplus y R. annulatus,

mostrando una eficacia general del 51 % y 60%, respectivamente.

Merino et al. (2013) en una prueba de vacunacién con ganado infestado
artificialmente con R. microplus reporté una reduccion en el numero de hembras
ingurgitadas, su peso y oviposicion, con una eficacia general de 60%. Shakya et al.
(2014) en un ensayo llevado a cabo con subolesina recombinante en terneros
desafiados en dos ocasiones con larvas de R. microplus, a los dias 75 y 105
después de la ultima inmunizacién, reportaron que subolesina redujo el numero de
garrapatas, su peso, oviposicion y fertilidad del huevo, con una eficacia general del

44.0% y 37.2% después del primer y segundo desafio respectivamente.
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Contreras et al. (2019) utilizando una combinacién de subolesina recombinante
mezclada con Mycobacterium bovis (IV) inactivado por calor como adyuvante en
una prueba de inmunizacion utilizando bovinos infestados artificialmente con R.
microplus, observaron una reduccidn en el numero de garrapatas y en la fertilidad
de las garrapatas, con una eficacia general de 65%. Kasaija et al. (2020) en un
ensayo con ganado Bos indicus y cruzas de B. indicus X B. taurus infestados
artificialmente con R. appendiculatus, R. decoloratus y A. variegatum reportaron una

eficacia general entre 47-94% contra las diferentes especies de garrapatas.

En anos recientes, el desarrollo y utilizacion de nuevas herramientas basadas en
biologia molecular como la genémica, protedmica, transcriptomica y bioinformatica
han permitido predecir ciertas propiedades moleculares, bioquimicas e
inmunoldgicas de un antigeno y de esta manera, determinar las regiones, péptidos
o epitopos que puedan ser usados como inmundgenos para generar anticuerpos
especificos con el propdsito de incrementar el potencial protector de dicho antigeno
y desarrollar una vacuna mas efectiva contra las infestaciones por garrapatas
(Patarroyo et al., 2002; Villar et al., 2017).

En México, Lagunes et al. (2016) utilizando distintas herramientas
bioinformaticas realizaron un analisis de distintas secuencias reportadas en México
que codifican para la proteina subolesina de R. microplus. De acuerdo con los
resultados de dicho analisis, se caracterizé un polipéptido dentro de la secuencia de
subolesina que podria ser util para inducir una respuesta inmune protectora y de
reaccion cruzada frente a una infestacion provocada al menos por una especie de
garrapata. El polipéptido de subolesina fue disefiado por prediccidén de epitopos de
células B lineales y epitopos conformacionales discontinuos, los cuales fueron
identificados por analisis in silico en la secuencia de aminoacidos de la proteina (N°
de acceso a GenBank DQ159965.1). El primer epitopo conformacional estaba
constituido por 22 aminoacidos (residuos 9 a 30); el segundo por 10 aminoacidos
(residuos 49, 51-53, 55-60) y el tercero por 10 aminoacidos (residuos 88-94, 97-99).
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Estos epitopos fueron considerados dentro de un polipéptido de
aproximadamente 15,5 kDa expresado en E. coli, basado en el analisis
electroforético SDS-PAGE y Western Blot. El polipéptido recombinante de
subolesina se obtuvo con un 95% de pureza mediante cromatografia de afinidad y

emulsionado con adyuvante Montanide ISA 50 V (Seppic®, Paris, France).

Posteriormente, este polipéptido fue desafiado contra la infestacion artificial de
R. microplus en un ensayo realizado en bovinos, reportando una disminucion en la
carga parasitaria del 79% y en la tasa de eclosién del 30%. Asimismo, los animales
inmunizados con el polipéptido de subolesina desarrollaron una respuesta inmune
humoral fuerte y especifica caracterizada por altos niveles de IgG anti-subolesina
recombinante después de la ultima inmunizacion, la cual alcanzé un nivel estable

después semana 7 y se mantuvo hasta el final del ensayo (semana 11).

Posteriormente, Lagunes et al. (2018) evaluaron el efecto de los anticuerpos
especificos (IgG) anti-subolesina recombinante generados en el ensayo anterior
contra hembras adultas de R. microplus de forma in vitro, utilizando un sistema de
alimentacién artificial capilar con sangre de bovinos inmunizados, utilizando sangre
suplementada con 1 mg/ml de IgG purificadas especificas de antigeno obtenidas en
las semanas 3, 5 y 7 después de la inmunizacion. En la semana 7 se reporté una
reduccién en el peso de las garrapatas en un 45% y una disminucion de la
oviposicion de 71%, en comparacién con las garrapatas alimentadas con sangre
suplementada con IgG obtenidas del grupo testigo. Estos resultados en los
parametros reproductivos de R. microplus se debieron a los anticuerpos IgG

producidos por el polipéptido anti-subolesina.

Estos reportes demuestran que subolesina es considerado como un candidato
vacunal de importancia (Shakya et al., 2014, Sultana et al. 2015, de la Fuente y
Contreras, 2015), debido a los niveles de eficacia mostrados en estos ensayos y
que genera una proteccion cruzada frente a diversas especies de ixodidos, asi como
en el control de patdgenos transmitidos, sugiriendo que podria ser utilizado como
un antigeno viable para el desarrollo y produccion de vacunas contra R. microplus,

siendo necesaria su evaluacion in vivo bajo condiciones de campo.
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2.10. Cocteles multi-antigénicos o vacunas multi-antigénicas

Una de las estrategias para mejorar la eficacia en las vacunas contra garrapatas,
son los cocteles multi-antigénicos, que consisten en la combinacion de dos o mas
antigenos (Willadsen, 2008). La prueba inicial que apoya este enfoque provino de
un efecto sinérgico o aditivo entre mas de un antigeno contra garrapatas en distintos
ensayos de inmunizacion (Willadsen et al., 1996; Almazan et al., 2005b; Parizi et
al., 2012). Estos inmunogenos podrian tener el potencial de realizar proteccidn
cruzada contra multiples especies de garrapatas de importancia médica o

veterinaria (de la Fuente y Contreras, 2015; Ndawula Jr. et al., 2019).

Entre los antigenos que puede ser candidato para utilizarse en una vacuna multi-
antigénica se encuentra subolesina, debido a que se encuentra altamente
conservada evolutivamente en artropodos (Artigas-Jeronimo et al., 2018), siendo
potencialmente util en el desarrollo de un inmundgeno eficaz contra multiples

especies de ectoparasitos.

