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RESUMEN

El antigeno Bm86 es una glicoproteina obtenida de las microvellosidades del
intestino de la garrapata Rhipicephalus microplus la cual esta presente en todos sus
estadios de desarrollo. Este antigeno se ha utilizado para el desarrollo de dos
vacunas comerciales que han mostrado ser efectivas contra la garrapata R.
microplus reduciendo el uso de acaricidas. Bm86 tambien ha mostrado tener efecto
contra los tres estadios de Rhipicephalus sanguineus lo cual se ha atribuido a que
presenta similitud filogenética con R. microplus. En el presente estudio se evaluo el
efecto del antigeno recombinante Bm86 de una cepa mexicana de R. microplus
(media joya). Para lo cual 5 perros fueron vacunados con 60 mg del antigeno Bm86 y
posteriormente infestados con garrapatas adultas de R. sanguineus para su
alimentacion hasta la replecion. Para determinar el efecto de la vacunacién sobre las
garrapatas se evaluaron las variables de: peso de las hembras repletas, numero de
huevos ovopositados, peso de los huevos ovopositados, numero de larvas
eclosionadas, numero de larvas sin eclosionar y presencia de anticuerpos en suero
mediante la prueba ELISA, y todos los valores se compararon con el grupo control de
perros no vacunados. En las variables a medir se observo diferencia significativa
(P<0.05) en el peso de las hembras repletas (V .07075% vs. NV 0581 ), huevos
ovopocitados (V 976.59% vs. NV 595.89°), huevos eclosionados (V 706.38% vs. NV
205.22°), huevos no eclosionados (V 390.67% vs. NV 271.19% ) y peso de los huevos
ovopocitados (V 0.03604% vs. NV 0.02199° ) de las garrapatas alimentadas del grupo
vacunal y no vacunal. El uso del antigeno Bm86 como vacuna redujo

significativamente la reproduccion de las garrapatas de R. sanguineus.
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ABSTRACT

The Bm86 antigen is a glycoprotein obtained from the microvilli of the intestine
of the Rhipicephalus microplus tick, which is present in all its stages of development.
This antigen has been used for the development of two commercial vaccines that
have been shown to be effective against the R. microplus tick, reducing the use of
acaricides. Bm86 has also been shown to have an effect against the three stages of
Rhipicephalus sanguineus, which has been attributed to its phylogenetic similarity to
R. microplus. In the present study, the effect of the recombinant antigen Bm86 from a
Mexican strain of R. microplus (half jewel) was evaluated. For which 5 dogs were
vaccinated with 60 mg of the Bm86 antigen and subsequently infested with adult R.
sanguineus ticks for their feeding until repletion. To determine the effect of
vaccination on ticks, the following variables were evaluated: weight of full females,
number of ovoposited eggs, weight of ovoposited eggs, number of hatched larvae,
number of unhatched larvae and presence of antibodies in serum by the ELISA test,
and all values were compared with the control group of unvaccinated dogs. In the
variables to be measured, a significant difference (P <0.05) was observed in the
weight of full females (V .07075a vs. NV 0581a), ovopocitized eggs (V 976.59a vs.
NV 595.89b), hatched eggs (V 706.38a vs. NV 205.22b), unhatched eggs (V 390.67a
vs. NV 271.19a) and weight of ovopocytes (V 0.03604a vs. NV 0.02199b) of ticks fed
the vaccine and non-vaccine group. The use of the Bm86 antigen as a vaccine

significantly reduced the reproduction of R. sanguineus ticks.
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INTRODUCCION

Las garrapatas Rhipicephalus sanguineus son artropodos ectoparasitos que
se alimentan de sangre que pueden causar dafo directo al huésped y se encuentran
entre los vectores mas importantes de patdgenos que afectan tanto a los animales de
compainia como a los humanos. Por tal motivo se han desarrollado acciones para
disminuir o eliminar estos vectores, tales como fumigacion, bafios garrapaticidas,
antiparasitarios sistémicos, topicos y ultimamente la vacunacion (Parola et al., 2005).

Hasta ahora el control de R. sanguineus se ha limitado al uso de productos
quimicos en diferentes formas utilizando acaricidas como piretroides sin alcanzar
resultados satisfactorios (Otranto et al., 2005; Dantas —Torres et al., 2008). Esta falta
de eficacia se atribuye principalmente a que R. sanguineus por lo general se
encuentra en el medio ambiente (95%) y solo sube al perro a alimentarse por
periodos cortos y a la presencia de cepas resistentes al uso repetido de acaricidas.
Ademas, el uso de estos acaricidas tiene la desventaja de que contaminan el
ambiente y son toxicos para los animales y el ser humano (Miller et al., 2001;
Estrada-Pen, 2005). Actualmente existen en el mercado dos vacunas de antigeno
Bm86 (una cepa de Cuba y una cepa de Australia), que han sido efectivas en
bovinos contra la garrapata Rhipicephalus microplus disminuyendo su reproduccion,
ovoposicidn y eclosién de huevecillos (Cobon et al.,, 1995; Rodriguez et al., 1995;
Canales et al.,, 1997; de la Fuente et al.,, 1999). Ademas, ese mismo antigeno ha
mostrado ser efectivo en perros en estudios experimentales contra la garrapata R.

sanguineus (Pérez-Pérez et al., 2010). Debido a que en estudios realizados por Beati



y Keirans (2001) y Murrel y Barker (2003), se encontré6 que existe una relacion
filogenética entre el gen Bm86 de R. microplus y el gen Rs86 de R. sanguineus los
investigadores consideran que Bm86 pudiera ser efectivo contra la garrapata del
perro similar a la que se ha logrado contra R. microplus en bovinos.

