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1. Resumen

Las garrapatas (a4caros del suborden Ixodida) son los ectoparasitos que mas
pérdidas producen al sector agropecuario a nivel mundial. Particularmente en nuestro
pais la especie de mas impacto econémico es el Rhipicephalus microplus cuyas
pérdidas se estiman en mas de 45 millones de ddlares anuales. El control de la
infestacion de estos parasitos ha sido basado en el uso de acaricidas, los cuales hoy
ya no son eficaces debido a la existencia de garrapatas multirresistentes. Por esto ha
surgido la necesidad de un control integrado, siendo una herramienta fundamental el
uso de vacunas frente al Rhipicephalus microplus. Las vacunas existentes en el
mercado son basadas en el antigeno Bm86, sin embargo no son eficaces en todas
las regiones del mundo debido a la variabilidad del locus que codifica dicha proteina
en diferentes cepas de garrapatas en el mundo. Para evitar la falla de la eficacia de
la vacuna es necesario realizar una vacuna regional clonando el gen Bm86 de las
cepas autoctonas para producir la proteina recombinante (antigeno). La proteccion
desarrollada por éste antigeno recombinante cuando se lo usa como vacuna es
debido al desarrollo de anticuerpos especificos en los animales vacunados. Este
antigeno recombinante (Bm86uy) ha sido clonado y producido partiendo de material
génico de cepas autéctonas de nuestro pais. El objetivo de éste trabajo fue la
expresion de la proteina recombinante Bm86uy Y la evaluacion de la respuesta de
anticuerpos contra ésta, para evaluar si potencialmente podra ser usada en una
futura vacuna. Nuestros resultados indican que se produjo una isoforma
recombinante del antigeno Bm86 (Bm86uy-r) con un sistema de expresion basado en
E. coli. Nuestro grupo de trabajo logré finalmente la expresion de la BM86uy-r en
E.coli BL21 (DE3) pLysS utlizando el medio Luria Bertain (LB). Los mejores
resultados se obtuvieron a 37°C realizando agitacién constante de 160 rpm, con
adicion de IPTG en una concentracion final de 1mM y con un tiempo de incubacion
de 2 horas. La proteina obtenida presento un peso molecular de 70 kda.
Posteriormente se realiz6 un ensayo de vacunacién en bovinos con dicho antigeno.

La evaluacién de la respuesta inmune humoral se determiné mediante el estudio de
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la cinética de anticuerpos, utilizando ELISA, y de respuesta especifica por medio de

Western Blot.

2. Summary

Ticks (Mites of the suborder Ixodida) are ectoparasites that produce serious losses to
the agricultural sector around the world. Rhipicephalus microplus, in our country, in
particular, is the species, which produces the greatest losses, estimated in more than
45 billion dollars annually, and economic impact.. Control of these parasites
infestation has been based on the use of acaricides, which today are no longer
effective due to multiresistant ticks. Therefore, vaccines have been a fundamental
tool to prevent the R. microplus and a need for an integrated a control. Vaccines
available on the market are based on the Bm86 antigen; however they are not
effective in all regions of the world because of the variability of the locus that encodes
the protein in different strains of ticks in the world. To prevent the failure of the
efficacy of the vaccine it is necessary to carry out a regional vaccine by cloning the
Bm86 gene of the native strains to produce recombinant protein (Antigen). The
protection developed by this recombinant antigen when used as a vaccine is due to
the development of specific antibodies in vaccinated animals. This recombinant
antigen has been cloned and produced on the basis of gene material of
autochthonous strains of our country. The aim of this study was the expression of
Bm86uy-r recombinant protein and the evaluation of the response of antibodies
against this, to assess whether it might be potentially used in a future vaccine. Our
results indicate that a recombinant isoform of the Bm86antigen (Bm86uy-r) was
produced with an expression system based on E. coli. Our working group finally
achieved the expression of the BM86uy-r in E. coli BL21 (DE3) pLysS using LB
medium. Best results were obtained at 37 ° C with a constant agitation of 160 rpm,
adding IPTG in a final concentration of 1mM and a 2 hour incubation time. The
protein obtained presented a molecular weight of 70 kda. This was followed by a test

of vaccination in cattle with this antigen. The evaluation of the humoral immune
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response was determined by the kinetic study of the antibodies using ELISA, and of

specific response by means of Western Blot.