Existen estudios realizados con la combinacion de los antigenos Bm86 y
subolesina que sugieren una potencial actividad sinérgica entre ambos contra
garrapatas del género Rhipicephalus. Una prueba de vacunacién utilizando la
combinacién de estos antigenos en terneros Hereford x Holstein infestados
artificialmente con R. microplus y R. annulatus, reportaron una reduccién de las
hembras ingurgitadas de ambas especies del 97% en comparacion a los animales
inmunizados unicamente con Bm86, que tuvo una reduccién del 79% (Schetters y
Jansen, 2014). Trentelman et al. (2019) al evaluar in vitro el efecto de los antisueros
contra Bm86, subolesina y sus combinaciones sobre la ingurgitacion de larvas de
R. australis mediante alimentacion artificial por membranas, observaron que las
larvas alimentadas con la combinacion de los antisueros de Bm86 y subolesina
redujo la ingurgitacion larvaria en 62.7%, siendo mayor en comparacion con las
larvas alimentadas con los antisueros monoespecificos de Bm86 y subolesina (39%
y 5%, respectivamente). Sin embargo, no existen reportes de la utilizacion de
cocteles multi-antigénicos utilizando subolesina y Bm86 en R. microplus bajo

condiciones de campo.
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lIl.  JUSTIFICACION

Uno de los mayores problemas que causan pérdidas economicas y sanitarias en
la ganaderia bovina son las infestaciones por Rhipicephalus microplus, debido a las
alteraciones en la salud y productividad de los animales, asi como pérdidas
asociadas a mortalidad y tratamientos. Debido a la contaminacion ambiental,
riesgos a la salud publica por contaminacién de productos pecuarios y la selecciéon
de garrapatas resistentes que conlleva el uso indiscriminado de ixodicidas, se
requieren nuevas alternativas de control. En la actualidad, las vacunas contra
garrapatas basadas en el antigeno recombinante Bm86 han demostrado, en
estudios en campo, buenos resultados en el control de las infestaciones por R.
microplus. Sin embargo, su eficacia se ve limitada ante el polimorfismo del gen que
codifica a Bm86 entre cepas de garrapatas geograficamente distantes, siendo su
efecto nulo en algunos casos. Es por esta razén que se considera de gran
importancia evaluar el potencial inmunoprotector del antigeno basado en un
polipéptido de subolesina y su combinacion con Bm86 para el control de R.

microplus en bovinos naturalmente infestados.
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IV. HIPOTESIS

El polipéptido recombinante de subolesina y su combinacién con Bm86 tendran
un efecto inmunoprotector y sinérgico sobre la infestacibn de garrapatas

Rhipicephalus microplus en animales naturalmente infestados.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general:

Evaluar el efecto inmunoprotector del polipéptido de subolesina y su potencial
sinergia con Bm86 sobre infestaciones naturales de Rhipicephalus microplus en

ganado bovino bajo condiciones de pastoreo en el tropico humedo mexicano.

5.2. Objetivos especificos:

1. Evaluar el efecto inmunoprotector del polipéptido de subolesina sobre los
niveles de infestacion de garrapatas R. microplus y sus parametros
reproductivos en animales inmunizados.

2. Determinar la cinética de anticuerpos en los animales inmunizados con el
polipéptido de subolesina y su relacion con los efectos observados en las
garrapatas R. microplus.

3. Determinar si existe efecto sinérgico entre el polipéptido de subolesina vy el
antigeno Bm86 sobre las infestaciones y los parametros reproductivos de
R. microplus.

27



VI. MATERIALES Y METODOS

6.1. Areade estudio

El experimento se realizdé en el médulo de produccion de doble propdsito del
Centro de Ensenanza, Investigacion y Extensién en Ganaderia Tropical (CEIEGT)
perteneciente a la Facultad de Medicina Veterinaria (FMVZ) de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM), localizado en el Km. 5.5 de la Carretera
Federal Martinez de la Torre-Tlapacoyan, en el municipio de Martinez de la Torre,
Veracruz, México. En esta zona predomina el clima calido humedo Af (m) “W” (e),
con una temperatura promedio anual de 23.4° C y una precipitacion pluvial de 1743

mm por afio (Garcia, 2004).

6.2. Animales

Se emplearon 24 hembras Bos taurus X Bos indicus, de genotipo 5/8 Holstein y
F1 (Holstein x Cebu) entre 12-15 meses de edad con un peso promedio de 244135
Kg. El estado nutricional y sanitario de los animales fue adecuado para realizar la
prueba. Los animales fueron mantenidos bajo un esquema de pastoreo rotacional
de 3 dias de ocupacion con 28 dias de descanso en potreros infestados con
garrapatas para permitir infestaciones naturales con Rhipicephalus microplus. Los
animales tuvieron acceso a una dieta basal de Pasto Toledo (Brachiaria brizantha)
y pasto nativo, y se les suplementé con 1000g de concentrado comercial por animal
por dia, agua y sales minerales ad libitum. Durante tres meses previos al periodo
experimental los animales no fueron tratados con ixodicidas. Quince dias antes de
comenzar la primera inmunizacion, los animales fueron desparasitados con
Albendazol al 10% adicionado con Sulfato de Cobalto (Albendaphorte 10% Co,
Salud y Bienestar Animal ®) a dosis de 10 mg/Kg de peso vivo (PV). Todos los
animales estuvieron bajo observacion continua y se distribuyeron en cuatro grupos
(n=6), los cuales se balancearon de acuerdo con la edad, peso, genotipo y carga
parasitaria.
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6.3. Disefio experimental

El experimento tuvo una duracion de 24 semanas (6 de julio- 23 de diciembre de
2019), en donde el primer grupo (G1) fue inmunizado con el polipéptido disefiado
por el CENID-SAI-INIFAP (subolesina) (Lagunes et al., 2016), el segundo grupo
(G2) fue tratado unicamente con solucion salina mas el adyuvante Montanide ISA
50 V2 (grupo testigo), el tercer grupo (G3) fue inmunizado con una combinacion del
polipéptido+Bm86 y el cuarto grupo fue inmunizado con el antigeno Bm86 como
control positivo. Los animales fueron inmunizados con dosis de 100 ug de proteinas
recombinantes cada uno mas adyuvante (Montanide ISA 50 V2, Seppic®, Paris,
Francia) en un volumen final de 2 ml/dosis con una dosis primaria en el dia 0
(semana 0), seguida de dos dosis en los dias 30 y 65 (semanas 4 y 9) (Almazan et
al., 2012). La aplicacion se realiz6 en forma subcutéanea en la tabla del cuello
mediante jeringas de 5 ml con agujas de 16G (Canales et al., 2009). Durante el

experimento los animales no recibieron tratamiento acaricida.

