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RESUMEN

Con el fin de satisfacer los requerimientos nutricionales de la poblaciéon humana, la
industria ganadera ha intensificado su sistema de produccién, implementando el uso
de plaguicidas que prevengan o eviten infestaciones por garrapatas como R.
microplus, sin embargo, esto conlleva riesgos asociados, al identificar residuos de
estos productos quimicos en alimentos derivados del ganado, los cuales se
relacionan con dafios en la salud, como el cancer. El objetivo de este trabajo fue
disefiar y producir un antigeno vacunal contra estos ectopardasitos. Se realizdé un
analisis in silico de la proteina RmS-17, con el fin de predecir la regibn mas
inmunogénica de la secuencia reportada en el GenBank (KC990116.1). Se
identificaron dos epitopos de células B, una vez identificada la region de interés, se
disefiaron oligonucledtidos especificos para la amplificacion por PCR de un

fragmento de 435 pb. El producto de la amplificacion fue clonado y expresado en el
vector pET100/D-TOPO®, y analizado mediante gel de acrilamida y Western blot,

detectando un polipéptido de 23 kDa. Finalmente, se purific6 mediante
cromatografia de afinidad por medio de columnas Ni-NTA spin (Qiagen®) y se
realizé la formulacion, haciendo una emulsién con adyuvante comercial Montanide

ISA 50 V2 (Seppic®, Paris, France) para fines experimentales.

Palabras clave: plaguicidas, R. microplus, alimentos, andlisis computacional.
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1. INTRODUCCION

La seguridad alimentaria es, de acuerdo con la Organizacién de las Naciones
Unidas para la Alimentacion y la Agricultura (FAO) «cuando todas las personas
tienen en todo momento acceso fisico y econémico a suficientes alimentos inocuos
y nutritivos para satisfacer sus necesidades alimenticias y sus preferencias en

cuanto a los alimentos, a fin de llevar una vida sana» (1).

La inocuidad de los alimentos es un punto clave para que exista seguridad
alimentaria, es una parte fundamental del componente de utilizacion de los
alimentos (2), y sin inocuidad no hay dieta correcta, ya que es un componente de
esta. Una dieta correcta incluye alimentos de origen animal, los cuales aportan

aminoacidos esenciales y micronutrimentos (3).

La industria ganadera representa mundialmente el 40% del producto interno bruto
agricola y los productos de la ganaderia proveen un tercio de la proteina que
ingieren los humanos (4). En 2020, México tuvo una produccién de 2,079,362 ton

de ganado bovino y 12,553,800 L de leche bovina (5).

En la actualidad el ganado bovino es la especie mas afectada por ectoparasitos
como las garrapatas, lo cual se refleja en pérdidas econdémicas para el productor,
como resultado de los efectos directos en la produccién, problemas para

comercializar animales infestados y por la transmision de enfermedades (6,7).



Existe una gran distribucion mundial de especies de garrapatas, de las cuales, hay
una cantidad que afecta al ganado bovino en el continente americano, entre las mas

importantes esta R. microplus (7).

Se ha establecido esencialmente el uso de compuestos quimicos para el control de
garrapatas, sin embargo, la ineficacia del control quimico se relaciona con una mala
aplicacion, uso de procedimientos inadecuados, condiciones estacionales
desfavorables o por el surgimiento de algin mecanismo de resistencia en
poblaciones de R. microplus. Se requiere métodos alternativos de control, que
actuen de acuerdo con las caracteristicas de la cepa con resistencia (8), que sea
inocuo para los animales, que no contamine carne ni leche y, por lo tanto, no genere
un impacto ecoldgico negativo. El desarrollo de vacunas promete ser un método de
control ideal para disminuir las poblaciones de garrapatas en zonas de alta

incidencia (9).



2. ANTECEDENTES

2.1 Seguridad alimentaria

El derecho a la alimentacion es un Derecho Humano, promulga el acceso continuo
a los recursos que permiten producir, obtener o adquirir la cantidad adecuada de
alimentos no solo para prever el hambre, sino incluso para garantizar salud y
bienestar (10); un aspecto fundamental del derecho a la alimentacion es la inocuidad
de los alimentos, el cual involucra implementar medidas necesarias para impedir la

contaminacién de los productos alimenticios (11).

Brindar seguridad alimentaria a la poblacion humana exige acciones contundentes
para lograr cambiar el sistema, desde de la produccion hasta la ingesta,
proporcionando particular interés en la sostenibilidad, por lo cual, es preciso
promover patrones de alimentacién saludables, que tengan demostrado un bajo

impacto ambiental y aumento en el indice de sostenibilidad (12).

Distintos organismos nacionales e internacionales en las ultimas décadas han
acusado y hecho notar la violacidbn a los Derechos Humanos, y los delitos
ambientales relacionados con la utilizacion excesiva de productos agroquimicos. En
México se tiene conocimiento que existen alrededor de 183 plaguicidas altamente
peligrosos que cuentan con autorizacion para su uso, aun cuando estan prohibidos
en otros paises. Recientes estudios ponen en evidencia la presencia en suelo y
agua de compuestos quimicos, en particular, organoclorados y organofosforados

(13). En el Estado de Veracruz, se encontraron altos niveles de plaguicidas



organoclorados en carne de bovino, siendo un potencial riesgo carcinogénico por

su ingesta (14).

En contraste, el uso de biolégicos como las vacunas veterinarias resultan ser un
factor importante para garantizar la seguridad alimentaria, siendo una alternativa
para prevenir enfermedades infecciosas que afectan a los animales y por
consiguiente la produccion de alimentos inocuos libres de pesticidas. Con el uso de
vacunas se procura la salud publica, segun la Organizacién Mundial de la Salud, de
las enfermedades de origen animal que surgen, el 75 % tiene la capacidad de

transmitirse al ser humano (15).
2.2 Inocuidad alimentaria

La FAO establece cuatro dimensiones béasicas de la seguridad alimentaria: la
disponibilidad fisica, el acceso econémico y fisico a los alimentos, la utilizacién de
los alimentos y por dltimo la estabilidad en el tiempo de las otras tres dimensiones
(16). Dentro de la tercera dimension, no basta con la disponibilidad y accesibilidad
de los alimentos a las familias para garantizar una dieta correcta, la calidad e
inocuidad de los alimentos son elementos que determinan el correcto

aprovechamiento por el organismo (17).

A nivel mundial, la produccion de alimentos ha ido cambiando debido a las
exigencias del comercio, el cual genera demandas por parte de los consumidores

gue buscan productos inocuos, asi mismo, organismos internacionales, la sociedad



y los gobiernos han mostrado su preocupacion por la sostenibilidad econémica,

ambiental y social de los sistemas de produccién (18).

El conjunto de acciones y medidas por el cual pasan los alimentos durante la
produccién, el almacenamiento, la distribucion y la preparacién, definen a la
inocuidad, con el propésito de garantizar que su ingesta no sea una causa de riesgo
a la salud. En afios recientes se ha logrado avanzar en la sensibilizacion sobre la
relevancia de la inocuidad abarcando por completo la cadena alimentaria, debido a
gue puede haber problemas originados en la produccion primaria, y son transmitidas
a otras fases como el procesamiento, el empaque, el transporte, la comercializacion,
incluso la preparacion del producto y su consumo (19). Hay dafios para la salud
humana derivados de la ingesta de alimentos contaminados, como sufrir alguna
lesion al momento de consumirlo, infecciones, entre otros, pueden ser causados por
agentes quimicos como plaguicidas, elementos fisicos y biol6gicos por

microorganismos (20).

2.3 Dieta correcta

La Norma Oficial Mexicana NOM-043-SSA2-2012 «Servicios basicos de salud.
Promocion y educacion para la salud en materia alimentaria: Criterios para brindar
orientacién», establece que una dieta correcta es aquella que se caracteriza por
cumplir los siguientes aspectos: completa, que integre todos los nutrimentos;
equilibrada, que los distintos nutrimentos tengan una proporciéon adecuada entre
ellos; inocua, que el consumo regular no involucre riesgos a la salud; suficiente, que

satisfaga las necesidades de cada individuo, con el fin de tener una buena nutricién



y peso saludable; variada, que incorpore distintos alimentos de cada grupo de una
comida a otra; adecuada, conforme a los gustos, aspectos culturales y economia,
sin renunciar a las otras caracteristicas. Existe una manera de agrupar los alimentos
para fines de orientaciéon alimentaria, identificados en tres grupos: 1. Verduras y

frutas, 2. Cereales, 3. Leguminosas y alimentos de origen animal (3).