3. Introducciodn

Las garrapatas (acaros del suborden Ixodida) son los ectoparasitos que mas
pérdidas producen en el sector agropecuario a nivel mundial. Particularmente en
nuestro pais la especie de mas impacto econémico es el Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, (R. microplus) cuyas pérdidas se estiman en mas de 45 millones de
dolares anuales (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca-Division General de
Servicios Ganaderos, 2005).Estas pérdidas son producto tanto del efecto directo del
parasito (hematofagia, irritacion al picar, etc.) como de sus efectos indirectos
(transmision de babesia y anaplasma, gastos en campafias de lucha, etc.) (Nari y
Fiel, 1994).

A través del tiempo la lucha para el control de este parasito se ha realizado
principalmente por 2 frentes: manejo del rodeo y uso de acaricidas. Estos métodos
no han logrado tener éxito debido, principalmente, a la alta prolificidad del parasito y
al desarrollo de resistencia de este frente a los distintos acaricidas. Esto ha llevado a
gue en la actualidad se busquen alternativas para el control de la garrapata. (Lapage,
1971, de la Fuente, 2007)

La aplicacion de un control integrado (Cl) usando otras tecnologias basadas en el
control inmunoldgico, genético y biolégico es necesario para controlar la infestaciéon
del ganado (Willadseny col., 2006; Nari 1995; Solari y col., 1992; Nari, 1990).

De las diferentes opciones la mas prometedora es la inmunizacién de los bovinos
mediante el uso de vacunas recombinantes.

Hoy en dia existen variados antigenos recombinantes en estudio para ser incluidos
en una vacuna y combatir la infestacion por R. microplus: el antigeno vacunal Bm86
(Canales y col., 2009), BYC (Nascimento-Silva y col., 2008), BrBm1 (Toro-Oritiz y
col., 1997) entre otras. Sin embargo, solo se ha logrado producir vacunas
comerciales usando el antigeno recombinante Bm86, existiendo hoy dia en el mundo

2 vacunas comerciales. Estas vacunas han sido incluidas en los planes de control
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integrado de R. microplusen Cuba (Gavac™),

Australia (TickGARD™) (de la Fuente y col., 2007; Willadsen y col., 1995).
Dichas vacunas, pese a ser muy eficaces en Cuba y Australia, no presentaron

(Rodriguez y col., 1995) y en

niveles aceptables de proteccion al ser aplicadas en otros lugares del mundo,
incluyendo Uruguay, por lo cual no contamos con vacunas para el control de R.
microplus en nuestro pais. La eficacia de estas vacunas varia entre un 51% y 91%
(Rodriguez y col., 1995, Garcia-Garcia y col., 2000). Se ha sugerido que estas
diferencias observadas en la eficacia son debidas a la variaciéon génica del locus
(polimorfismo) del antigenoBm86 a partir de los cuales se desarrollaron las vacunas
comerciales, (Garcia-Garcia y col., 1999). Esta variacion es la causante de la falla de
las vacunas comerciales. Previamente, en un trabajo en colaboracion con el grupo
del Dr. ltabajara da Silva Vaz, del Centro de Biotecnologia de la Universidad Federal
de Rio Grande Do Sul, y el grupo del Dr. Uruguaysito Benavides, del area de
Inmunologia de ésta Facultad, se demostré que no hay polimorfismo entre las
garrapatas de diferentes zonas enzodticas de nuestro pais (Benavides y col., 2011
comunicacibn en las Jornadas Técnicas Veterinarias).Los mencionados
investigadores y su grupo de trabajo lograron clonar y expresar la Bm86uy-r. En éste
trabajo se repetir la expresion de la Bm86uy-r clonada de garrapatas de nuestro
pais y se estudiara la capacidad de inducir anticuerpos en los bovinos.
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4. Revisién Bibliografica

« 4.1 Rhipicephalus microplus: Generalidades

4.1.1 CLASIFICACION TAXONOMICA DEL PARASITO:

El R. microplus es un ectoparasito hematéfago, de gran impacto econémico para la
produccién pecuaria 'y con una amplia distribucibon a nivel mundial.
Taxondmicamente se lo puede clasificar dentro del filo Arthropoda, clase Arachnida
y orden Acarina, por lo que es un acaro (Nari y Fiel, 1994). Dentro de este orden,

las garrapatas en su conjunto se pueden clasificar en 3 familias:

- Argasidae: son las denominadas garrapatas blandas. Se caracterizan por
carecer de escudo quitinoso en la adultez y estadios ninfales, presentando un
escudo vestigial en etapas larvarias. Otras caracteristicas a destacar es que
presentan dimorfismo sexual poco evidente y la hembra se alimenta varias
veces poniendo pocos huevos tras cada periodo de alimentacion. Existen
descriptas alrededor de 193 especies las cuales parasitan aves y mamiferos.