6.4. Tomay procesamiento de muestras

6.4.1. Garrapatas R. microplus

Cada siete dias se colectaron garrapatas adultas repletas por animal a partir del
dia siete del periodo experimental hasta el dia 180 y se almacenaron en cajas de
Petri etiquetadas por grupo y por fecha de colecta para ser transportadas al
laboratorio de Sanidad Animal del CEIEGT-FMVZ-UNAM (10 garrapatas/caja de
Petri). Las garrapatas se pesaron de manera individual y se mantuvieron en
incubacion a 80% de humedad y 27°C de temperatura durante 14 dias para permitir
la oviposicion y 21 dias para la eclosion (de la Fuente et al., 1999). Posteriormente

se realiz6 la evaluacion de los parametros reproductivos de las garrapatas.
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6.4.2. Muestras de sangre.

Se tomaron muestras de sangre en tubos Vacutainer® de 6mL sin anticoagulante,
directamente de la vena coccigea, de todos los animales cada 14 dias durante todo
el periodo experimental [semana O (primera inmunizacion) — semana 24 (final del
experimento)]. Las muestras se identificaron y transportaron a temperatura
ambiente hasta su procesamiento en el Laboratorio de Sanidad Animal del CEIEGT,
donde se obtuvo el suero por centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos y se
almacend en congelacién (-20°C) para su transporte y posterior procesamiento en
el laboratorio del CENID-SAI-INIFAP.

6.5. Mediciones y técnicas de laboratorio
6.5.1. Conteo de garrapatas R. microplus

Cada siete dias se realizaron conteos de garrapatas a los animales de manera
individual, unicamente tomando en cuenta garrapatas semirepletas y repletas (>4.5
mm) del lado derecho del animal. Todos los conteos fueron ejecutados en el mismo
periodo del dia (06:30 h) a través de un ensayo ciego (la persona que contaba las
garrapatas no conocia qué animales pertenecian al grupo testigo y los grupos

inmunizados) (Almazan et al., 2010; Parizi et al., 2012).

6.5.2. Evaluacion del niumero de garrapatas y parametros reproductivos

en R. microplus

La evaluacion de los parametros reproductivos de las garrapatas R. microplus se
llevé a cabo de acuerdo con la metodologia descrita por de la Fuente et al. (1999),
donde se evalué: a) El numero de garrapatas hembra adultas, b) El peso de las
garrapatas repletas, c) El peso de la masa de huevos, d) efecto sobre la tasa de
eclosion; y se calculd e) eficacia de la vacunacion. Las formulas utilizadas para
analizar los resultados obtenidos en los parametros reproductivos de garrapatas R.

microplus fueron las siguientes:
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a) Efecto sobre el nimero de garrapatas adultas:

NG (%) = 100 [1 Nev
(%) = 1= ~ac

Donde: NG (%) es el efecto sobre el numero de hembras repletas, NGV es el
numero de garrapatas hembra repletas en el grupo tratado y NGC es el numero de

garrapatas hembra repletas en el grupo testigo.

b) Efecto sobre el peso de garrapatas repletas:

PG (%) = 100 [1 bav
(%) = 1= pac

Donde: PG (%) es el efecto sobre el peso de hembras repletas, PGV es el promedio
del peso de garrapatas hembra repletas en el grupo tratado y PGC es el promedio

del peso de garrapatas hembra repletas en el grupo testigo.

c) Efecto sobre el peso de la masa de huevos:
PO (%) = 1001 pocv
0)= 10011~ 55cc
Donde: PO (%) es el efecto sobre la oviposicion, POGV es el promedio del peso de
la masa de huevos en el grupo tratado y POGC es el promedio del peso de la masa

de huevos en el grupo testigo.

d) Efecto sobre latasa de eclosion:

PPLOV
PPLOC

ECL (%) = 100 [1 —

Donde: ECL (%) es el efecto sobre la eclosion, PPLOV es el porcentaje de la tasa
de eclosion en el grupo tratado y PPLOC es el porcentaje de la tasa de eclosiéon en

el grupo control.
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e) Eficacia de lavacunacion:
E (%) = 100 [1 — (CRT x CRO x CRF) ]

Donde: E (%) es la eficacia de la vacuna, CRT = NGV/NGC, CRO = POGV/POGC
y CRF = PPLOV/PPLOC que representan la reduccién en el numero de garrapatas
hembra adultas, oviposicion y la tasa de eclosién en comparacién con el grupo de

control, respectivamente.
6.5.3. Determinacién de la cinética de anticuerpos por ELISA indirecto

La determinacion de la cinética de anticuerpos de los animales inmunizados se
realizé mediante la técnica de ELISA indirecto, de acuerdo con la metodologia
descrita por Lagunes et al. (2016). Brevemente: a) se utilizé 1 ug/pozo de proteina
purificada (polipéptido de subolesina o Bm86) en un volumen de 100 pl/pozo para
cubrir la placa de ELISA incubandose durante toda la noche a temperatura de 4°C;
b) se realizé el lavado de la placa con 300 ul de solucion amortiguada de fosfatos
pH 7.2 y adicionada con Tween 20 al 0.05% (PBS-Tween 0.05%) durante cinco
minutos en tres ocasiones, c) para el bloqueo de la placa, se adicioné PBS-Tween
0.05% y leche descremada al 5% en un volumen de 200 pl/pozo incubandose
durante 60 minutos a temperatura ambiente; d) los sueros de los animales fueron
diluidos a 1:100 en PBS-Tween 0.05% adicionandose en cantidad de 100 pl/pozo
realizando 3 repeticiones e incubandose durante una hora a temperatura ambiente;
e) se adiciond el conjugado (anti-lgG de bovino acoplado con la enzima fosfatasa
alcalina) diluido en PBS-Tw a 1:2000 en un volumen de 100 pl/pozo y se incubd
durante 60 minutos a temperatura ambiente. La reaccion de color se desarroll6 con
p-Nitrofenil-fosfato (Sigma®, St. Louis, Mo., EUA) a un volumen de 200 ul/pozo e
incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos. La densidad optica se
determind en un espectrofotdmetro lector de ELISA a 405 nm. Finalmente, los
niveles de anticuerpos fueron considerados positivos cuando el valor de la
absorbancia fue de al menos dos veces el valor del suero preinmune (Patarroyo et
al., 2002).
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6.5.4. Medicién de temperaturay humedad relativa ambiental