Por lo anterior el objetivo de este estudio fue evaluar el efecto de la
vacunacion con antigeno Bm86 sobre la respuesta inmunitaria en perros y la

viabilidad de Rhipicephalus sanguineus.



REVISION DE LITERATURA

Rhipicephalus sanguineus

Las garrapatas son artrépodos (filo Arthropoda) de gran importancia médica y
veterinaria. Rhipicephalus sanguineus, comunmente conocida como la garrapata
marron del perro, es una garrapata de tres huéspedes que se alimenta
principalmente de perros y ocasionalmente de otros huéspedes, incluidos los
humanos. Ademas estan ampliamente distribuidas en todo el mundo (Coutinho et al.,
2005). De acuerdo a la clasificacion taxonomica R. sanguineus pertenece a: Reino:
Animalia; Filo: Arthropoda; Clase: Arachnida; Subclase: Acari; Superorden:
Parasitiformes; Orden: Ixédida; Familia: Ixodidae; Género: Rhipicephalus; Especie:
Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806). Su morfologia se caracteriza por la base
de gnatosoma (capitullum) que presenta una forma hexagonal y en ocasiones se
llegan a notar unos pequefios cuernos; los palpos los cuales son cortos y gruesos se
encuentran al nivel del hipostoma son érganos sensoriales simples que ayudan a las
garrapatas a localizar el huésped; su escudo es una placa dorsal esclerosada
posterior al capitulum, es semicircular sin ornamentaciones en color café y con
presencia de ocelos; sus coxas presentan una forma triangular o semitriangular y
pueden presentar espinas o carecer de ellas, y tiene una placa estigmal que se
encuentra abajo al lado de las coxas IV con de forma circular con una macula central
y numerosas copas o esferas; cuenta con presencia de festones y su forma del
cuerpo es ovalada (Osorio Miranda, 2015) (Figura 1 y 2). En el macho el escudo
cubre completamente el dorso, mientras que en la hembra lo cubre parcialmente esto

debido a que la ingesta de sangre es mucho mayor (Figura 3).
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Fig. 3: Morfologia de R. sanguineus (Gray et al., 2013). Vista dorsal. A: machb; B:
hembra.

La garrapata Rhipicephalus sanguineus esta ampliamente distribuida en todo
el mundo, es la especie de garrapata mas cosmopolita en caninos y se encuentra en
todos los continentes 50° N y 35° S, a cuyo entorno esta bien adaptada, en América
esta presente desde Canada hasta Argentina, se ha descrito en diferentes paises
como Brasil, Argentina y en México principalmente en los estados de Morelos,
Sinaloa y Mexicali Baja California (Rubio Robles et al., 2015). En un estudio realizado
en perros de la zona urbana de Mexicali, Baja California, México se encontré una
prevalencia de R. sanguineus del 65.1% (250/384) (Tinoco-Gracia et al., 2009).

Como otras garrapatas ixodidicas, R. sanguineus se somete a cuatro etapas
de desarrollo: huevecillo, larva, ninfa y adulto (Oliveira et al., 2005). El periodo de
alimentacion de R. sanguineus puede variar desde dos dias hasta varias semanas,
dependiendo del estadio de desarrollo de la garrapata (por ejemplo, el periodo de
alimentacion de las ninfas es mas largo que el de las larvas) y el hospedador (por

ejemplo, la alimentacién de las hembras hasta quedar repletas puede llevar mas



tiempo en los conejos que en los perros). Las garrapatas machos pueden
alimentarse en multiples ocasiones con sangre. El periodo de alimentacion es de 3
dias para las larvas, 4 dias para ninfas y 6 dias para la hembra adulta. De hecho, se
ha demostrado que las garrapatas machos previamente unidas a un perro pueden
pasar a otro perro y alimentarse de él. Ademas, las garrapatas macho pueden
permanecer durante largos periodos de tiempo en el hospedador. Curiosamente, se
ha observado que la presencia de machos puede aumentar el rendimiento de
alimentacion de las garrapatas inmaduras de R. sanguineus, particularmente ninfas
(Dantas-Torres, 2010).

Cuando se completa la alimentacion, la hembra repleta se separa del
hospedador, cae al suelo y después de un periodo de preovoposicion (de tres dias a
algunas semanas) deposita miles de huevecillos. Por lo general, las hembras de R.
sanguineus ovoposita ininterrumpidamente un promedio de 1500-4000 huevecillos.
El periodo de ovoposicion puede durar varias semanas y el numero de huevecillos
puestos por cada hembra se correlaciona directamente con su peso y la duracién del
periodo de ovoposicion. La eclosion de los huevecillos presenta un periodo de
incubacion que dura entre 6 a 14 dias hasta su eclosion como larva y su alimentacion
es de aproximadamente 7 dias, la primer muda de larva a ninfa es de 5 a 23 dias la
cual de realiza abajo del perro, al eclosionar en ninfa procede a alimentarse con una
duracion de 4 a 7 dias aproximadamente, al termino de su alimentacién baja del
perro y su segunda muda de ninfa a adulta presenta una duracién de 11 a 72 dias.
Terminado el proceso de muda las garrapatas adultas suben nuevamente al perro
para alimentarse la cual tiene una duracidon de 5 a 7 dias e iniciar nuevamente con su

ciclo (Dantas-Torres, 2010).