2.4 Importancia nutricional de la carne

La importancia del consumo de carne ha sido relacionada con la evolucién del
hombre (21). El valor de los alimentos de origen animal se encuentra en la
caracteristica de ser clasificado como una importante fuente de proteina, grasa,
vitaminas, minerales y de aminoacidos esenciales que solo se obtienen a través de
la dieta (21,22), con la peculiaridad de que estos elementos se logran encontrar de

manera aislada en otros alimentos, la carne los aporta de manera simultanea (23).

El principal constituyente funcional y estructural de las células son las proteinas,
gue cumplen diversas funciones en el organismo, desde su labor catalitica, motilidad
corporal, transporte, almacenamiento, regulacion hormonal, hasta su funcién

inmunologica (24).

En el afio 2020, de los distintos tipos de carne que se producen en México, se
encuentra en primer lugar la carne de ave, en seguida la de bovino y en tercer lugar

la de cerdo (5).



2.5 Ganaderia bovina en México

En México la ganaderia es un sector muy importante, se le destinan alrededor de
109.8 millones de hectéareas, la produccion pecuaria en México durante el 2019
respecto al ganado bovino fue de 12,275,865.174 L de leche, lo que representa
$79,597,268.691 millones de pesos, siendo los estados de Jalisco, Coahuila,
Durango, Chihuahua y Guanajuato los de mayor produccion a nivel nacional;
respecto al ganado en pie hubo una produccién total equivalente a 3,699,672.769
ton, el valor de lo producido es $131,968,192.701 millones de pesos, donde los
estados con mayor produccion fueron: Veracruz, Jalisco, San Luis Potosi, Chiapas

y Sinaloa.

Por otra parte, la produccion de carne en canal fue 2,027,634.252 ton, lo cual resulta
en $139,612,126.089 millones de pesos; los estados que encabezan la mayor
produccion son Veracruz, Jalisco, San Luis Potosi, Sinaloa y Chiapas, finalmente,
la exportacion de ganado bovino en pie a los Estados Unidos de América representa
una actividad importante para el pais, ya que genera divisas por el orden de los 700

millones de dolares, equivalente a 1,293,335 cabezas de ganado (5).

2.6 Generalidades de las garrapatas

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados, que afectan anfibios,
reptiles, aves, mamiferos, incluso animales domésticos y silvestres, durante su ciclo

bioldgico pasa a través de cuatro estadios: huevo, larva, ninfa y adulto (25), a pesar



de que son cosmopolitas, se concentran particularmente en territorios tropicales y

subtropicales del planeta (26).

Corresponden al orden Ixodida, el cual estd compuesto por tres familias: Ixodidae
conocidas también como garrapatas duras, ya que poseen un escudo quitinizado
gue abarca de forma parcial el dorso de las hembras y totalmente en machos, en la
posicidn anterior se encuentra el gnatosoma y tienen dimorfismo sexual; Argasidae:
llamadas garrapatas blandas, carecen de escudo dorsal, el gnatosoma se ubica
ventralmente en ninfas y adultos, no es evidente el dimorfismo sexual (27);
Nuttalliellidae: posee caracteristicas morfologicas intermedias con las otras dos

familias (28).

Existen diversas enfermedades que las garrapatas transmiten a humanos, entre las
gue estan: paralisis por garrapata, fiebre por garrapatas de colorado, encefalitis
transmitida por garrapatas, fiebre hemorragica de Crimea-Congo, enfermedad de
Lyme, entre otras. El periodo de incubacion es menor a 10 dias y la sintomatologia
en general se caracteriza por fiebre subita, escalofrios, sudoracién, cefalea,
mialgias, artralgias, anorexia, nauseas y vomito, frecuentemente la fiebre es bifasica

(29).

2.7 Rhipicephalus microplus

La garrapata Boophilus microplus descrita asi en primera instancia por Canestrini
1888, después recategorizada como Rhipicephalus (Boophilus) microplus

pertenece a la familia Ixodidae, (phylum: Arthropoda, subphylum: Chelicerata, clase:



Arachnida, subclase: Acari, orden: Ixodida) (30), es conocida también como la
«garrapata tropical» o la «garrapata comun del ganado», actia como vector de la
anaplasmosis y babesiosis bovina, ocasionada por hemoparasitos Anaplasma

marginale, Babesia bigemina y Babesia bovis (31).

R. microplus solo necesita de un hospedador para desarrollar su ciclo bioldgico (27),
consta de dos fases, una de vida libre (también llamada no parasitica) y otra de
forma parasitaria, el ciclo de vida libre inicia cuando la hembra repleta se desprende
del hospedador y desciende al suelo, pasa por seis diferentes etapas:
preoviposicidn, oviposicion, postoviposicion, incubacion, eclosion y larva de vida
libre; el ciclo de vida parasitario comienza justo después de que la larva ha elegido
a un bovino como hospedador. Se mantienen cerca del sitio en que eclosionaron,
después suben a la vegetacion, esperando un hospedador susceptible, son atraidas
por el diéxido de carbono, ya en el bovino, se adhieren preferentemente en sitios
protegidos de la radiacion solar, como: axila, parte interna de brazo y pierna, vientre,
ubre, escroto e ingle, de igual manera se pueden localizar en cuello, hombro,
papada, etc., la fase parasitica se puede dividir en tres estadios esencialmente:

larva, ninfa y adulto (32) (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo biolégico de R. microplus, la duracién de la fase parasitica comprende un
periodo de tiempo alrededor de 21-23 dias y la fase de vida libre tiene una duracién entre
90 y 120 dias aproximadamente (Cantu-Covarrubias y Garcia-Vazquez (33)).

En el territorio mexicano, el area libre del ectoparasito abarca 599,367.84 km?, en
otros términos, el 30.6 % del territorio nacional. Los Estados que los representan
son: Sonora, Tlaxcala, Aguascalientes, Baja California y Chihuahua (con excepcién
de los municipios de Guadalupe y Calvo, y Morelos) y el Norte de Baja California
Sur. En fase de erradicacién estan los municipios de 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 un area de 67,472.76 km?, correspondiente al 3.44% del territorio nacional. El

resto del pais comparte regiones en control y zonas libres naturales de garrapata R.
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microplus, la cual comprende 1,292,407.02 km?, que representa el 65.96% del

territorio nacional (34).
2.8 Importancia econémica

En la economia de México, la agricultura representa un sector de gran importancia,
la cual se posiciona en séptimo lugar a nivel global, en términos de la cantidad de

produccion de ganado para fines comerciales (35).

Se estima que las pérdidas en la produccion de leche ocasionadas por las
garrapatas son de 90.24 L de leche por vaca en periodo de lactancia, lo que
representa una pérdida econémica en ganado lechero de México de $68,878,694
millones de dodlares. En ganado de carne, se estiman pérdidas por $504,729,382
millones de dolares, por lo tanto, las pérdidas econOmicas totales debido a la
garrapata R. microplus oscilan entre $573,608,076 millones de doélares relacionada

con la produccién de leche y carne en México hasta el 2013 (36).
2.9 Métodos de control

Actualmente existen distintos métodos de control para lograr una disminucion en las
infestaciones por R. microplus, los cuales se basan en el uso de métodos quimicos

Yy No quimicos.

El control quimico tiene la accién de interrumpir el ciclo biolégico de la garrapata a
través del empleo de ixodicidas, a intervalos establecidos por la zona ecoldgica,
especie a combatir o eficacia residual. En México hay mas de 50 productos para el

control de las poblaciones de garrapatas, divididos en seis grupos diferentes de
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acuerdo con su mecanismo de accion (organofosforados, piretroides sintéticos,
amitraz, fenilpirazolonas, reguladores del crecimiento y lactonas macrociclicas) y su
via de administracion puede ser por aspersion, inmersion, epicutanea y parenteral

(37).

El uso indiscriminado de ixodicidas presenta algunas desventajas, entre las que
destacan la contaminacion de productos y subproductos de origen animal (bovino)
y consecuencias al medio ambiente (38). Ademas, de la generacion de poblaciones

de garrapatas resistentes (39).

2.10 Resistencia de R. microplus

La resistencia a los insecticidas se define como el desarrollo de una habilidad en
una cepa de insectos para tolerar dosis de toxicos que resultarian letales para la

mayoria de los individuos de una poblacion normal de la misma especie (40).

El mecanismo de resistencia de las garrapatas se divide en: la insensibilidad del
sitio de accién y metabdlicas (41). El uso indiscriminado de un ixodicida produce
una fuerte presion de seleccion que termina con los individuos que son mas
susceptibles y el ixodicida se convierte en el determinante mas importante de

seleccion (42).