26 dias antes y durante todo el periodo experimental se registrd la temperatura
(°C) y humedad relativa (%) ambientales por medio de The Weather Channel® (TWC
Product and Techonology LLC, 2019), dos veces al dia (8:00h, 17:00 h). Se calculd

el promedio de las observaciones por mes.
6.6. Anélisis estadistico

La evaluacién del efecto de la inmunizacion sobre las diferencias entre grupos
en cuanto al numero y los parametros reproductivos de las garrapatas se analizaron
por medio de la prueba de Kruskal-Wallis (p<0.05). Las diferencias entre grupos en
los valores de la absorbancia de los sueros se evaluaron por medio de la prueba de
Kruskal-Wallis (p<0.05). Ambas pruebas se realizaron utilizando el paquete

estadistico StatGraphics version 18.1.08.
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VIl. RESULTADOS

7.1. Evaluacién del efecto inmunoprotector de las proteinas
recombinantes sobre el numero de garrapatas Rhipicephalus

microplus adultas y sus parametros reproductivos.

En el Cuadro 4 se muestran los porcentajes de reduccion respecto a los
parametros reproductivos de las garrapatas Rhipicephalus microplus para cada
grupo después de las inmunizaciones. Los animales inmunizados con subolesina
mostraron un mayor porcentaje de reduccion en el niumero de garrapatas con un

53%, observandose diferencias estadisticamente significativas (p<0.05).

En cuanto al peso de las garrapatas adultas, el grupo que presenté un mayor
porcentaje de reduccidbn fue el grupo inmunizado con la combinacion
subolesina+Bm86 con un 10%, seguido del grupo inmunizado con subolesina (8%);
sin embargo, esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p>0.05). La
combinacién de subolesina+Bm86 mostré un porcentaje de reduccién en la
oviposicion de 19%, seguido del grupo inmunizado con subolesina con un 16%
(p<0.05).

En el caso del efecto sobre la eclosion, el grupo que mostré un mayor porcentaje
de reduccion fue el grupo inmunizado con subolesina con un 11% (p<0.05). Los
grupos inmunizados con la combinacion de subolesina+Bm86 y con el antigeno

Bm86, presentaron 6% y 5% respectivamente.

Se calculd la eficacia general de la vacunacion, siendo el polipéptido de
subolesina el que mostré mayor eficacia con 67%, mientras que el antigeno Bm86
y la combinacién de subolesina+Bm86 tuvieron una eficacia de 56% y 49%,

respectivamente.
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Cuadro 2. Porcentajes de reduccion (inmunizados/testigo) en los parametros reproductivos de R.

microplus en bovinos.

Rhipicephalus microplus (Cepa Martinez de la Torre)

Grupo experimental

Porcentaje de reducciéon (inmunizado/testigo)

NG PG PO ECL E
Subolesina 53%" 8% 16%* 11%* 67%
(33+14) (188+13)  (97+7) (52+5)
Subolesina + Bm86 28% 10% 19%* 6% 49%
(50£18) (184223)  (93+16) (55+6)
Bm86 41% 6% 15%* 5% 56%
(41£16) (193218)  (98+13) (56+7)
Control (70£31) (205£16)  (115£11) (63t4)

El porcentaje de reduccion fue calculado con respecto al grupo testigo: NG, efecto sobre el nimero de hembras
adultas; PG, efecto sobre el peso de hembras repletas; PO, efecto sobre la oviposicion; ECL, efecto sobre la
eclosion; E, eficacia de la vacunacion. En paréntesis se muestra la media + la desviacidn estandar por numero
de hembras adultas, peso, oviposicion y fertilidad. *Sefala diferencias significativas, segun prueba de Kruskal-

Wallis (p<0.05).
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7.2. Determinacién de la cinética de anticuerpos en los animales
inmunizados con las proteinas recombinantes mediante ELISA

indirecto.

En la figura 4 se muestra la grafica de la produccion de anticuerpos obtenida
durante el periodo experimental para todos los grupos y en el anexo 1, los valores
de absorbancia (Densidad éptica, 405 nm) promedio obtenidos por grupo. Los
valores de absorbancia fueron similares para los cuatro grupos al comienzo del
ensayo y asi se mantuvieron después de la primera inmunizacién (semana 2) y

hasta la semana 4.

Después de la segunda inmunizacién, se muestra un aumento considerable en
la produccién de anticuerpos en la semana 5 para los grupos inmunizados con
subolesina y con el antigeno Bm86, aumentando los valores de absorbancia a mas
del doble con respecto a los animales del grupo testigo. Ademas, el grupo
inmunizado con Bm86 alcanzé su pico maximo en la produccion de anticuerpos en
la semana 5y dicha produccion se mantuvo constante hasta el final del experimento
(p<0.05).

Una semana después de la tercera inmunizacion, el grupo inmunizado con
subolesina alcanzé su mayor pico de anticuerpos y su produccion se mantuvo
elevada y constante hasta el final del experimento (p<0.05). Es importante resaltar
que este grupo obtuvo los valores mas altos en produccion de anticuerpos en
comparacion a los grupos inmunizados con Bm86 y con la combinacion

subolesina+Bm86 durante todo el experimento.

Mientras que el grupo inmunizado con la combinacién de subolesina+Bma86,
alcanzé su pico maximo en la produccion de anticuerpos en la semana 11,
aumentando los valores de absorbancia a mas del doble con respecto a los
animales del grupo testigo, sin embargo, los niveles fueros significativos hasta la
semana 16 (p<0.05).
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Figura 4. Cinética de la producciéon de anticuerpos en los bovinos inmunizados. En la grafica se
observa el promedio + desviacién estandar de los niveles de anticuerpos. Los valores obtenidos
fueron analizados y comparados con el grupo testigo mediante prueba de Kruskal-Wallis *(p<0.05).