Como parasito que se alimenta de sangre, puede causar dafo directo debido
a su comportamiento de alimentacion y también pueden actuar como vector de
agentes de diversas enfermedades en el perro, como son Anaplasma
phagocytophilum, A. platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii y
Babesia vogeli (Pereira da Costa et al., 2015), que también pueden ser transmitidas

al humano ya que son causantes de zoonosis (Parolas y Padock, 2005).

Control de R. sanguineus

Se debe tomar en cuenta que solo el 5% de las garrapatas se encuentran en
el perro mientras que el resto (95%) se encuentran en el medio amiente. Por lo que
su eliminacion requiere de una estrategia de control integral, dirigida a los perros y al
ambiente. Se han utilizado piretrinas y piretroides entre ellos se encuentran
permetrina y cipermetrina presentando una disminucién significativa de R.
sanguineus pero su gran desventaja es que son toxicos para el perro y para el
humano, asi como también contaminan al medio ambiente ademas de que no
presenta una eliminacién completa de las garrapatas (Otranto et al., 2005; Dantas-
Torres et al., 2008). El uso a largo plazo de estos productos se ve continuamente
afectado por la capacidad de las garrapatas para generar resistencias que generen
que los productos quimicos sean ineficaces, tal resistencia plantea una seria
amenaza para el control de plagas. La resistencia puede resultar de un aumento en
la capacidad para desintoxicarse o por cambios en su morfologia. Las piretrinas y
piretroides actuan sobre las proteinas del canal de sodio dependientes del voltaje

que se encuentra en las membranas de las células nerviosas de los artropodos el



cual es interrumpido por la unién de estos productos deteniendo su proceso y

eventualmente hasta su muerte (Davies et al., 2007).

Respuesta inmunitaria

Cuando R. sanguineus intenta alimentarse de su hospedador, se enfrenta a la
hemostasis del hospedador (mecanismo de defensa de los vertebrados que previene
la pérdida de sangre), la inflamacion (que puede producir picazon o dolor y asi iniciar
un comportamiento de defensa en su hospedador) y la inmunidad adaptativa a través
de ambas respuestas ya sea humoral o celular. R. sanguineus desarrolla un
mecanismo de defensa farmacoldgico contra la respuesta inmunitaria de su
hospedador el cual consiste en lipidos y proteinas bidactivas que ayudan a su
alimentacion. La hemostasia, que incluye coagulacion, vasoconstriccion y agregacion
plaquetaria, es el primer mecanismo de defensa innato del hospedador contra la
lesion causada en la piel por los palpos de la garrapata. Esta respuesta activa la via
alterna del complemento y la inflamaciéon donde ocurre una infiltracion rapida de
leucocitos (Francischetti et. al. 2009), donde los queranocitos, células endoteliales,
leucocitos, mastocitos, células dendriticas y macréfagos establecen contacto
inmediato con la saliva de la garrapata y se activan liberando interlucinas y otras
citosinas que atraen mas células inflamatorias en el area de la infestacion (Wikel,
2013). Luego de la alimentacion sanguinea de las garrapatas se presenta la
activacion de la rama celular y humoral de la inmunidad adaptativa del hospedador
(Brossard et. al. 2004), donde los linfocitos T y B amplifican la respuesta inflamatoria

liberando citoquinas especificas que producen anticuerpos que se dirigen a



antigenos salivales o derivados de la saliva de R. sanguineus (Bowman et. al. 2008,

Wikel 2013 y Brossard et. al. 2004).

Antigenos contra R. sanguineus

Se ha reportado que la vacunacion con antigenos proteicos especificos es
capaz de inducir una inmunidad significativa contra la infestacion de garrapatas y
esta inmunidad se ha duplicado mediante la vacunacion con antigenos
recombinantes el cual es un gran paso para la produccion comercial de vacunas
(Willadsen, 2004). Ademas, Merino et al. (2013), reportaron que la administracion de
proteinas de garrapatas mediante la vacunacion no solo disminuye la alimentacion y
reproduccion de las garrapatas, sino también la infeccion y transmision de patégenos

de la garrapata al hospedador.

Se han identificado dos fuentes de antigenos vacunales candidatos que se
han clasificado como antigenos expuestos y antigenos ocultos. Los expuestos son
aquellos a los cuales el sistema inmune del hospedador se expone primero ya que se
encuentran en la saliva de la garrapata cuando se esta alimentando; estos no se
consideran efectivos por estar en constante exposicion al sistema inmune del
hospedador por lo que presenta cierta tolerancia y no los reconoce como cuerpos
extrafios por lo que no proporciona una proteccion efectiva (Allen et al., 1979;

Larregina y Falo, 2005).

Los antigenos ocultos son aquellos que no estan en constante exposicion con
el sistema inmune del hospedador que estimulan la produccidn de anticuerpos y una

eficaz proteccion en contra de las garrapatas. Un ejemplo serian aquellos que se

9



encuentran en la pared del intestino medio de la garrapata e interactuan con
inmunoglobulinas especificas que vienen en la sangre cuando la garrapata se
alimenta (Nutalle et al., 2006). La ventaja que ofrecen los antigenos ocultos es que
por estar ocultos no hay riesgo de que los mecanismos inmunosupresores que se
encuentran en la saliva de la garrapata induzcan tolerancia lo cual es un problema
potencial para las vacunas basadas en antigenos expuestos. Ademas de los
antigenos intestinales, los antigenos ocultos también se pueden obtener de otros
organos o tejidos de la garrapata como los ovarios, esto debido a que la digestion de
la sangre se produce principalmente en las células del intestino medio y pasa a la
hemolinfa por lo que las inmunoglobulinas pasan intactas a los ovarios (Nutalle et al.,
2006). Algunos antigenos ocultos que se han utilizado como vacunas potenciales

contra R. sanguineus son: antigeno vitelogenina, PO, VDAC y Bm86.