Actualmente, en México existen poblaciones de garrapatas multirresistentes en
zonas endémicas y zonas de alta densidad ganadera, haciendo practicamente
ineficaz el uso de ixodicidas. Por lo cual, se requiere la busqueda de nuevas

alternativas de control como es el uso de vacunas.
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2.11 Control inmunoldgico

Las desventajas que ha mostrado el control quimico a lo largo de las ultimas
décadas han hecho que se enfoque la atencién en la investigacion de nuevos
métodos para el control de este ectoparasito. La vacunacion contra las garrapatas
como método inmunoldgico, logra inducir una respuesta en los animales, que
favorece a mantener en control a estos parasitos. El objetivo de este método de
control es obtener una mayor duracion en la proteccion y esté exento de problemas

de caracter ambiental en comparacién con el uso de ixodicidas (43).

En el desarrollo de vacunas contra garrapatas se han investigado dos blancos
antigénicos, el primero pertenece a los antigenos expuestos, los cuales
comunmente son péptidos o proteinas que se sintetizan en las glandulas salivales;
son secretados en la saliva durante la adhesion y alimentacion de la garrapata en
el hospedador, produciendo una activacion del sistema inmunoldgico con el fin de

contrarrestar la infestacion (44).

El segundo tipo de antigeno son los ocultos, estos usualmente se mantienen
alejados de los mecanismos inmunologicos del hospedador (45), no tienen la
capacidad de inducir una respuesta inmune durante la adhesién y alimentacion del
ectoparasito, y son inmunogénicos cuando se utilizan como proteinas
recombinantes y se inoculan al animal. El uso de vacunas con antigenos ocultos
origina inmunoglobulinas especificas las cuales son ingeridas con la sangre,
conforme se alimenta la garrapata. Al dirigirlos hacia algunos antigenos derivados

del intestino, los anticuerpos interaccionan con el antigeno oculto en la superficie de
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este, produciendo el complejo de ataque a la membrana, ocasionando rompimiento

de la pared intestinal, fuga de sangre hacia la cavidad corporal y la muerte (46).
2.12 Bm86

A finales de la década de 1980, en Australia se desarroll6 el primer antigeno vacunal
frente a la garrapata R. microplus, aislado de células epiteliales del intestino,
clonado con tecnologia recombinante y expresado en E. coli, (47), afios después,
en Cuba, utilizando el sistema de Pichia pastori esta proteina fue expresada,
logrando obtener niveles altos de expresion y pureza, con resultados prometedores

(48).

En la década de 1990 se comercializan dos vacunas contra R. microplus: TickGARD
Plus® en Australia y Gavac® en Cuba, ambas basadas en un antigeno recombinante

llamado Bm86. El antigeno Bm86 es una glicoproteina aislada de R. microplus que
predomina en las células del intestino de la garrapata, el gen se expresa en los
huevos a pocos dias después de la oviposicion, en larvas sin alimentarse y
alimentadas, ninfas, machos y hembras adultas (49). Esta proteina es capaz de
disminuir el peso, reducir la capacidad reproductiva y la oviposicién de R. microplus
(50). Los anticuerpos anti-Bm86 se agrupan en la superficie de las células epiteliales
del intestino, interrumpen la endocitosis, provocando lisis celular y disminuyendo la

capacidad reproductiva de las hembras repletas (51).

Andreotti en 2006, realiz6 un estudio contralado en Brasil, que consisti6 en

inmunizar bovinos con las vacunas TickGARD Plus® y Gavac®, puso a prueba a los
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animales utilizando la cepa brasilefia Campo Grande de R. microplus y resulté una

eficacia de 46.4 % y 49.2 %, respectivamente (52).

Sin embargo, una de las desventajas de estas vacunas es que una variacion mayor
al 2.8 % en la secuencia del locus de Bm86, ha demostrado ser la principal razén
para que en ciertas poblaciones de garrapatas R. microplus la vacuna sea ineficaz.

(53).

2.13 Serpinas

Las serpinas son una superfamilia de proteinas que contienen de 350-500
aminoécidos, tienen un peso molecular entre 40-60 kDa, cuentan con estructuras
similares que fueron reconocidas en un principio por su inhibicion de proteasa serina

(54) y son altamente conservadas en R. microplus (55).

En garrapatas, las serpinas se encuentran implicadas en la regulacion de
endopeptidasas enddgenas, coagulacion de hemolinfa y activacién de fenoloxidasa.
La transcripcién del gen de serpinas es superior en células de las glandulas
salivales, lo cual le permite a la garrapata modular uno o varios mecanismos de
defensa del hospedador (56). Alrededor de 22 serpinas son expresadas en R.
microplus (57), entre estas se encuentra la serpina 17 (RmS-17), la cual se identificd
en diferentes 6rganos, como: ovarios, intestino medio, glandulas salivales y la
carcasa, presenta funciones importantes en la inhibicion de la coagulacién
sanguinea durante la alimentacion. En un estudio en el cual se realizo la incubacion

de quimiotripsina como proteasa diana, la serpina RmS-17 y suero policlonal anti-
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RmS-17 (obtenido a través de la aplicacion de una proteina recombinante de RmS-
17 en conejos), resultoé en el bloqueo de la funcion inhibitoria de la serpina, lo cual
sugiere el potencial de esta proteina como candidato vacunal en contra de estos

ectoparasitos (58).

2.14 Desarrollo de vacunas

Las vacunas desarrolladas para combatir ectoparasitos que afectan al ganado
bovino en las unidades orientadas a la produccién de carne y leche, se percibe como
un método de control ideal, capaz de ser una alternativa viable para mejorar la salud
animal, mitigar la resistencia a ixodicidas reduciendo su uso y contribuyendo a

disminuir la contaminaciéon ambiental y a la inocuidad de los alimentos (59).

El comienzo de la era gendmica ha revolucionado la investigacion en el desarrollo
de vacunas contra garrapatas, con una gran diversidad de estudios enfocados a la
identificacion de nuevos antigenos blanco. El analisis informatico ha favorecido este
trabajo, ya que las herramientas bioinformaticas y la disposicion de las bases de
datos publicas, ha concentrado la informacion en una red sistematizada, por lo que
es posible invertir el proceso de identificacion de las proteinas antigénicas a una
estrategia directa de vacunologia inversa. El desarrollo de vacunas a partir de
péptidos recombinantes y sintéticos, derivados del analisis in silico de las
secuencias de genes, proporcionara un nuevo criterio y un mejor mecanismo de
analisis para la optimizacion de antigenos existentes y el hallazgo de nuevas

moléculas blanco contra las garrapatas (60).
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2.15 Vacunologia inversa

La vacunologia inversa es una estrategia para encontrar nuevos candidatos
inmunogénicos para el desarrollo de vacunas, siendo el punto de inicio la

informacion gendémica del organismo (61).

Esta metodologia para el desarrollo de vacunas aprovecha la informacion del
genoma del patdgeno. La informacién del genoma proporciona a la vez un catalogo
de los antigenos proteicos que el patdgeno puede expresar en cualquier momento
y, mediante un analisis informéatico se predice aquellos que tienen mas

probabilidades de ser candidatos a vacuna (62).

Siguiendo esta metodologia se podrian disefiar vacunas recombinantes que
incluyan los mejores epitopos codificados por el organismo y excluyan aquellos con

bajo caracter inmunogénico (63).
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3. JUSTIFICACION

El uso de vacunas como método de control de garrapatas vislumbra ser la mejor
opcion para reducir las infestaciones de R. microplus presentes en zonas de
importancia ganadera del pais, evitando la generacién de cepas resistentes, dafios
al medio ambiente y contaminacién de productos derivados como leche y carne para

garantizar la inocuidad alimentaria.

En este sentido, las serpinas prometen ser antigenos de interés para ser utilizados
como vacuna, en concreto, la serpina RmS-17 fue caracterizada en garrapatas R.
microplus, posee caracteristicas de interés como el grado de conservacion en
diversas especies, localizacion en 6rganos vitales y su funcién dentro de la fisiologia
y biologia de las garrapatas. por lo cual se requiere la utilizacion de herramientas
biotecnolégicas para el desarrollo de una vacuna recombinante con fines

experimentales.
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4. HIPOTESIS

La region seleccionada del gen de RmS-17 presenta propiedades antigénicas para

ser considerada como candidato vacunal contra garrapatas R. microplus.

5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Disefar y producir un antigeno vacunal contra garrapatas R. microplus para reducir
el uso de pesticidas en bovinos destinados al consumo humano y contribuir al

sostenimiento de la seguridad alimentaria

5.2 Objetivos especificos

1. Identificar y seleccionar un fragmento de la proteina RmS-17 con
caracteristicas inmunogénicas mediante programas bioinforméaticos.