(Gugleimone y col; 2010)

- Ixodidae: se las conoce como garrapatas duras y su principal caracteristica es
la presencia de un escudo dorsal quitinoso. Presentan dimorfismo sexual
marcado, las hembras adultas se alimentan una sola vez en la vida para luego
poner una gran cantidad de huevos y morir. A nivel mundial se reconocen 14
géneros y 702 especies, algunas de las cuales tienen gran importancia para la
salud animal y humana por su dafio directo y por su funcién clave en la
transmision de enfermedades infecciosas (Gugleimone y col, 2010). En el
Uruguay existen descriptos 5 géneros: Amblyomma, Boophilus,

Haemaphysalis, Ixodes y Rhipicephalus.
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- Nuttalliellidae: esta familia de garrapatas esta integrada por una sola
especie, la Nuttalliellanamaqua, la cual no forma parte de las anteriores
familias por presentar caracteristicas compartidas entre estas (Gugleimone y
col, 2010).

El R. microplus se encuentra dentro de las garrapatas duras, es decir la familia
Ixodidae (Nari y Fiel, 1994). Su clasificacién taxonémica sufrié una variacién en el
afio 2003 basada en analisis moleculares y morfologicos. En la actualidad se la
considera perteneciente al género Rhipicepahlus y subgénero Boophilus. Siendo su

correcta nomenclatura: Rhipicephalus microplus(Murrell yBarker, 2003).

4.1.2 CICLO BIOLOGICO

R. microplus presenta su ciclo dividido en 2 fases: una de vida libre y otra de vida
parasitaria. La fase de vida libre se divide en: protoquia, ootoquia (aove),
incubacion, eclosion vy larva de vida libre.

La protoquia comienza cuando la tele6gina madura se desprende de su huésped, y
finaliza con el comienzo del aoeve. Durante esta etapa la hembra deposita los
huevos en el suelo, la cantidad de estos oscila entre 2500 y 3000. Luego se da la
incubacion y finalmente la eclosion de los huevos. Al darse la eclosion surgen larvas
con 3 pares de patas. Estas larvas trepan por los pastos protegiéndose del sol y la
desecacion con el objetivo de encontrar un huésped. Luego de que lo logran finaliza
la fase de vida libre; cabe destacar que esta fase es la mas variable en su duracién
(90 a 185 dias) debido a que es sumamente influenciada por factores climaticos
como la humedad, la temperatura, la exposicién a rayos solares y la densidad de
huéspedes potenciales (Nari y Fiel, 1994). Cuando la larva sube al huésped
comienza la fase de vida parasitaria, esta se encuentra dividida en 3 etapas: etapa
de larva, de ninfa y adultez. La larva que posee tres pares de patas, al subir al
huésped empieza a alimentarse de la sangre de este hasta que se ingurgita

totalmente. En ese momento se queda totalmente inmovil y recubierta por una
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exubia, pasando a denominarse metalarva. De la metalarva emerge una ninfa que
posee 4 pares de patas, rapidamente estd comienza a alimentarse y se da el mismo
proceso obteniéndose una metaninfa. De la metaninfa puede emerger un meandro
(adulto macho que aun no se ha alimentado) o una nedgina(hembra adulta que aun
no se ha alimentado). El neandro rapidamente pasa a ser gonandro, es muy
movedizo y puede copular varias veces con diferentes hembras. La nedgina pasa a
denominarse partendgina luego de la copula y se ingurgita parcialmente,es una
etapa intermedia entre la neodgina y la teledgina. Al final de esta fase la hembra
totalmente ingurgitada (teledgina) crece rapidamente hasta que finalmente cae del
huésped finalizando la fase de vida parasitaria. Cabe destacar que esta fase es
mucho mas constante en su duracion (aproximadamente 21 dias, 18-25) debido a

gue no se ve afectada por los factores climaticos externos.