Sin embargo recientemente se ha distinguido un tercer grupo de antigenos
que combina las propiedades de los antigenos expuestos y ocultos (Nutalle et al.,
2006). Este ultimo grupo ofrece la posibilidad de una vacuna de amplio espectro
efectiva contra una amplia variedad de garrapatas adultas e inmaduras de
Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus sanguineus, la cual muestra actividad de
bloqueo y proteccion de transmision de patogenos (Allen et al., 1979; Larregina y

Falo, 2005).

Antigeno Vitelogenina: Es una hemoglicoproteina de la hemolinfa en
garrapatas adultas obtenida de R. sanguineus, es la proteina fundamental de los
huevecillos de los artrépodos, son generalmente grandes glicofosfolipoproteinas

oligoméricas compuestas de monomeros o dimeros, el peso molecular de la
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vitelogenina varia de 210 a 652 kDa. Vitelogenina es muy importante dentro de la
fisiologia en R (B). microplus, ya que participa en actividades vitales como la
formacion de huevecillos, alimentacién del cigoto y posteriormente del embridn por lo
que la interrupcién de vitelogenina provoca la disfuncidn de las células intestinales, y
varias de las actividades primordiales de las garrapatas y ha sido probada en R.
sanguineus y Dermacentor variabilis (Granjeno et al., 2010). Los estudios realizados
en R. sanguineus han demostrado que el estbmago es uno de los sitios de sintesis
de vitelogenina, la que es transportada al ovario via hemolinfa y convertida en
vitelina, constituyente del huevecillo; ademas de constituir una via de penetracion de
microorganismos al interior de la garrapata (Kocan et. al. 1995). En la ultima década
el estudio de las serino proteinasas en artropodos ha despertado gran interés por
constituir mediadores esenciales de ciertos procesos fisiolégicos (Rosenfeld et. al
1988). Se ha demostrado que estas proteinasas estan involucradas en la digestion
del alimento dentro del intestino, en la activacion de la cascada de la fenoloxidasa en
respuesta a infecciones microbianas, en la destoxificacion de agentes nocivos como
los insecticidas y en la modulacién del desarrollo embrionario. Resulté muy
interesante encontrar una actividad endopeptidasa con estas caracteristicas en el
intestino a pesar de que la actividad digestiva en garrapata es intracelular con un pH

muy acido a diferencia de los insectos.

Antigeno PO0: La proteina PO es un componente estructural del ribosoma de
todos los organismos, se localiza en el citoplasma de la célula y es esencial para el
ensamblaje de la subunidad ribosémica. Su ausencia conduce a ribosomas inactivos

para la sintesis de proteinas y la muerte celular (Wang et al., 2002). Ademas, la
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proteina PO actua como un elemento regulador que ayuda a ajustar el metabolismo
de los organismos a diferentes condiciones ambientales. Las secuencias de esta
proteina en diferentes especies de garrapatas muestran una identidad muy alta.
Tomados en conjunto, estos resultados sugieren que el antigeno podria tener una
actividad de amplio espectro y ser activo contra varias especies de garrapatas
(Rodriguez-Mallon et al., 2012). Se ha identificado una region inmunogénica de la
proteina ribosémica PO de Rhipicephalus spp. que no estan muy conservadas en
comparacion con la proteina homologa secuenciada a genes en sus hospedadores.
Se trata de un péptido de 20 aminoacidos que en su forma sintética se ha evaluado
como antigeno vacunal contra R. sanguineus en un experimento de inmunizacion en
un modelo en conejos donde el péptido PO redujo en gran medida la supervivencia
de las garrapatas con una eficacia general del 90%. Por lo que se encontré que el
péptido seleccionado como antigeno de vacuna se localiza en una region altamente
inmunogénica dentro de la proteina PO (Rodriguez-Mallon et al. , 2012). En un
estudio PO se utiliz6 como vacuna contra la garrapata Rhipicephalus microplus
mostrando una disminusion significativa en el numero de hembras repletas y en el
peso de las mismas, tambien presentd disminusion en el numero de huevos
ovopositados y numero de huevos eclosionados dando como resultado una

efectividad del 96% (Rodriguez-Mallo et al., 2015).

Proteina VDAC: VDAC es una proteina transmembranal que actua como un
poro selectivo, esta presente en multiples taxa y se sabe que esta involucrada en
procesos de apoptosis. Al ser un antigeno oculto VDAC es considerado un candidato

vacunal siempre y cuando sea inmunogénico y se encuentre conservado. Hasta la
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fecha no se ha encontrado un homologo de VDAC en otras especies del género
Rhipicephalus. Por otra parte, se sabe que Pichia pastoris tiene la capacidad de
poder plegar proteinas eucariontes de manera muy similar a sus organismos nativos
y se ha usado como un muy eficiente sistema de producciéon debido a la gran
cantidad de proteina recombinante que puede ser obtenida, razén por la cual ha sido
elegida como organismo modelo para la expresidn de proteinas recombinantes para

uso vacunal (Rodriguez-Hernandez et al., 2015).