2. Amplificar, clonar y secuenciar el fragmento de interés del gen RmS-17.

3. Expresar, purificar y emulsificar el antigeno vacunal derivado de la proteina

RmS-17.
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6. METODOLOGIA

6.1 Lugar de investigacion

El presente estudio se realiz6 en la Unidad de Artropodologia del Centro Nacional
de Investigacién Disciplinaria en Salud Animal e Inocuidad (CENID-SAI) del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias (INIFAP), ubicado en
Km. 11.5 de la carretera federal Cuernavaca-Cuautla, Col. Progreso. C.P. 62550,

Jiutepec, Morelos.

6.2 Cepa de referencia

Se utiliz6 la cepa de garrapatas denominada «Media Joya», perteneciente al
germoplasma del CENID-SAI, INIFAP, la cual se mantiene en condiciones
controladas desde el 2001. Esta cepa fue aislada en el municipio de Tapalpa,

Jalisco, México.

6.3 Andlisis in silico de la proteina RmS-17

Se llevé a cabo la busqueda de las secuencias reportadas para la proteina RmS-17
obtenida en la base de datos de National Center for Biotechnology Information
(NCBI), y se realiz6 el analisis in silico de la proteina RmS-17 con distintos
programas bioinformaticos (cuadro 1). El analisis de alineamiento multiple de las

secuencias se realizé con el programa CLUSTAL W disponible en el sitio
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http://www.genome.jp/tools/clustalw/ para identificar el grado de similitud vy
localizacion de zonas conservadas.

Posteriormente, la secuencia seleccionada se analizO mediante el algoritmo
disponible en el software CLC Main Workbench 5.7, con el fin de predecir las
regiones con mayor capacidad antigénica (64), hidrofobicidad utilizando el programa
ProtScale (65) y localizacion de epitopos B lineales y conformacionales (66).

Se realiz6 la busqueda de la presencia de péptido sefial con el programa SignalP,
regiones transmembranales mediante el programa TMHMM. Los sitios de N-
glicosilacion se obtuvieron con el servidor NetNGlyc. En la predicciéon de epitopos
se utilizaron distintos programas como: Bcell, Bepipred 2.0, EMBOSS ANTIGENIC
y Antigenicity Plot. La prediccion de la estructura secundaria se hizo mediante los
programas PSIPRED, Bepipred 2.0, Phyre 2 y I-TASSER, y para la estructura
terciara se usaron los programas Phyre 2, Swiss model y I-TASSER.

Una vez localizada la secuencia de interés se disefiaron oligonucleoétidos

especificos (67) para su sintesis.

Cuadro 1. Programas utilizados para el analisis in silico

Programa Prediccion

SignalP Péptido sefal

TMHMM Regién transmembranal
ProtScale Hidrofobicidad
NetNGlyc 1.0 Sitios de N-glicosilacion
Bcell Andlisis de epitopos
Bepipred 2.0
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EMBOSS ANTIGENIC
Antigenicity Plot

PSIPRED Estructura secundaria

Phyre 2

Phyre 2 Estructura terciaria

Swiss model

I-TASSER

Primer 3 Disefio de oligonucledtidos
Protter Representacion de la proteina

Simulacion de  amplificacion y SnapGene®

electroforesis

6.4 Disefio de oligonucleétidos

Con base en la identificacion de la regién de interés, se realizd el disefio de
oligonucleétidos para el fragmento del gen que codifica para la proteina RmS-17
mediante el programa Primer 3.

En el anexo 1 se muestran las consideraciones que se tuvieron que realizar para el

disefio de los oligonucledtidos especificos.

6.5 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA

La extraccion de RNA total se llevé a cabo a partir de 100 mg de larvas de 15 dias
de edad sin alimentar de la cepa “Media Joya”, las cuales fueron pulverizadas en un
mortero previamente congelado a -80°C. El aislamiento de RNA se realiz6 utilizando
TriReagent (Sigma, St. Louis, Mo, EE. UU.) de acuerdo con las instrucciones del

fabricante y el precipitado final se resuspendié en 50pL de agua libre de nucleasas
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(Sigma, St. Louis, Mo, EE. UU.). La sintesis de cDNA se llevo a cabo a partir de 5
Mg de RNA total de larvas de garrapatas utilizando el kit RACE cDNA (Invitrogen,
Carlsbad CA), mediante la técnica denominada RT-PCR (Reverse Transcription -
Polymerase Chain Reaction; Transcripcidbn Reversa - Reaccion en Cadena de la
Polimerasa), que permite obtener cDNA y utilizarlo como plantilla en las reacciones

de amplificacion por PCR utilizando los oligonucleétidos especificos.

6.6 Amplificacién mediante técnica PCR

La reaccion de PCR se llevé a cabo en tubos de microcentrifuga de pared delgada
usando reacciones de 25ul. Las condiciones finales se estandarizaron
experimentalmente utilizando los oligonucleotidos, dNTP, MgCl2, buffer para PCR,
agua miliQ, enzima PFU Ultra y cDNA de larvas de garrapatas R. microplus (Cepa
susceptible Media Joya) (cuadro 2) como templado para realizar la amplificacion del
fragmento de interés del gen RmS-17. Se utiliz6 un termociclador Biometra
(Gottingen, Germany), se realizara mediante el siguiente protocolo:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por dos minutos, seguido de 35 ciclos (30 segundos
a 94 °C de desnaturalizacién, un minuto a 59 °C de hibridacién y un minuto de
extension a 72 °C), y una extension final a 72 °C por diez minutos (cuadro 3).

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis en geles de
agarosa al 1% (FMC BioProducts, Rockland, ME) para estimar el tamafio de los
fragmentos amplificados por comparacion con un marcador de peso molecular de
DNA (1 Kb DNA Ladder, Promega) y visualizados por exposicion en un

transiluminador UV.
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Cuadro 2. Condiciones de la PCR para realizar la amplificacion del fragmento de

interés del gen RmS-17.

Agua desionizada
Amortiguador PCR
Oligonucledtidos
PFU

cDNA

MgCl2

dNTP

Concentracion

Al aforo
10 X
0.2 Mm
2.5 u/Mi
100 ng
50 mM
10 mM

Cuadro 3. Condiciones de amplificacién para el fragmento de interés del gen RmS-

17.
Temperatura Tiempo Ciclos
95 °C 2 min 1
Desnaturalizacion 94 °C 30s
Hibridacion 59 °C 1 min 35
Extension 72 °C 1 min
72 °C 10 min 1
Pausa 4°C

6.7 Clonacion de RmS-17 en el vector pET100/D-TOPQO®

La clonacion de los productos de PCR se llevo a cabo mediante la utilizacién del

vector comercial pET100/D-TOPO® (Invitrogen, Carlsbad, CA) (figura 2) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante. Se realiz6 una reaccion de ligacion utilizando el

producto de PCR previamente amplificado con el plasmido pET100/D-TOPQO®

(cuadro 4); enseguida se hizo la transformacién en células competentes TOP10 de

E. coli. Se seleccionaron 5 colonias y se verificO que las clonas contuvieran los
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insertos mediante ensayos de PCR de colonia utilizando los oligonucledétidos
correspondientes para amplificar el fragmento de interés del gen RmS-17 y
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% y visualizados por

exposicion en un transiluminador UV.

Cuadro 4. Reactivos para llevar a cabo la clonacion del inserto en el vector.

ML
Producto de PCR 4
Solucién salina 1
pET100/D-TOPO 1
Total 6

Nde |
he |

=

wm RBS | ATG 6xHis Xees™ EK
|

TOPO
CCC TT E
i (S W

Figura 2. Mapa del vector de expresién pET100/D-TOPO®, en el cual se clonaron los
productos amplificados por PCR del gen que codifica para el polipéptido RmS-17.
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6.8 Extraccién de DNA plasmidico y secuenciacion

La extraccion y purificacion de DNA plasmidico se realiz6 mediante el método de
lisis alcalina utilizando el kit comercial Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System®, siguiendo las indicaciones del fabricante con fines de secuenciacion. Se
mandaron a secuenciar 5 clonas positivas seleccionadas en los ensayos de PCR
de colonia para confirmar que los resultados correspondieran con la secuencia de
interés, para ello se realiz6 el alineamiento individual de cada secuencia
proporcionada con la secuencia de interés mediante el programa CLUSTAL W
disponible en el sitio http://www.genome.jp/tools/clustalw/ y la busqueda de las
mismas para corroborar la existencia en el banco de genes mediante el software
BLAST disponible en el sitio http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/ Las muestras fueron

procesadas por la unidad de secuenciacion del IBT/UNAM.