Las flechas rojas indican las inmunizaciones.
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7.3. Promedios de latemperatura (°C) y humedad relativa (%) ambientales

por mes

Durante los meses que abarcé el disefio experimental, los meses con mayor
temperatura ambiental fueron junio y agosto durante ambos horarios,
posteriormente comienza a descender a partir del mes de octubre y los meses con
menor temperatura fueron noviembre y diciembre en ambos horarios. De manera
general, la humedad relativa (%) fue mayor en el horario las 8:00h en comparacién
alas 17:00h (Cuadro 3).

Cuadro 3. Temperatura (°C) y humedad relativa (%) ambiental promedio registradas durante el
periodo experimental de manera mensual.

Hora 8:00 h 17:00 h
Mes (Prom. £ d.e.) (Prom. £ d.e.)
Temperatura Humedad Temperatura Humedad
(°C) relativa (°C) relativa
(%) (%)
26 + 1 80+6 312 686
Julio 2019 25+2 83 17 30 13 68 + 11
Agosto 2019 26 + 1 775 33+1 607
Septiembre 2019 25+ 1 7916 303 6310
Octubre 2019 23+2 84 +5 27 +4 707
Noviembre 2019 21+3 85+6 25+3 72+6
Diciembre 2019 19+3 778 24 +4 70 8

38



VIIl. DISCUSION

Rhipicephalus microplus es considerada la garrapata con mayor importancia
economica en la ganaderia bovina a nivel mundial (Braga et al., 2017; Trentelman
etal., 2017), principalmente en las regiones subtropicales y tropicales (Estrada Pefa
et al., 2020). La viabilidad de utilizar vacunas de proteinas recombinantes como
método de control alternativo costo-beneficio sostenible a largo plazo contra
garrapatas ha sido demostrada desde la introduccion de dos productos a principios
de la década de 1990; TickGARD®, en Australia y Gavac®, de Cuba, cuya base es
el antigeno Bm86 (de la Fuente et al., 2007); sin embargo, la variacién en la eficacia
de este antigeno bajo condiciones de campo debido a la presencia de polimorfismos
en el gen codificador en distintas areas geograficas (Garcia et al., 2000; Martinez
Arzate et al., 2019) ha hecho que la identificacion y desarrollo de vacunas con otros

antigenos recombinantes se haya priorizado en todo el mundo.

En este trabajo, en los animales inmunizados con el polipéptido de subolesina
se redujo significativamente el numero de garrapatas R. microplus, la oviposicién y
la eclosion, pero no existid6 efecto en cuanto al peso de las garrapatas, en
comparacién a los parametros evaluados en los animales del grupo testigo. Cabe
sefalar que el efecto de las vacunas sobre la reduccion en el numero de garrapatas
repletas y en su fertilidad se ha identificado como un parametro crucial para el
control de infestaciones por garrapatas en el ganado bovino (Schetters et al.,2016).
Estos resultados concuerdan con lo reportado con Lagunes et al. (2016) y (2018),
en donde la base de estas investigaciones consiste en que la alimentacion de forma
in vivo e in vitro de garrapatas R. microplus con sangre de animales inmunizados
con el polipéptido conlleva la ingestidn de anticuerpos especificos anti-subolesina,
los cuales provocan efectos adversos en la funcién bioldgica y reproductiva de las

garrapatas, al afectar al antigeno diana.
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Ademas, los resultados presentes en este trabajo concuerdan de manera parcial
con estudios anteriores que evaluaron el efecto inmunuprotector de subolesina en
pruebas de inmunizacion en bovinos infestados artificialmente con R. microplus, que
reportan que no hubo disminucion significativa en el peso y oviposicion de las

garrapatas (Almazan et al., 2010; Lagunes et al., 2016; Contreras et al., 2019).

El nivel de eficacia general del polipéptido de subolesina encontrado en este
estudio fue de 67%, basado en comparaciones con estudios previos, este estudio
reporta una mayor eficacia, afectando considerablemente la supervivencia y la
capacidad reproductiva de las garrapatas R. microplus (Almazan et al., 2010;
Shakya et al., 2014; Merino et al., 2013; Contreras et al., 2019). Esto se debe
probablemente a las regiones inmunogénicas consideradas en la sintesis del
polipéptido, lo cual induce una respuesta inmune fuerte y especifica con respecto a
otros trabajos realizados donde utilizan la proteina completa, sugiriendo que existio
una respuesta inmune potencial y dirigida hacia los epitopos contenidos en el

polipéptido de subolesina

En cuanto a la cinética de anticuerpos obtenida en los animales inmunizados con
el polipéptido, éstos desarrollaron una respuesta inmune humoral fuerte y
especifica, expresada por altos niveles de anticuerpos IgG1 anti-subolesina desde
la segunda inmunizacion con una diferencia de 2 OD con respecto al grupo control,
alcanzado su pico maximo después de la tercera inmunizaciéon (semana 10) y
manteniendo dicha produccién hasta el final del experimento. Estos resultados son
similares a los reportados por otros autores que realizaron pruebas de inmunizacion
con subolesina contra R. microplus en bovinos (Almazan et al., 2012, Merino et al.,
2013; Shakya et al., 2014; Lagunes et al., 2016; Lagunes et al., 2018).

Se ha demostrado que la cinética de anticuerpos desarrollada por los animales
es el principal determinante de la eficacia vacunal en inmundgenos contra
garrapatas, encontrandose una relacion positiva entre los niveles de anticuerpos en
los animales inmunizados con la eficacia vacunal (Willadsen et al., 1995; de la
Fuente et al., 1998). Esta relacion se ha confirmado no s6lo para Bm86 (de la Fuente
et al., 2007; Almazan et al., 2010), sino también para otros antigenos, incluyendo a
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subolesina (Almazan et al., 2010, 2012; Merino et al., 2013; Shakya et al., 2014;
Contreras et al., 2019) en pruebas de inmunizacion con bovinos. Estos resultados
sugieren que la eficacia en la disminucidén en el numero, oviposicion y en la eclosion
de las garrapatas se debid a la respuesta protectora generada por los anticuerpos
anti-subolesina, de acuerdo con resultados similares obtenidos por estos autores,

confirmando la capacidad inmunoprotectora del polipéptido de subolesina.