En un estudio se identifico el gen homologo que codifica a VDAC en la especie
de garrapata R. sanguineus y R. annulatus donde comprobaron su grado de
conservacion al nivel de secuencia de nucledtidos y de proteina predicha, asi como
el disefio de primers para su clonacién en un vector de expresion P. Pastoris. Se
mostraron 750 pares de bases utilizando los primers de Rodriguez-Hernandez, et al.,
2012. Al comparar las secuencias obtenidas de R. sanguineus y R. annulatus
utilizando BLAST se observé que la cobertura es mayor a 96 % con mas del 80 % de
identidad con secuencias reportadas de VDAC en R. microplus, Amblyomma
variegatum e Ixodes scapularis, 1o cual sugiere que la secuencia codificante para
esta proteina se encuentra altamente conservada entre especies de importancia en
la salud animal (por lo menos en las secuencias de garrapatas reportadas hasta el
momento). Al realizar el alineamiento con Clustal Omega, se observo una diferencia
de 14 aminoacidos con respecto a la secuencia predicha de R. sanguineus al ser
comparadas con la secuencia de R. microplus y 45 con respecto a I. scapularis.
Mientras que la secuencia predicha de R. annulatus presentd una diferencia de seis

aminoacidos con respecto a R. microplus y 43 con respecto a [. scapularis. La
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prediccion de epitopos B confirmd que los 4 epitopos B predichos en R. microplus se
encuentran conservados en VDAC de R. sanguineus. Finalmente, utilizando la
secuencia de VDAC de R. sanguineus se disefaron los oligos con los cuales se logré
amplificar un fragmento de 520 pares de bases en linea con el marco de lectura
nativo. Debido a las construcciones disefiadas en el extremo 5’ de los primers, se
tiene la certeza de que al clonarse en el vector pPICZa tendra la direccidn correcta al

momento de la transcripcion (Corona-Guerrero et al., 2017).

Antigeno Bm86: Es una glicoproteina aislada a partir de las células de las
microvellosidades del intestino de la garrapata R. microplus y R. sanguineus
(Willadsen y Kemp, 1988) que esta presente durante todo el ciclo de vida de la
garrapata, desde los huevecillos antes de la muda hasta la etapa adulta en la
garrapata repleta de sangre. Esta proteina tiene un peso molecular de 890.000 Da
esta conformada por 650 aminoacidos por lo cual se conoce que es muy plegada

(Ledn-Clavijo et al., 2012).

El gen Bm86 de forma recombinante ha sido clonado y expresado en
diferentes vectores, como E. Coli, baculovirus y Aspergillus spp; la respuesta
inducida por estos vectores ha sido baja, por o que posteriormente se expreso en la
levadura Pichia pastori dando resultados satisfactorios para controlar la infestacion
de garrapatas R. microplus (Brossard y Wikel, 2004; Bautista, 1987). Este antigeno
se considera un candidato adecuado para su uso por que induce a una fuerte
respuesta de anticuerpos y redujo la ovoposicidn y cantidad de garrapatas adultas

que afectaban al ganado bovino (Willadsen, 2004). Sin embargo, a la fecha, se
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desconoce como los anticuerpos interfieren con la garrapata, reduciendo asi el
numero, el peso y la capacidad reproductiva de las mismas. Asi mismo, la
prevalencia de algunos patdgenos transmitidos por garrapatas puede verse afectada
indirectamente con el uso de este antigeno (de la Fuente et al., 2007).

Al investigar la eficacia recombinante expresada en la levadura Pichia pastori
para la reduccion del potencial de R. sanguineus mediante la vacunacion en perros
(Rodriguez-Mallon et al., 2012) se ha observado que puede funcionar debido a que
se reporté una estrecha relacion filogenética entre R. sanguineus y R. microplus
(Beati y Keirans, 2001; Murrel y Barker, 2003) ya que se ha descrito una alta similitud
entre el gen Bm86 y su homodlogo recientemente aislado Rs86 en R. sanguineus
(Fang y Xu, 2007).

Los estudios de Pérez-Pérez et al. (2010) mostraron que la vacunacion con el
antigeno Bm86 de una cepa originaria de Cuba presenta eficacia en la respuesta
inmune contra R. sanguineus. Ellos observaron que en perros inmunizados con
Bm86 e infestados con los 3 estadios de la garrapata se obtuvieron tasas de
recoleccion significativamente menores (P<0.05) tanto para larvas (38%), ninfas
(29%) y hembras adultas (31%,) en comparacion con los perros no inmunizados,
observando también una disminucion en el peso de las hembras repletas y la masa
de los huevecillos, pero no en la tasa de eclosion. Por lo que los cientificos llegaron a
la conclusion de que el antigeno Bm86 utilizado como vacuna para perros redujo la

viabilidad y el potencial de Rhipicephalus sanguineus.
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MATERIALES Y METODOS

Localizacion del area de estudio

El estudio se desarroll6 en las instalaciones de Instituto de Investigaciones de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Autbnoma de Baja California, México, en un
area bajo condiciones controladas de temperatura (25 °C) y humedad relativa (15%)
dentro del edificio H, siguiendo las especificaciones técnicas indicados en la Norma
Oficial Mexicana (NOM-062-Z00-1999) Produccion, cuidado y uso de los animales

de laboratorio.