6.9 Expresién del polipéptido recombinante RmS-17

Se utilizaron 3 pL de DNA (pET100-RmS17) para la transformacion de células
competentes BL21 Star (DE3). La mezcla se incubo por 30 minutos, posteriormente
se procedio a realizar el choque térmico de la célula a 42°C por 30 segundos a bafio
maria, se recuperaron en 250 yL de medio SOC, se incubaron en agitacion a
200rpm y 37°C durante una hora y finalmente, se plaquearon en cajas Petri con
medio Luria Bertani (LB) agar/ampicilina e incubadas toda la noche a 37°C. Se
visualizaron las colonias bacterianas de las células BL21, se seleccionaron algunas

clonas y se verific6 que las clonas contuvieran los insertos mediante ensayos de
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PCR de colonias utilizando los oligonucledtidos correspondientes para amplificar el

fragmento de interés.

Para la expresion del polipéptido recombinante RmS-17, se utilizé IPTG como
inductor, una vez que el represor ha sido inactivado, la RNA polimerasa de la célula
puede transcribir la secuencia posterior al promotor y por lo tanto la secuencia de la
clona pET100-RmS-17 para finalmente sintetizar el polipéptido recombinante. En el

anexo 2 se detalla el procedimiento para la induccion del polipéptido recombinante.

6.10 Andlisis de proteinas mediante SDS-PAGE

Se reconstituyeron las pastillas celulares con el amortiguador de lisis SDS PAGE
1X (SDS 10%, 23 Mercaptoetanol 10 mM, glicerol 100%, 0.2 M Tris-HCI 6.8, azul
de bromofenol 0.05%) en una proporcion de 1:1. Antes de ser cargadas en el gel,
las muestras se colocaron en bafio Maria a 90°C durante 5 minutos. Posteriormente
se analizaron en un gel SDS-PAGE al 15%, siguiendo el protocolo descrito por
Laemmli (1970). Es necesario agregar en el gel muestras control con la finalidad de
demostrar confiabilidad en los resultados obtenidos y ayudando a identificar
visualmente el polipéptido en estudio. Estos controles fueron cultivos de E. coli BL21
Star (DE3) en ausencia de inductor (IPTG). La tincion se llevé a cabo con azul de
Coomasie durante 50 minutos, posteriormente fue destefildo con metanol durante
12 horas y se lavé con agua destilada. Se utilizé6 un marcador de peso molecular de

proteinas (6—200 kDa) Broad Range, Bio-Rad.
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6.11 Western blot

Después de correr el gel de poliacrilamida SDS-PAGE al 15%, y se visualizaron las
proteinas, se realiz6 una réplica de este gel que fue transferido a una membrana de
nitrocelulosa, utilizando un marcador de peso molecular pretefiido Fermentas Page
Reguler™ durante 2 horas a 100 v. En el anexo 3 se describe el procedimiento del

Western blot.

6.12 Determinacion de proteinas por el método de Bradford

La determinacion de concentracion de proteinas se realiz6 por el método de
Bradford (68), previo a examinar las muestras en el espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 595 nm; se realizaron diluciones del reactivo de Bradford con
BSA al 1% para obtener una curva de referencia, posteriormente se realizé la
cuantificacion de las muestras, agregando 2 puL de muestra en 98 pL de agua MiliQ
y un ml de reactivo de Bradford en una cubeta del espectrofotbmetro, se incub6 5

min en oscuridad y se realizo la lectura.

6.13 Purificacion y formulacion del antigeno vacunal

Los pellets celulares almacenados a -20°C, se recuperaron en 10 ml de PBS y se
sonicaron (sonicador de pistdén a 10 ciclos de 1 min) para liberar las proteinas. Una
vez terminada la sonicacion, se purificaron las proteinas mediante cromatografia de
afinidad por medio de columnas Ni-NTA spin (Qiagen®) siguiendo las instrucciones

del fabricante. Estas columnas con afinidad a niquel contienen ligandos que retienen
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las etiquetas de histidina con las que se marcé el fragmento de interés y por lo tanto
el polipéptido recombinante.
Finalmente, el antigeno recombinante fue mezclado con adyuvante Montanide ISA

50 V2 (Seppic®, Paris, France) para fines experimentales.



30

7. RESULTADOS

7.1 Seleccion de laregion de interés de la proteina RmS-17 de la garrapata R.
microplus

Se realiz6 la busqueda de la secuencia de la proteina RmS-17 en la base de datos
de NCBI, con el numero de acceso KC990116.1. Se eligié un fragmento a partir de
la proteina RmS-17 (la cual esta constituida por 391 aminoacidos), en la cual se
encuentra el RCL, una secuencia de aminoacidos que se ha descrito como
conservadas en la familia de las serpinas (57). La region de interés queda
conformada por 145 aminoécidos, lo que equivale a 435 pb, definida entre los

aminoacidos 215 y 359 de la proteina completa.

7.2 Andlisis in silico del polipéptido proveniente de RmS-17

El andlisis in silico del polipéptido RmS-17 se realiz6 con la secuencia de
aminoécidos reportada en la base de datos del NCBI de la garrapata R. microplus
de la cepa «Porto Alegre», Brasil, se utilizaron distintos programas bioinformaticos
con el propédsito de predecir propiedades fisicoquimicas, estructurales y regiones

antigénicas que a continuacién se describen.

7.2.1 Prediccion del péptido sefial
De acuerdo con el programa SignalP para la prediccion del péptido sefal, el cual

emplea un score de 0.5, una regidon con un valor mayor a ese score indica la
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presencia del péptido sefial, en la figura 3 se puede observar la ausencia del péptido

sefal en la secuencia del polipéptido RmS-17.

SignalP-4 .1 prediction (euk networks): Sequence
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0.0 r
MY B2 | SAGYARDD ETHADVLD LPYAGLDYSLT I Il LPRERTGVDALRQHLSWFRI FQRLLSKLHNKMHNS PMEV
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Figura 3. Representacion grafica del sitio de corte del péptido sefial predicho del polipéptido

RmS-17.

7.2.2 Region transmembranal

El resultado de la prediccién de la region transmembranal se obtuvo utilizando el

programa TMHMM basados en modelos ocultos de Markov, el analisis no muestra

alguna region transmembranal en el polipéptido RmS-17 (figura 4), indicando que

se trata de un polipéptido intracelular.
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Figura 4. Prediccion de la region transmembranal del polipéptido derivado de la proteina
RmS-17.

7.2.3 Andlisis de hidrofobicidad

A continuacion, en la figura 5 se muestra el resultado del andlisis de hidrofobicidad
realizado con el programa ProtScale con el algoritmo de Kyte & Doolittle. El
programa utiliza un punto de corte de 1.6, la region que se localice por encima de
ese valor sera considerada como hidrofébica. El andlisis revel6 que el polipéptido
RmS-17 posee una region hidrofébica, los picos mas altos se observan

aproximadamente entre los aminoacidos 135-140.
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Figura 5. Prediccion de regiones hidrofobicas del polipéptido RmS-17 con el programa
ProtScale.

7.2.4 Sitios de N-glicosilaciéon

La prediccion de los sitios de glicosilacion llevado a cabo con el programa NetNGlyc,
muestra una linea verde (sitio N-glicosilacién) que es aquella regién que se ubica
por encima del sitio de corte (0.5), la prediccidon obtenida ubica un sitio con esta

caracteristica, esto en el aminoacido 48 (figura 6).

HetHGlyc 1.8: predicted M-glycosylation =sites in Seguence

Figura 6. Prediccion de los sitios N-glicosilacion del polipéptido RmS-17.

Se
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7.2.5 Andlisis de epitopos lineales

El analisis de epitopos lineales se realizd6 mediante los programas Bcell, Bepipred
2.0, EMBOSS ANTIGENIC y Antigenicity Plot. El criterio de seleccion para los
epitopos se baso en la identificacion en 3 de los 4 programas, de acuerdo con los
resultados arrojados se predijeron dos péptidos como posibles epitopos en el
polipéptido RmS-17 (cuadro 5), el primero esta constituido por 11 aminoacidos
(residuo 50-60) y el segundo por 14 aminoéacidos (residuo 79-92).