Estudios anteriores utilizando el antigeno Bm86 han demostrado que es posible
controlar las infestaciones de garrapatas R. microplus por medio de la vacunacion
debido a que reduce el numero y peso de las garrapatas ingurgitadas, el peso de la
masa de huevos, el numero de garrapatas en el campo (generaciones
subsecuentes), la disminucién de los tratamientos ixodicidas y muestra un impacto
positivo implementandolo en programas de control integrado (de la Fuente et al.,
2007; Suarez et al., 2016; Blecha et al., 2018).

En este trabajo, unicamente la reduccién en la oviposicion por Bm86 fue
significativa con un 15%, siendo similar a lo reportado por Almazan et al. (2010) y
Canales et al. (2009). Es necesario senalar que existen estudios que reportan que
el efecto mas pronunciado de Bm86 en las garrapatas es la reduccion en su
capacidad reproductiva (Penichet et al., 1994; de la Fuente et al., 1998; Jonsson et
al., 2000; Almazan et al., 2010), lo que provoca una reduccién gradual en las

poblaciones de R. microplus, como se ha observado en estos resultados.

Asimismo, la eficacia general de Bm86 fue de 56%, concordando con los
resultados obtenidos en otros estudios bajo condiciones de campo (de la Fuente et
al., 2007; Almazan et al., 2010; Olds et al., 2013; Lew-Tabor y Rodriguez, 2016;
Rodriguez-Mallon, 2016; Suarez et al. 2016; Trentelman et al., 2017; Andreotti et
al., 2018), que reportan una eficacia entre 45-100%. No obstante, la eficacia fue

menor a la del polipéptido recombinante de subolesina.
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Aunque en este trabajo no permite asegurar o rechazar dicha hipoétesis, se ha
reportado que la variacion en la eficacia de este antigeno bajo condiciones de
campo se debe a la presencia de polimorfismos en el gen codificador en distintas
areas geograficas, donde se ha estimado que una diferencia 22.8% de la secuencia
que codifica para Bm86 podria ser suficiente para causar una respuesta inmune
ineficaz (Garcia et al., 2000; Martinez Arzate et al., 2019). Por lo que es posible
pensar que exista algun grado de divergencia en la cepa de R. microplus nativa que

afecte la eficacia vacunal de Bm86.

La cinética de anticuerpos en los animales inmunizados con Bm86 mostré una
respuesta tipica expresada por altos niveles de anticuerpos IgG1 anti-Bm86 con una
diferencia de 2 DO con respecto al grupo testigo después de la segunda
inmunizacién, alcanzando el mayor pico de produccion de anticuerpos en la semana
5 del periodo experimental, y dicha produccion se mantuvo constante hasta el final
del experimento. Estos resultados coinciden con autores que han reportado que con
dos inmunizaciones bajo condiciones de campo es suficiente para inducir una buena
cinética de anticuerpos por tiempo prolongado, generando proteccién contra

infestaciones de R. microplus (Enriquez et al., 1999; Vargas et al., 2010).

Los cocteles multi-antigénicos se han propuesto como una estrategia
atractiva para mejorar y/o aumentar la eficacia de antigenos vacunales contra
garrapatas, pudiendo tener el potencial de realizar proteccion cruzada contra una
amplia gama de especies de garrapatas de importancia meédica y veterinaria
(Willadsen, 2008; de la Fuente y Contreras, 2015; Ndawula Jr. et al., 2019). Por otro
lado, son escasos los estudios que evaluan la posible sinergia entre Bm86 y
subolesina contra R. microplus en bovinos. Este es el primer ensayo donde se

evaluo la eficacia de SUB y su combinacién con Bm86 bajo condiciones de campo.

En los animales inmunizados con la combinacion de subolesina+Bm86 se redujo
significativamente la oviposicion y la eclosién, mostrando una eficacia general de
49%. Este resultado en la eficacia es menor a los antigenos subolesina y Bm86
administrados de forma separada y a lo reportado por autores que evaluaron la
combinacién de subolesina+Bm86 bajo infestaciones artificiales de R. microplus en
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terneros, y de manera in vitro mediante alimentacién artificial por membranas en
larvas de R. australis (Shetters y Jansen, 2014; Trentelman et al., 2019). Estos
autores proponen una posible actividad sinérgica entre estos antigenos, no
obstante, estos resultados sugieren una posible competencia antigénica entre los

componentes.

El término “competencia antigénica” se ha utilizado para describir la tendencia
de algunas vacunas multi-antigénicas a generar respuestas inmunes mas bajas de
las que se pueden lograr con el uso de vacunas de un solo antigeno (Schwartzkoff
et al., 1993; Tizard, 2020). Cuando se administran simultaneamente diferentes
antigenos en combinacion, se produce competencia entre antigenos y se conoce
que ciertos epitopos dentro de una mezcla compleja de antigenos pueden ser
inmunodominantes sobre otros epitopos denominados “inmunosilenciosos”
(Schwartzkoff et al., 1993; Tizard, 2020).

Esta competencia puede ser intermolecular o intramolecular en la naturaleza
(Schwartzkoff et al., 1993), por lo que un antigeno puede dominar en la generacién
de la respuesta inmune o interferir con la respuesta hacia otros antigenos (Tizard,
2020). Ademas, existen investigaciones sobre vacunas multi-antigénicas que
demuestran que la competencia antigénica disminuye la eficacia vacunal en algunas
de estas vacunas contra patégenos (O' Meara et al., 1993; Schwartzkoff et al., 1993;
Raadsma et al., 1994). En un experimento de inmunizacion, Almazan et al. (2005b)
utilizando ovinos infestados con garrapatas adultas |. scapularis prob¢ la eficacia de
4E6, 4F8, subolesina y su combinacién, donde la combinacion de estos antigenos
tuvo una eficacia menor (58%) con respecto a subolesina (71%) pero fue mayor a
los otros antigenos (4E6 con 40% y 4F8 con 33%), siendo similar a lo encontrado
en este trabajo, donde la combinacién de subolesina+ Bm86 tuvo una eficacia
menor con respecto al polipéptido y al antigeno Bm86. Por lo que es posible
hipotetizar que exista competencia antigénica entre el polipéptido de subolesina y
Bm86 de manera moderada, posiblemente debido a que subolesina sea un antigeno
inmunodominante con respecto a otros antigenos, por lo que se sugiere realizar mas

estudios con esta combinacion.
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En cuanto a la cinética de anticuerpos en los animales inmunizados con la
combinacién de subolesina+Bm86, se indujo un aumento del nivel de anticuerpos
en comparacion con los animales inmunizados con Bm86 y el grupo testigo, pero
menor a la obtenida por subolesina, esto se debe posiblemente por competencia
antigénica. Esta cinética de anticuerpos alcanzé su mayor pico dos semanas
después de la tercera inmunizacion y los niveles de anticuerpos se mantuvieron
constantes durante todo el experimento, sin embargo, solo fueron significativos
hasta la semana 16. Estos resultados sugieren que el efecto en la reduccién sobre
la oviposicion y la eclosion en las garrapatas R. microplus se debe a la respuesta

inmune desarrollada por los animales.