Las pruebas inmunoldgicas se llevaron acabo en Laboratorio de Inmunologia y
en el Laboratorio de Salud Publica Veterinaria del Instituto de Investigaciones de

Ciencias Veterinarias.

Duracién del experimento

El desarrollo del experimento tuvo una duracion de 6 meses, que comprendio
el cultivo de las garrapatas (aproximadamente 60 dias), la vacunacion e infestacion
de los perros, medicion del efecto de la vacuna sobre R. sanguineus en cuanto a
peso las hembras repletas, peso de los huevos, numero de huevos ovopocitados y
tasa de eclosion y posteriormente la determinacion de anticuerpos mediante una

prueba de ELISA.
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Vacunacién de perros

Se utilizaron 8 perros criollos talla mediana (4 machos y 4 hembras) de 4 a 5
meses de edad con un peso de 8 a 10 kg, desparasitados, clinicamente sanos y
nunca antes expuestos a garrapatas. Se mantuvieron aislados en el laboratorio
durante el tiempo que se llevo a cabo el experimento, a fin de evitar el contacto con
garrapatas. En la distribucion de los tratamientos sobre las unidades experimentales
de manera aleatoria resultaron dos grupos, el grupo no vacunal (NV) con 3 perros y
el grupo vacunal (V) con 5 perros. Los perros fueron alimentados con dieta comercial
a base de croquetas y agua a libre acceso. Cada perro fue alojado en jaulas
individuales de acero inoxidable con dimensiones de 24x30 pulgadas y eran sacados
de sus jaulas dos veces al dia para ejercitarse dentro del laboratorio durante una

hora (por la manana y por la tarde).

Al grupo no vacunal se le aplico 1 mL de solucion salina fisiologica (placebo)
en el miembro posterior derecho via intramuscular y al grupo vacunal se le aplicé 1
mL de una vacuna recombinante rBm86 (Laboratorios LaPiSA, Ciudad de México,
México), a una concentracién de 60 pg de antigeno Bm86 en adyuvante oleoso. Las

inmunizaciones se realizaron al dia 0, 84 y 115.

Antes de cada inmunizacion se tomo una muestra sanguinea de la vena
cefalica en tubos sin anticoagulante (BD Vacutainer) para la obtencion del suero. Los

sueros se congelaron a -20 °C hasta su posterior analisis.
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Cultivo de Rhipicephalus sanguineus

Se desarrollé el cultivo in-vitro de 8 garrapatas obtenidas directamente de
perros infestados con R. sanguineus del Centro de Control animal de la ciudad de
Mexicali, Baja California. Se colectaron utilizando pinzas sin punta evitando
pincharlas y colocandolas en frascos de plastico para su transportacion al
Laboratorio de Parasitologia.

Las garrapatas fueron lavadas con agua destilada, secadas y después
colocadas dentro de cajas de Petri. Se mantuvieron en incubadora (phcbi, modelo
MCO-170AICD, Europa) a una temperatura de 30°C con un 80% de humedad
durante 10-12 dias hasta su ovoposicidn, posteriormente los huevos ovopocitados de
cada garrapata se colectaron y se colocaron en contenedores individuales (vasos de
muestra). Se incubaron nuevamente durante 14 dias hasta su eclosion a larvas.
Todas las larvas fueron colocadas en la camara de plastico aplicada en el area
intercostal del perro para su alimentacion durante 3-4 dias. Una vez ingurgitadas se
colocaron nuevamente en dos contenedores y se incubaron bajo las mismas
condiciones hasta su muda como ninfas, ocurriendo en aproximadamente 10 dias.

Todas las ninfas se colocaron nuevamente en el perro para su alimentacion
durante 5 dias. Una vez repletas éstas se desprendieron por si solas, se colectaron
todas y se incubaron por 7 a 10 dias hasta mudar a adultas, las cuales se
mantuvieron sin alimentar durante 30 dias hasta ser utilizadas para infestar a los

perros del grupo vacunal y del grupo no vacunal.

18



Infestacién con Rhipicephalus sanguineus

A cada perro del grupo vacunal y el grupo no vacunal le fue colocada una
camara de plastico blando forrada con una media de tela la cual se adhiridé en el
costado afeitado en el area de las costillas dentro de la cual se colocaron 28
garrapatas adultas (14 hembras y 14 machos) para su alimentacion, durante
aproximadamente 6 dias. Al término de su alimentacion se desprendieron por si
solas y se recolectaron en contenedores individuales. Se utilizaron collares isabelinos
desde el primer dia de la infestacion para evitar la eliminacién de la camara por parte
de los perros.

Las garrapatas repletas colectadas de cada uno de los perros fueron pesadas
y colocadas en cajas de Petri con el nombre de cada uno de ellos. Se mantuvieron
en incubadora durante 10 dias hasta su ovoposicion. Los huevos ovopocitados se
pesaron y se transfirieron a contenedores individuales (vasos de muestra)
previamente identificados los cuales fueron incubados durante aproximadamente 14
dias hasta su eclosion a larvas. Se procedid a realizar un conteo de huevos

eclosionados y no eclosionados.