Cuadro 5. Epitopos predichos dentro de la secuencia del polipéptido RmS-17.

n Secuencia de aminoacidos Longitud Ubicacion
1 SWPIFQRLLSK 11 50-60
2 SYKLKAPLSALGAS 14 79-92

7.2.6 Prediccién de estructura secundaria y terciaria

La prediccion de la estructura secundaria y terciaria se obtuvo mediante los
programas PSIPRED y SWISS-MODEL respectivamente, el resultado de la
predicciébn de la estructura secundaria indica que el polipéptido RmS-17 esté
compuesto por 4 hélices alfa indicado con los cilindros de color rosa, 7 laminas beta
sefaladas con las flechas amarillas, asi como secciones de giros aleatorios
representados con las lineas de color negro (figura 7), en la prediccién de la
estructura terciara las hélices alfa estan representadas con el color azul, las ldminas
beta por el color verde y finalmente, los giros aleatorios con el color blanco (figura

8).
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Figura 7. Prediccion de la estructura secundaria del polipéptido RmS-17 obtenida con el
programa PSIPRED.

Figura 8. Prediccion de la estructura terciaria del polipéptido RmS-17 utilizando el programa
SWISS-MODEL.
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7.2.7 Representacion gréfica del polipéptido RmS-17

De acuerdo con la descripcion de las caracteristicas predichas por los distintos
programas, se realiz0 una representacion grafica del polipéptido RmS-17 (figura 9)
utilizando el programa Protter, en el cual se pueden observar la secuencia de
aminoacidos de color blanco, se aprecian los 2 epitopos representados con el color
rojo, el sitio N-glicosilacién sefialado con el color azul, asi como su ubicacién

intracelular y la ausencia de péptido sefal.

QO aa

@ Epytope

B N-glyco motif
© signal peptide
N-term: manual

extra

intra

Figura 9. Representacion gréfica del polipéptido RmS-17 mediante el programa Protter.
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7.3 Oligonucleétidos

Se disefiaron un par de oligonucleétidos con el programa Primer 3, a partir de la
secuencia completa del gen que codifica a la proteina RmS-17, para la amplificacion
del polipéptido de RmS-17, obteniendo como resultado un primer sentido con una

longitud de 23 pb y un primer antisentido con 19 pb de longitud (cuadro 6).

Cuadro 6. Oligonucledtidos disefiados para la amplificacién del gen que codifica al
polipéptido RmS-17 de R. microplus.
Forward CAC CATGTACGAACAGATCTCAG
Reverse CTACAC GAAGAG TGCAGCT

7.4 Amplificacién por PCR del gen de RmS-17

Se realiz6 el ensayo de PCR empleando los oligonucleétidos que se determinaron
a través del analisis in silico del gen de RmS-17, una vez realizada la amplificacion
por PCR, el producto fue sometido a electroforesis en gel de agarosa 1 %. En la
figura 10 se observa el producto de PCR con el tamafio esperado, se muestra la
comparacion de un gel de agarosa mostrando el amplicon de 435 pb con respecto

a la simulacion realizada en el programa SnapGene®.
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| 1.0 ~ | % agarose

A B

Figura 10. Amplificacion del fragmento de interés de RmS-17 de la garrapata R. microplus.
A) Simulacién de la amplificacién del gen de interés equivalente a 435 pb en el programa
SnapGene®. B) Amplificacion del fragmento de interés en la cepa «Media Joya», gel de
agarosa al 1% con Buffer TBE 1X. Carril 1) Marcador de peso molecular 1 Kb. Carril 2)
producto de PCR del fragmento del gen de RmS-17, con tamafio de 435 pb.

7.5 Obtencién de clonas positivas
El producto de PCR fue clonado en el vector comercial pET100/D-TOPO®, de

acuerdo con las instrucciones del fabricante, para verificar que la presencia del
inserto en el vector, se seleccionaron algunas colonias recombinantes
aleatoriamente para realizar un PCR de colonia y confirmar cuales eran las clonas
positivas. Finalmente, las clonas positivas fueron visualizadas en ensayos de

electroforesis en gel de agarosa al 1 % (figura 11). Los plasmidos purificados se
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mandaron a secuenciar y los resultados de la secuenciacion fueron analizados con

el programa CLUSTAL W (datos no presentados).

MPM

435 pb

Figura 11. Clonas positivas en células BL21 corroborando el producto en el peso esperado
(435 pb). A) Colonias recombinantes en agar LB + ampicilina. B) Clonas positivas
visualizadas en gel de agarosa 1 %, MPM: marcador de peso molecular 1 Kb.

7.6 Andlisis de proteinas mediante SDS-PAGE

Una vez obtenidas las clonas positivas se seleccioné una de ellas para los ensayos
de induccidn, se realiz6 la induccién de la sintesis del péptido recombinante con
IPTG, y después los extractos de proteinas se analizaron en geles de acrilamida
SDS-PAGE 15 %, en los cuales se visualiz6 el péptido inducido con un peso

molecular aproximado de 23 kDa (figura 12).
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Figura 12. Expresion del polipéptido recombinante RmS-17. Gel SDS-PAGE 15%, carril 1
- lisado total de E. coli con el polipéptido recombinante inducido con IPTG; carril 2 - lisado
total de E. coli con el polipéptido recombinante sin IPTG (control negativo).

7.7 Western blot
Una vez identificado el peso molecular del péptido, se realizd6 Ila
inmunoelectrotransferencia de las proteinas a una membrana de nitrocelulosa para

detectar el polipéptido recombinante RmS-17, utilizando un anticuerpo monoclonal

dirigido contra la etiqueta de histidinas acoplado a fosfatasa alcalina y el uso del
reactivo BCIP/NBT. El péptido identificado se muestra como una banda de color
purpura en la membrana de la nitrocelulosa correspondiente al peso molecular

esperado de 23 kDa aproximadamente (figura 13).
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Figura 13. Western blot: carril 1 - polipéptido recombinante RmS-17; carril 2 - polipéptido
recombinante sin inductor (control negativo). MPM - marcador de peso molecular. La flecha
indica el peso molecular aproximado del polipéptido recombinante.

7.8 Purificacion y formulacion del antigeno vacunal

En seguida, que se confirmo la expresion del polipéptido recombinante RmS-17, se
procedié a purificarlo mediante cromatografia de afinidad por medio de columnas
Ni-NTA spin (Qiagen®), obteniendo una pureza estimada en 90 %.

Finalmente, se realizé la formulaciéon del antigeno vacunal haciendo una emulsién
1:1 con adyuvante comercial Montanide ISA 50 V2 (Seppic®, Paris, France) para

fines experimentales (figura 14).



Figura 14. Antigeno vacunal a partir del polipéptido RmS-17.

42
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8. DISCUSION

Por afios se ha llevado a cabo la busqueda de nuevas alternativas para combatir a
las garrapatas que afectan al ganado bovino, en la industria ganadera R. microplus
representa al ectoparasito de mayor relevancia (69). Se ha estudiado un método
guimico natural contra garrapatas, basado en el uso de extractos de plantas, la
eficacia de plantas como Calea serrata para el control de R. microplus y R.
sanguineus muestra una reduccién de la oviposicion del 11 al 14 % y una mortalidad
de 100 % en larvas (70), asi mismo, se ha realizado una evaluacion de la eficacia
de distintos extractos metandlicos de plantas en larvas de R. microplus, obteniendo
una eficacia entre 5y 99 %, un 86 % en garrapatas adultas y un 91 % de reduccién
en la reproduccién (71,72). El efecto acaricida de aceites de hojas como el orégano
(Lippia graveolens), el romero (Rosmarinus officinalis) y bulbos de ajo (Allium
sativum) ha sido estudiado y se ha encontrado una eficacia que va del 85 al 100 %
frente a larvas de R. microplus (73). Hasta el momento, el resultado de los estudios
realizados con extractos de plantas para combatir a R. microplus han sido
favorables, no obstante, se necesita estudiar aspectos relacionados con los

metabolitos secundarios y una evaluacion de los metabolitos activos.

Por otro lado, el disefio de vacunas como método de control, se basa en antigenos
especificos, debido a que originan proteccién inmunolégica en los animales,
causando afectaciones en funciones vitales de los artrépodos (74). Actualmente, las
vacunas disponibles que se comercializan van dirigidas hacia los antigenos ocultos

(75), algunas de las ventajas de usar vacunas como metodo de control son que
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puede tener un efecto de mayor duracion, no hay problemas de encontrar residuos
en animales ni en sus derivados, la probabilidad de desarrollar resistencia frente a

ellas es menor y su accién se ejerce sobre sitios especificos de las garrapatas (76).