Las diferencias encontradas entre los diversos trabajos de investigacion y este
trabajo pueden estar asociadas a factores directamente relacionados con la
naturaleza del experimento. Regularmente, las infestaciones naturales de
garrapatas en experimentos bajo condiciones de campo varian debido a la influencia
de factores intrinsecos y extrinsecos a los animales (Lima et al., 2000; Martinez et
al., 2006), principalmente por factores como el clima, el cual es dificil de predecir
(Sutherst et al., 1979; Willadsen et al., 1995). El clima de la zona donde se realiz6
este trabajo es tropico humedo Af (m) w” (e) con tres épocas definidas: 1) época
seca (febrero-mayo), 2) lluvias (junio-septiembre) y 3) invernal o nortes (octubre-
enero), con una temperatura promedio anual de 23.4°C y una precipitacién pluvial
de 1743 mm por ano (Garcia, 2004), asimismo se ha reportado previamente la
dinamica poblacional de R. microplus en estas condiciones, donde las infestaciones
por garrapatas se presentan durante todo el afo, pero en la época entre junio-
octubre son mayores (Alonso Diaz et al., 2007, 2012), por lo que es necesario

reforzar su control durante ese periodo.
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En este trabajo, la infestacion de garrapatas en los animales durante el periodo
experimental fue menor en comparacion a otros estudios realizados con
infestaciones naturales bajo condiciones tropicales (Jittapalapong et al., 2004). Esto
pudo deberse a las altas temperaturas con baja humedad relativa registradas
durante el experimento. Se ha reportado previamente que la temperatura y la
humedad relativa ambiental son criticas para el desarrollo y supervivencia de R.

microplus (Rodriguez-Vivas et al., 2011; Benavides-Ortiz et al., 2016).

De acuerdo con los datos obtenidos por CONAGUA durante el ano 2019 se
registraron precipitaciones pluviales mensuales por debajo de sus promedios
registrados con anterioridad, principalmente durante los meses de julio-septiembre.
Este trimestre fue registrado como el mas seco del periodo experimental y el afo
2019 fue registrado como el tercer anio mas seco para el estado de Veracruz, de
acuerdo con registros de lluvia anteriores (1951-2010) (INEGI, 2009; CONAGUA,
2019), lo cual influy6é en la temperatura y humedad relativa ambiental durante el

experimento (Anexo 2).

Sin embargo, es importante recalcar que resultados de experimentos previos han
demostrado que subolesina es un antigeno con alto grado de conservacion entre
cepas mexicanas de R. microplus (Lagunes et al., 2014; Merino-Charrez et al., 2019;
Pérez-Suarez et al.,, 2019) y los animales inmunizados con este polipéptido
desarrollaron una respuesta inmune humoral fuerte y especifica contra R. microplus.
No obstante, se sugieren realizar mas estudios bajo condiciones de campo para que
el polipéptido de subolesina pueda utilizarse en programas de control integrado de

ectoparasitos como agente de control coadyuvante.
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1.

IX. CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo demostraron que el polipéptido de subolesina
tiene un efecto inmunoprotector contra las infestaciones de R. microplus en
ganado bovino bajo condiciones de tropico humedo con una eficacia general
del 67%, la cual fue mayor al antigeno Bm86, posiblemente por algun grado
de divergencia en la cepa de R. microplus nativa que afecte la eficacia

vacunal de Bm86.

Este es el primer ensayo donde se evalud la eficacia del polipéptido de
subolesina y su combinacion con Bm86 bajo condiciones de campo. Los
resultados obtenidos sugieren una posible “competencia antigénica”

moderada entre ambos antigenos.

Se sugieren realizar mas estudios para poder dilucidar si este antigeno en
combinacién con otro podria ser mas eficaz y probar la eficacia del
polipéptido de subolesina bajo condiciones de campo en combinacion con

otras medidas de control.

46



X. REFERENCIAS

Abbas RZ, Zaman MA, Colwell DD, Gilleard J, Igbal Z. 2014. Acaricide resistance in cattle
ticks and approaches to its management: the state of play. Veterinary parasitology, 203, 6-
20.

Aguirre EJ, Santamaria VM. 1986. Purificacion y caracterizacion toxicolégica de
garrapatas B. microplus resistentes a ixodicidas organofosforados y organoclorados.
Memorias de IV Reunion Anual de la Asociacién Mexicana de Parasitologia Veterinaria.
Octubre 4 -5. Cd. Victoria, Tamaulipas, México: Asociacion Mexicana de Parasitologia

Veterinaria.

Ali A, Parizi LF, Ferreira BR, Vaz Junior IS. 2016. A revision of two distinct species of

Rhipicephalus: R. microplus and R. australis. Ciéncia Rural, 46, 1240-1248.

Allen JR, Humphreys SJ. 1979. Immunization of guinea pigs and cattle against ticks.
Nature, 280, 491-493.

Almazan C, Kocan KM, Bergman DK, Garcia JC, Blouin EF, de la Fuente J. 2003.
Identification of protective antigens for the control of Ixodes scapularis infestations using

cDNA expression library immunization. Vaccine, 21, 1492-1501.

Almazan C, Blas Machado U, Kocan KM, Yoshioka JH, Blouin EF, Mangold AJ, de la
Fuente J. 2005a. Characterization of three Ixodes scapularis cDNAs protective against tick
infestations. Vaccine, 23, 4403-4416.

Almazan C, Kocan KM, Blouin EE, de la Fuente J. 2005b. Vaccination with recombinant

tick antigens for the control of Ixodes scapularis adult infestations. Vaccine, 23, 5294— 5298.
Almazan C, Moreno-Cantu O, Moreno-Cid JA, Galindo RC, Canales M, Villar M, de la

Fuente J. 2012. Control of tick infestations in cattle vaccinated with bacterial membranes

containing surface-exposed tick protective antigens. Vaccine, 30, 265-272.