Determinacién de Anticuerpos

Los niveles de anticuerpos se determinaron mediante una prueba de ELISA.
La prueba consistié de la aplicacion de 100 yL de antigeno Bm86 en cada pocillo de
una placa de 96 pocillos a una concentracién de 5 ug / mL en tampdn carbonato 0.1
M, pH 9.6 y la placa se dejo incubando durante toda la noche en una camara fria a 4
°C. Los pocillos se lavaron 3 veces con PBS-T 20 al 0.1 % y se bloqueo con 100 pL

de Blocking buffer durante 1 hora a 37°C. Posteriormente, después de lavar 3 veces
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con PBS-T se agregaron 100 pL de suero a analizar en una dilucion 1:400, se incubo
durante 1 hora a 37°C, luego del lavado se agregaron 100 pL de anticuerpo
conjugado con fosfatasa alcalina IgG anti-inmunoglobulina del perro a una dilucion
1:4000. Después de la incubacion y el lavado, las reacciones se mantuvieron durante
5 minutos en la oscuridad utilizando 100 yL de Ortofenilendiamina (OPD). Las placas
fueron llevadas a un lector de ELISA de alto rendimiento MPM6 donde se obtuvo la

densidad 6ptica a una longitud de onda de 405 nm.

Analisis Estadistico

Se obtuvieron los estadisticos descriptivos para la variable de densidad oOptica
en el suero sanguineo y para las variables de la viabilidad de Rhipicephalus
sanguineus. Con los datos de densidad Optica se construyd un grafico para observar
su comportamiento. La comparacion de medias entre ambos grupos en cuanto a
medicion de anticuerpos y para las variables peso de las garrapatas R. sanguineus
antes de su ovoposicidn y peso de los huevos ovopocitados, se llevo a cabo de
utilizar la prueba t de Student. La prueba de homogeneidad de varianzas entre
grupos para la variable en estudio se resolviéo de aplicar la prueba de Cochran. El
analisis se realiz6 con la ayuda del procedimiento TTEST del paquete estadistico
Statistical Analysis System (SAS) version 9.0 para Windows. La comparacion entre
grupos para las variables de conteo: la ovoposicion y la tasa de eclosion se realizd
de aplicar la prueba chi-cuadrada. El analisis se realizé de aplicar el procedimiento
FREQ del paquete estadistico Statistical Analysis System (SAS) versién 9.0 para

Windows.
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RESULTADOS
Respuesta de anticuerpos especificos de Bm86 en perros vacunados y no
vacunados.

La respuesta de anticuerpos especificos anti-Bm86 en el grupo vacunal y
grupo no vacunal se determin6 mediante una prueba de ELISA. En el grupo vacunal
se observd que solamente dos de los perros inmunizados durante la primera
inmunizacion al dia 84 presentaban una densidad oOptica de .242 y .250 superior al
punto de corte (.199 unidades de absorbancia) a 405 nm en una dilucién de 1:400 y
durante la segunda inmunizacién al dia 115, 3 de los perros del grupo vacunal
presentaron una densidad optica de 0.206, 0.630 y 0.555 a una dilucién de 1:400. Al
contrastar los valores entre los grupos y utilizar para su valoracién la prueba t de
student, los resultados indican que hubo diferencia significativa (P< 0.05) en los
valores de DO entre el grupo vacunal y el grupo no vacunal, indicando diferencias en

los niveles de anticuerpos en los grupos evaluados (Figura 4).

Anticuerpos

0.4
Vacunal
0.3
0.2
0.1 No Vacunal
0.0
0 40 30 120
Dias

Fig. 4. Comportamiento promedio de Densidad Optica de los anticuerpos.
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En la Fig 4, se observa que el comportamiento del grupo no vacunal se encuentra
por debajo del nivel 0.1 de la densidad optica de una forma constante durante todo el
experimento. Para el grupo vacunal, la tasa de incremento a los 84 dias fue de 0.17
estimada por regresion de los valores de DO dado el tiempo, la cual resulto ser
significativa. Hacia el dia 115, se puede observar una tasa de incremento en los
valores de DO de hasta dos veces la tasa de incremento estimada (0.17 vs. 0.35
cuadro 1), indicando mayor cantidad de anticuerpos como la determinada en
diluciones de 1:400 debido a que los perros vacunados presentaron linfocitos By T
de memoria conocido como inmunidad secundaria la cual permite que esta
proliferacion de linfocitos presente respuesta en contra del antigeno especifico Bm86

(Bowman et. al. 2008).

Cuadro 1. Diferencia de valores de DO a diferentes tiempos por grupo experimental

Variable Vv NV EE
DOy .075 .079 .005
DOs4 A75 .079 .0486
DO115 .350 .079 1334

V=Grupo Vacunal NV=Grupo No-Vacunal
EE= Error Estandar

Efecto de la vacunacion sobre Rhipicephalus sanguineus
Todos los perros de ambos grupos fueron infestados con el estadio adulto de
garrapatas R. sanguineus para su alimentacion y posteriormente se evaluaron los

siguientes parametros: el peso de las garrapatas adultas, numero de huevos
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ovopocitados, peso de los huevos ovopocitados, tasa de eclosidén, tasa de no

eclosion. Los resultados se muestran en el cuadro 2.

Cuadro 2. Valores promedio para variables en el estudio junto con sus errores

estandar.