Recientemente, se emplean distintas ramas de la bioinformatica, entre ellas, la
inmunoinformatica, cuyo fundamento es la utlizacion de herramientas
computacionales para el estudio de moléculas del sistema inmunoldgico, capaz de
guiar los disefios experimentales para contestar las incognitas en la inmunobiologia
y la vacunologia (77). La prediccion de epitopos lineales de células B podria lograr
una disminucion del trabajo experimental en la investigacion de candidatos

vacunales, como se ha realizado en otros modelos de investigacion (78,79).

En la actualidad, se comercializan dos vacunas que se desarrollaron a partir del
antigeno recombinante Bm86, pero su eficacia se ve limitada debido a los
polimorfismos entre cepas de R. microplus (53). Martinez-Arzate y colaboradores
(2019), realizaron un estudio donde se evalud la secuencia de Bm86 en 10 distintos
aislados de México, obteniendo un resultado de 3.1 - 7.4 % de polimorfismos entre
las secuencias mexicanas y la cepa de garrapata R. microplus «Yeerongpilly» (80),
se ha estimado que una variacién mayor o igual a 2.8 % es suficiente para presentar

una respuesta inmune ineficaz (53).

Por lo tanto, un ejemplo de la ineficacia de las vacunas contra garrapatas es la
presencia de polimorfismos entre cepas de R. microplus; al respecto, Martinez-
Maza y colaboradores (2020), realizaron el analisis molecular de un fragmento de

la proteina RmS-17, en cepas y aislados de garrapatas de México, obteniendo un
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resultado de 99.08 % de identidad para la cepa de referencia «Media Joya» con
respecto a la cepa reportada en Brasil, asi mismo, en el andlisis de 3 cepas y 5

aislados de México, resulto un 100 % de identidad y similitud (81).

En el presente estudio se disefié un polipéptido recombinante proveniente de la
proteina RmS-17 (serpina 17) de la garrapata R. microplus de acuerdo con sus
caracteristicas de interés. Se realizé un analisis in silico del polipéptido RmS-17, se
encontraron dos epitopos lineales de células B, lo cual sugiere que podria originar
una respuesta inmune especifica, asi como se ha reportado en otros modelos de
investigacion como Babesia spp. y Plasmodium falciparum, donde han
implementado este tipo de acciones, provocando una respuesta inmune innata y
adaptativa efectora contra los parasitos (79,57). Adicionalmente, se ha reportado
gue, en proteinas de la membrana en el virus de la influenza, la presencia de un
sitio de N-glicosilacion podria aumentar la activacion de células T (58), en el

polipéptido RmS-17 se encontrd un sitio con esta caracteristica.

Un estudio hecho por Lagunes y colaboradores (2016), con el gen subolesina, en
donde se analizo el gen in silico con el propésito de predecir la region mas antigénica
de su secuencia. Se selecciond un polipéptido, fue sintetizado de manera
recombinante y posteriormente emulsificado con adyuvante, para su ensayo de
inmunizacién en bovinos frente a garrapatas R. microplus. El resultado demostr6
una reduccion del nimero de garrapatas en un 79 % y una reducciéon del 30 % en

la eclosion, el autor concluye que predecir la region mas antigénica del gen posibilita
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dirigir la respuesta inmune contra los epitopos descubiertos en la secuencia,

aumentando de forma eficaz el control de infestaciones por R. microplus (82).

De acuerdo con los antecedentes reportados por Lagunes y colaboradores, el
disefio del polipéptido recombinante RmS-17 vislumbra como posible candidato
vacunal contra R. microplus, después de ser analizado in silico y haber encontrado
péptidos predichos como epitopos dentro de la secuencia, asi como el hallazgo de
un sitio N-glicosilacion y logrado la expresion del polipéptido recombinante
utilizando la maquinaria biologica de E. coli, el peso molecular aproximado fue de
23 kDa, finalmente se realizé la emulsificacion con adyuvante.

La importancia de trabajar con el polipéptido recombinante RmS-17 radica que en
la garrapata R. microplus, se expresan 22 serpinas (57), entre estas, la serpina 17,
la cual ha sido identificada en diferentes o6rganos y llevando a cabo funciones
importantes en la biologia de la garrapata (58); asociado a esto, presenta un alto
grado de conservacion entre las poblaciones de garrapatas R. microplus de México
y Brasil y las secuencias del polipéptido RmS-17 recientemente reportadas son

altamente conservadas en distintas regiones de México (81).
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9. CONCLUSIONES

1. La utilizacion de herramientas bioinforméticas permitieron identificar propiedades

antigénicas e inmunogénicas en el polipéptido RmS-17.

2. Se logré la expresion recombinante de un polipéptido de RmS-17, asi como la
formulacion del antigeno vacunal, el cual podria ser util para reducir las

infestaciones por garrapatas R. microplus.

10. PERSPECTIVAS

Con la obtencion del antigeno vacunal desarrollado, es necesario realizar pruebas
in vitro e in vivo para evaluar la capacidad inmunogénica del polipéptido RmS-17

como método de control de la garrapata R. microplus.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Consideraciones importantes para el disefio de oligonucle6tidos

especificos.

1) Que los oligonucle6tidos sean complementarios a la secuencia de interés.

2) Evitar secuencias que pudieran formar estructuras secundarias por si
mismas, pues esto dificultaria la union de los oligonucle6tidos al DNA
muestra y podria ocurrir una auto-complementariedad.

3) Disefiar oligonucleotidos con longitud de 20 a 24 bases para reducir al
minimo la posibilidad de hibridacién en sitios secundarios en el vector o
inserto.

4) Comprobar en las bases de datos que las secuencias de oligonucle6tidos
elegidas no se encontraran en algun otro lugar del genoma, lo que podria
generar amplificaciones de regiones no deseadas.

5) Que los oligonucledtidos tengan un contenido de C/G entre 40 y 60%. Para
oligonucleétidos con contenido menor al 50% de C/G, seria necesario
incrementar la secuencia de estos para elevar la Tm sobre la temperatura de
alineamiento.

6) Anfadir al oligonucleétido sentido 4 bases (CACC) al principio, de esta manera
el extremo saliente del vector (GTGG) invade el extremo 5’ del producto de
PCR, hibrida con las bases adicionadas y estabiliza el producto de PCR en

la direccién correcta.
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Anexo 2. Procedimiento para la induccion del polipéptido recombinante con IPTG

(ImM):

1.

En un tubo Falcon de 50 ml, se dej6 crecer la clona de pET100-RmS-17 en
5 ml de medio de cultivo liquido LB + ampicilina. Se incubé a 37°C a 200 rpm
toda la noche.

Al dia siguiente se verificd el crecimiento de las bacterias. El contenido del
tubo fue transferido a un matraz con 50 ml de LB liquido/ampicilina en una
relacion 1:1000 y se incubd a 37°C, 200 rpm hasta que la densidad Optica fue
de entre 0.5y 0.7 Asoo.

Una vez que el crecimiento del cultivo se encuentre entre estos rangos de
densidad optica, se agregd 100uL del inductor IPTG (1mM) al matraz que
fungié como Inducido.

Se continud la incubacion con agitacion durante cinco horas (37°C, 200 rpm)
y transcurrido el tiempo se hizo una alicuota de un mililitro para realizar geles
preliminares. El resto del cultivo fue centrifugado a 5000 rpm, por 10 minutos
a4°C.

El sobrenadante fue decantado y el pellet celular se mantuvo a -20°C.
Finalmente, las muestras de proteina fueron analizadas en geles de

poliacrilamida SDS-PAGE al 15%.
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Anexo 3. Procedimiento del Western blot:

1. Una vez que se transfirieron las proteinas, la membrana de nitrocelulosa fue
bloqueada con leche al 5% y TBS-T (0.05%) durante 1 hora a temperatura
ambiente con agitacion y después toda la noche a 4°C sin agitacion.

2. Ala mafana siguiente se realizd 5 lavados de 5 minutos cada uno con TBS-
T (0.05%).

3. Posterior a los lavados se agreg6 el anticuerpo Anti-His (Invitrogen®) en una
dilucion 1:2000 en leche al 1%, TBS-T 0.1%. Se dej6 incubar durante 3 horas
en agitacion a temperatura ambiente.

4. Después del tiempo de incubacién se hicieron 5 lavados a la membrana de
5 minutos cada uno con TBS-T (0.05%).

5. Finalmente, después de los lavados se agregd 10mL de la solucion de
revelado, BCIP/NBT Alkaline Phosphatase™ y se dej6 15 minutos en
agitacion. Para detener la reaccion se hicieron 2 lavados con agua destilada

a intervalos de 10 minutos cada uno con agitacion.