47



Almazan C, Lagunes R, Villar C, Rosario R, Canales M, de la Fuente J. 2010.
Identification and characterization of Rhipicephalus (Boophilus) microplus candidate
protective antigens for the control of cattle tick infestations. Parasitology Research, 106,
471-479.

Almazan C, Moreno-Cantu O, Moreno-Cid JA, Galindo RC, Canales M, Villar M, de la
Fuente J. 2012. Control of tick infestations in cattle vaccinated with bacterial membranes

containing surface-exposed tick protective antigens. Vaccine, 30, 265-272.

Almazan C, Tipacamu GA, Rodriguez S, Mosqueda J, Pérez de Leén A. 2018.
Immunological control of ticks and tick-borne diseases that impact cattle health and

production. Frontiers in bioscience, 23, 1535-1551.

Alonso-Diaz MA, Lopez-Silva BJ, Lemede Magalhdes Labarthe AC, Rodriguez-Vivas
RI. 2007. Infestacion natural de hembras de Boophilus microplus Canestrini, 1887 (Acari:
Ixodidae) en dos genotipos de bovinos en el tropico humedo de Veracruz, México.
Veterinaria México, 38, 503-509.

Alonso-Diaz MA, Fernandez-Salas A, Basurto-Camberos H. 2012. Manual Técnico: La
garrapata Rhipicephalus (Boophilus) microplus: su comportamiento, control y Resistencia a
los acaricidas en el trépico mexicano. Martinez de la Torre, Veracruz, México: CEIEGT,
Universidad Nacional Auténoma de México, FUNPROVER.

Andreotti R, Giachetto PF, Cunha RC. 2018. Advances in tick vaccinology in Brazil: from

gene expression to immunoprotection. Frontiers In Bioscience, Scholar, 10, 127-142.

Arce-Recinos C, Aranda-lbafez EM, Osorio-Arce MM R. Gonzalez-Gardufio R, Diaz-
Rivera P, Hinojosa-Cuellar JA. 2017. Evaluacion de parametros productivos vy
reproductivos en un hato de doble propdsito en Tabasco, México. Revista Mexicana de

Ciencias Pecuarias, 8, 83-91.

Artigas-Jerénimo S, Villar M, Cabezas-Cruz A, Valdés JJ, Estrada-Pefia A, Alberdi P,
de la Fuente J. 2018. Functional Evolution of Subolesin/Akirin. Frontiers in Physiology, 9,
1612.

48



Barker SC, Murrell A. 2004. Systematic and evolution of ticks with a list of valid genus and
species names. Parasitology, 129, 15-36.

Beati L, Keirans JE. 2001. Analysis of the systematic relationships among ticks of the
genes genera Rhipicephalus and Boophilus (Acari:lxodiae) based on mitochondrial 12S
ribosomal ADN gene and sequences end morphological characters, Journal of Parasitology,
87, 32-48.

Benavides-Ortiz E, Romero Prada J, Villamil-Jiménez LC. 2016. Las garrapatas del
ganado bovino y los agentes de enfermedad que transmiten en escenarios epidemiolégicos
de cambio climatico: Guia para el manejo de garrapatas y adaptacién al cambio climatico.
Costa Rica: IICA.

Blecha IMZ, Csordas BG, Aguirre ADAR, Cunha RC, Garcia MV, Andreotti R. 2018.
Analysis of Bm86 conserved epitopes: is a global vaccine against Cattle Tick Rhipicephalus

microplus possible?. Revista Brasileira de Parasitologia Veterinaria, 27, 267-279.

Bovimune Ixovac©. 2018. Lapisa Meéxico: Bovimune Ixovac© (Manual técnico).

http://www.lapisa.com/assets/recursos/Manual_Ixovac.pdf [Consulta 20 dic 2018].

Bowman DD. 2014. Georgis’ parasitology for veterinarians. 102 Edicién. St. Louis, Missouri,

USA: Elsevier Saunders.

Braga, AGS, Lima RA, Celestino CO, Facundo VA. 2017. Tick Rhipicephalus microplus
canestrini: biological, morphological and biological activity. Revista Eletrénica em Gestéo,

Educacéo e Tecnologia Ambiental, 21, 88-96.

Brown SJ, Shapiro SZ, Askenase PW. 1984. Characterization of tick antigens inducing
host immune resistance. |. Immunization of guinea pigs with Amblyomma americanum-
derived salivary gland extracts and identification of an important salivary gland protein

antigen with guinea pig anti-tick antibodies. The Journal of Immunology, 133, 3319-3325.

Burger TD, Shao R, Barker SC. 2014. Phylogenetic analysis of mitochondrial genoma
sequences indicates that the cattle tick, Rhipicephalus (Boophilus) microplus, contains a

cryptic species. Molecular Phylogenetics and Evolution, 76, 241-253.

49


http://www.lapisa.com/assets/recursos/Manual_Ixovac.pdf

Busby AT, Ayllén N, Kocan KM, Blouin EF, de la Fuente G, Galindo RC, Villar M, de la
Fuente J. 2012. Expression of heat-shock proteins and subolesin affects stress responses,
Anaplasma phagocytophilum infection and questing behavior in the tick, Ixodes scapularis.
Medical and Veterinary Entomology, 26, 92—102.

Canales M, Almazéan C, Naranjo V, Jongejan F, de la Fuente J. 2009. Vaccination with
recombinant Boophilus annulatus Bm86 ortholog protein, Ba86, protects cattle against B.

annulatus and B. microplus infestations. BMC Biotechnology, 9, 29.

Cobon G, Hungerford J, Woodrow M, Smith D, Willadsen P. 1995. Vaccination against
Boophilus microplus: the Australian field experience. En: de la Fuente J (Editor).

Recombinant Vaccines for the Control of Cattle Tick. La Habana, Cuba: Elfos Scientiae

Comision Nacional del Agua (CONAGUA). 2019. Reporte del clima en México: Reporte
Anual: 20109. [PDF, consulta 09 sep 2020]
https://smn.conagua.gob.mx/tools/DATA/Climatolog%C3%ADa/Diagn%C 3%B3stico%20At
mosf%C3%A9rico/Reporte%20del%20Clima%20en%20M%C3%A9xico/Anual2019.pdf

Contreras M, Kasaija PD, Merino O, de la Cruz Hernandez NI, 