Variables V NV EE
Peso de hembras repletas .07075° .05812 .0156
Huevos ovopocitados 976.59° 595.89° 207.767
Huevos eclosionados 706.38° 205.22° 202.181
Huevos no eclosionados 390.67° 271.19° 141.56
Peso huevos ovopocitados 0.03604° 0.02199° 0.0076

V=Grupo Vacunal, NV=Grupo No-Vacunal
EE= Error Estandar. Letra distintas por renglén son diferentes (P<.05)
Entre grupos de comparacion se ve un diferencial significativo (P< 0.05), entre

el grupo vacunal y no vacunal, respectivamente, en el numero de huevos
ovopocitados (976.59 vs. 595.89) (Fig. 5), en el numero de huevos eclosionados
(706.38 vs. 205.22) (Fig. 6), sin embargo lo que resalta es el mayor rango intercuartil
en el grupo vacunal en comparacién al grupo no vacunal, como indicador de
dispersion, en el peso de los huevos ovopocitados (0.03604 vs. 0.02199) (Fig. 7),
debido a que la inmunizacion basada en antigeno Bm86 en perros afectd
parcialmente los parametros bioldgicos de R. sanguineus ya que present6 diferencia
significativa en cada una de las variables mencionadas anteriormente. Esta
diferencia significativa se debe a la union de inmunoglobulinas a las células

digestivas o células blanco donde la surge la fijacion del complemento produciendo
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lisis célular y aumentando la opsonizacion de los anticuerpos permitiendo que surja
la fagocitosis y finalmente la inhibicion de la endocitosis como consecuencia de la

unon de los anticuerpos (Hope et al, 2010).
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Fig. 5. Dispersion del numero de huevos Ovopocitados.

o F 6.14
2000 - Prob=F 00176
1500 ~
"E 1000 <
@
<o
500+ o
U - —_—
1 L
NV v

trat

Fig. 6. Dispersion del numero de huevos eclosionados.
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Fig. 7. Dispersion del peso de los huevos ovopocitados.

A la fecha no se ha observado que los perros expuestos a R. sanguineus
desarrollen un nivel de inmunidad protectora contra ésta (Szabd, 1991; Szabd¢ et al.,
1995; Ferreira et al., 2003). Esto debido a que R. sanguineus ha desarrollado
mecanismos que le permiten evadir la respuesta inmune contra los antigenos de la
garrapata que estan presentes en su saliva y que le permiten fijarse para su
alimentacion y permanencia en el hospedador (Willasend, 2004). En el presente
estudio se encontré una diferencia significativa en la densidad optica (DO) de los
sueros obtenidos de perros vacunados con el antigeno Bm86 con respecto a los
perros no vacunaos, ya que se observo un incremento de la DO luego de aplicar la
segunda dosis de vacunacion. Estos resultados sugieren que el antigeno utilizado en

este estudio tuvo un efecto inmunogénico al estimular la produccion de anticuerpos,

DISCUSION
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similar a los resultados obtenidos por Pérez- Pérez, et al. (2010) en perros
vacunados con un antigeno recombinante Bm86 donde se obtuvo un aumento
marcado y significativo de la DO en perros vacunados después de la segunda dosis
de vacuna aplicada. Asi mismo, estudios realizados por De Vos et al. (2001) y
Rodriguez et al. (2004) demostraron la capacidad inmunogénica del antigeno
recombinante Bm86 al estimular la produccion de anticuerpos efectivos en bovinos
vacunados en campo. Sin embargo los tiempos de revacunacion en este estudio
fueron muy prolongados en comparacion a los empleados en el estudio realizado por
Perez-Perez et al. (2010), lo que pudo reflejarse en la deteccion de un menor nivel de
anticuerpos en el suero de los perros vacunados. Con respecto a los parametros
biolégicos que se midieron en este estudio para determinar el efecto que la
vacunacion tuvo sobre R. sanguineus, después de realizar el desafio con hembras
adultas de R. sanguineus que se alimentaron de perros vacunados y no vacunados,
no se observd una reduccion significativa en el peso de las hembras repletas y el
numero de huevos no eclosionados entre ambos grupos, contrario a lo obtenido por
Pérez-Pérez, et al. (2010) donde se observd que hubo una reduccion significativa
(90%) en el peso de las hembras repletas. Ademas, en el presente estudio se
observd una reduccién significativa en el numero de huevos ovopocitados, huevos
eclosionados y peso de los huevos ovopocitados, entre el grupo vacunado y no
vacunado, similar a lo obtenido por Garcia-Garcia, et al. (2000) donde observaron
una reduccion significativa en cuanto al numero de huevos ovopocitados y peso de
los huevos. Tanto en el presente estudio como en el de Pérez- Pérez, et al. (2010) el
parametro de eclosion presentd diferencias significativas entre larvas eclosionadas

provenientes de perros vacunados y sin vacunar. El uso de vacunas contra
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garrapatas no inducira la muerte directa de las garrapatas si no que se basara en
una disminucién progresiva de su poblacion ya que afecta directamente a su intestino
medio y por consiguiente a su aparato reproductor (Rodriguez et al., 1995; Suarez
et., 2007). Ademas, Barriga (1999) menciona que probablemente podria ser
progresiva presentando una alta reduccion de la poblacién de garrapatas en cuanto

al tiempo en comparacion con la aplicacién de acaricidas quimicos.
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CONCLUSION

Se comprobd que ante la aplicacién del antigeno Bm86 como vacuna si hubo

presencia de anticuerpos contra el antigeno especifico en el grupo vacunal.

El uso de este antigeno present6 una reduccion significativa ante la medicion
de variables del peso de las hembras repletas, numero de huevos ovopositados,
peso de los huevos ovopocitados, numero de huevos eclosionados y numero de
huevos no eclosionados, reduciendo la reproduccion de las garrapatas de R.

sanguineus.
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