FACULTAD
¢NUTRICION

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Cuernavaca, Morelos 28 de enero del 2022

VOTO APROBATORIO

MCS Jesica Lépez Bucio Fabian
Directora de la Facultad de Nutricion- UAEM
Presente.

Como miembro del comité revisor, después de haber evaluado la tesis titulada “DISENO Y
PRODUCCION DE UN ANTIGENO VACUNAL CONTRA GARRAPATAS PARA REDUCIR
EL USO DE PESTICIDAS EN BOVINOS Y CONTRIBUIR AL SOSTENIMIENTO DE LA
SEGURIDAD ALIMENTARIA” del alumno(a) JESUS ALEJANDRO LEYVA PEREZ, con
namero de matricula 20161006200 considero que la tesis reune los requisitos y la acepto
para ser presentada en el examen de grado. Por lo tanto, emito mi VOTO APROBATORIO.

Agradezco de antemano la atencidn que se sirva prestar a la presente.

Atentamente

Dr. Marcos Amed Salazar Blas
masb@uaem.mx

Una universidad de ex



UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARCOS AMED SALAZAR BLAS | Fecha:2022-02-01 10:10:42 | Firmante
iM1vRzuz70MaujCkLKVKIKEZHIFWB0e8ckH86gwANoclJP1Xm/seiC80/HQXoeasq3zINK7Sq7aK4y3duB1pY+LOmg/0jusI5MjbMj1u21YYkPvTgAQJIH86g/2DV/hRhapT4uWinW1l
HvdATQThbyKkjpNbrtXgfw9TTh60coed6DmoXoLx/SgKthjC3cSmmOp6ayjay/vCNdxt8mNw8BMvrucji6QYn6Q824A73x3CDIPWCADRYfcKCSzaNOmM8Hxb5DSjBMFaZH5bxxGo
W3U4pnishLpnHMRLBS0OO0uLo2rDPDbs/U3aBwopD+ZBPOcQiGM9yDDfyycxeE397jPQzQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

Xvr4Q9Sws8

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/EzcRI2ZmMUFXWIESjfUsHgSkoMEV58rHYf

UA
EM

Una universidad de ¢

2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/EzcRI2mUFXwIESjfUsHgSkoMEV58rHYf

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

gﬂﬁl{-lﬁTé%N Cuernavaca, Morelos a 28 de enero de 2022

MTRA. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN
DIRECTORA INTERINA DE LA
FACULTAD DE NUTRICION
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que, en mi calidad de jurado para examen de grado del estudiante
de la licenciatura en Nutricion JESUS ALEJANDRO LEYVA PEREZ), he leido y revisado la tesis titulada: “Disefio y
produccion de un antigeno vacunal contra garrapatas para reducir el uso de pesticidas en bovinos y contribuir al
sostenimiento de la seguridad alimentaria”, y considero que ésta cubre con los requisitos sefialados en los lineamientos
de Titulacién de la Universidad para tesis profesional. Por lo tanto, el estudiante puede continuar con los tramites
correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mé&s por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

M en C Gabriela Afnorve Valdez
Profesora de Tiempo Completo B

UA
EM

RECTORIA
2017-2023

Una universidad de excelencia




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

GABRIELA ANORVE VALDEZ | Fecha:2022-01-28 23:07:32 | Firmante
uaFNCJpjpHsmSpplgERWWI45e0gMS+4zujApr2Uwb9zB+EngoxPFC2Tiv8kVEETwvdfTXSAY017EQ00V/7/Znz6bhAi+2ZKtqDnLcEGcdU8utxHHWIVLWELWEAAj8hJMBDmccZc/
KIMEVESmMVnsUETZug8EAwDOC6kzfbS0aGPCQSrgNOjTpngsJpnvOEezO/zYMQQq9rC1x6Ke+MzWZ1Fb0OSMMHagYB86r3YDKI4NbIFZDdjaVSLrQUEW73EnhpKQPyyehvkwT4
JFkgaVzY/HDHcuLX+iNgSxTzTMhy/6ygmPmi48AQOGgAopkGrmR9cObHivm1DAUcULNIsjT8Pw==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

rBY7LVfd6

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/bleqxreSanbESlWleijOYqumvar

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/b1Mjqxre8anbE5IWoQIIjyOYuWbmpvYr

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

A

Morel 7 de f | 2022
FACULTAD Cuernavaca, Morelos 07 de febrero del 20

¢NUTRICION

Voto aprobatorio

MCS Jesica Lopez Bucio Fabian

Directora de la Facultad de Nutricion
PRESENTE

Después de revisar la tesis del alumno Jests Alejandro Leyva Pérez, con nimero de matricula
20161006200. Cuyo titulo de investigacion es “Disefo y Produccion de un antigeno vacunal contra
garrapatas para reducir el uso de pesticidas en bovinos y contribuir al sostenimiento de la seguridad
alimentaria”. Considero que reune todos los requisitos para ser presentada en el examen de grado,

por lo tanto, emito mi VOTO APROBATORIO.

Saludos cordiales.

ATENTAMENTE:

Dra. Margarita de Lorena Ramos Garcia

UA

Calle Iztaccihuatl Num. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350 EM
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx ‘

RECTORIA
2017-2023

Una universidad de excelencia




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARGARITA DE LORENA RAMOS GARCIA | Fecha:2022-02-10 09:52:50 | Firmante
CbLC/PEaUAbT41yaXnlyCM3r681J3071vEbFknHAQHPBJ+cDQNsMsa7fopxIP5m9E8jt2kdkxbxO9RZd9A+ptlY EhREET4In3zPwUwpXCfPrqroELr1sFOH2HuUmyLYisIX3eRAr4G3/
E5wyerZiiKyiPU4gtihB2eDIlcUqgZeyMnELKIziFC42WCpsnilmEueddKm89A1ly6AuFP5ZXamlj8sScfi7LaSGMLR6rP3IR883e3ErEdz3E/hm/3V3bYXuECQLBP8zrYcGs1PPdgErkF
R6BIzp7/Zx4q+pZFwwcXJIghJ1QYrvVWgeXvAjmghIN6X9BhMIGpyCoBC1/mmKd3afA==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

PgAvpEQqCr

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/8TIMOEmMfIPWBfh7uEERSS3aKRCIIT244

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/8Tim0EmfIPWBfh7uEERSS3aKRCllT244

FACULTAD DE NUTRICION

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

4

FACULTAD
¢NUTRICION

Cuernavaca, Morelos, a 02 febrero de 2022

Asunto: Voto aprobatorio.

MCS. JESICA LOPEZ BUCIO FABIAN ]
DIRECTORA DE LA FACULTAD DE NUTRICION, UAEM
PRESENTE

Por este conducto me permito comunicarle que en mi calidad de jurado para examen de grado
del (a) estudiante de Licenciatura en Nutricion Jesus Alejandro Leyva Pérez he leido y revisado

la tesis titulada “Disefio y produccidon de un antigeno vacunal contra garrapatas para reducir el

uso de pesticidas en bovinos y contribuir_al sostenimiento de la sequridad alimentaria”, y

considero que ésta cubre los requisitos sefalados en los lineamientos de Titulacion de la
Universidad para tesis profesional. Por lo tanto, el estudiante puede continuar con los tramites
correspondientes para solicitar fecha de examen.

Sin mas por el momento, reciba un cordial saludo.

ATENTAMENTE

M en C. RAUL DAVILA DELGADO
Profesor
Facultad de Nutricion
Universidad Auténoma del Estado de Morelos

Callelztaccihuatl Niom. 100 Col. Los Volcanes, Cuernavaca, Mor., C.P. 62350
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 7951 315 04 35/ academicanutricion@uaem.mx
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VOTO APROBATORIO

Cuernavaca Morelos a 04 de octubre de 2021

Mtra. Jesica Lopez Bucio Fabian
Directora Interina de la Facultad de Nutricidon de la Universidad Auténoma del Estado de Morelos.

PRESENTE

Como miembro del jurado y después de haber evaluado la tesis titulada ““DISENO Y PRODUCCION
DE UN ANTIGENO VACUNAL CONTRA GARRAPATAS PARA REDUCIR EL USO DE PESTICIDAS EN
BOVINOS Y CONTRIBUIR AL SOSTENIMIENTO DE LA SEGURIDAD ALIMENTARIA”, del alumno Jesus
Alejandro Leyva Pérez, con nimero de matricula 20161006200, considero que dicho trabajo reune
los elementos necesarios para que le otorgue mi VOTO APROBATORIO y de esta forma el alumno
pueda presentar su examen de grado.

Sin mds por lo pronto, quedo a sus finas atenciones.

Atentamente:

M. en |. Homero Hernandez Salgado
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