FASE DE VIDA PARASITARIA

) —. -
{j——r . GONANDRO
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— > 3
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¢ N
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FASE DE VIDA LIVRE

Figura 1.Ciclo biolégico del R. microplus (Gonzales, 1995)

La dinamica poblacional del R. microplus en nuestro pais se puede resumir en la
presencia de 3 generaciones anuales:
- lera Generacion: se da de julio a noviembre y es producto de las larvas
presentes en el campo desde el otofio anterior, de telebginas que
sobrevivieron el invierno y de larvas que nacen en primavera. Es la generacién

menos numerosa
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- 2da generacion: se manifiesta de noviembre a febrero debido a teledginas
gue cayeron entre agosto y octubre, produciendo un acumulo de eclosiones
en noviembre-diciembre.

- 3era generacion: se observa en el periodo enero-junio y es producto de las
teledginas que caen en octubre-diciembre; es la generacion que provoca la

mayor relacion teledgina/vacuno. (Nari y Fiel, 1994)

En las cercanias de bosques es de esperar que haya una cuarta generacion.

4.1.3 PERDIDAS ECONOMICAS

Las garrapatas ingresaron a América entre los siglos XVII y XVIII a través de
vacunos Britanicos importados, y se transformaron rapidamente en los ectoparasitos
gue mayores pérdidas econémicas produjeron en todo el continente en esos siglos
(Nari y Fiel, 1994). Hoy en dia los efectos nocivos que produce este ectoparasito
sobre la producciébn pecuaria mundial han sido ampliamente estudiados y
demostrados (de la Fuente y col, 2008; Jonsson y col, 2007; Jonsson,
2006;Willadsen, 1999; Snelson, 1975).

Las razones por las que este parasito produce pérdidas econémicas son variadas.
Las directamente atribuibles al R. microplus son el dafio a la piel por la
picadura(afecta el cuero), la sangre que es capaz de ingerir una garrapata durante su
vida parasitaria, y la irritacion producida por la picadura que provoca molestias en el
animal interfiriendo con su alimentacion y bajando la ganancia de peso (Nari y Fiel,
1994). Ademas de las pérdidas directas, el parasito produce pérdidas en forma
secundaria como ser: la transmision de enfermedades al bovino, como babesiosis,
anaplamosis y theileriosis, y los costos econémicos para su control, como ser el uso
de garrapaticidas o los gastos en instalaciones para su aplicacion(Nari y Fiel, 1994).
Sumado a los costos para el productor en muchos paises existe un costo extra por
la aplicacién de planes sanitarios para su control, debido a los impedimentos que
esta parasitosis significa para la exportacién. (Cordoves, 1997). Otro costo a

considerar es la contaminacién producida por el uso de acaricidas. Su uso supone un
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riesgo para el ambiente, por la contaminacion de suelos y rios (efluentes), y para la
salud publica debido a los prolongados tiempos de espera (retiro) para evitar
residuos toxicos en los productos pecuarios (Graf y col, 2004; Kunz y Kemp, 1994).

Particularmente en nuestro pais(Uruguay) las pérdidas econémicas anuales debidas
a la infestacion del ganado por R. microplus en 2005 se estimaron en 45 millones de
dolares distribuidos en: tratamientos garrapaticidas (44,6%), abortos (31,1%), otros
tratamientos(12,8%), cueros dafiados (6,3%),acciones del Estado (4,5%) y pérdida
de 34 kg de carne por animal (Ministerio de Ganaderia, Agricultura y Pesca-Division

General de Servicios Ganaderos, 2005).

Controlando la infestacion por R. microplus podriamos evitar los dafios antes
mencionados y cuantiosas pérdidas econdémicas.

% 4.2 Métodos de control frente Rhipicephalusmicroplus:

Se pueden clasificar en:

A. Métodos de control quimicos:

Consisten basicamente en el uso de Acaricidas para cortar el ciclo del
pardsito. Las familias de acaricidas mas usadas son: Organofosforados,
Piretroides sintéticos, Fipronil, Lactonas Macrociclicas, Amidinas y Fluazurén,
entre otros.

Los acaricidas han sido una herramienta fundamental en el control del R.
microplus y en muchos casos la Unica utilizada. Sin embargo, y més alla de
los costos econdmicos y ambientales que supone su uso indiscriminado, esta
herramienta cuenta hoy con un problema ampliamente demostrado: el
desarrollo de resistencia por parte del parasito. (Jonsson y Hope, 2007;
Martins y Furlong, 2001; Furlong, 2004).La resistencia segun la FAO es el
aumento significativo de individuos de la misma especie dentro de una
poblacion capaces de tolerar dosis de una droga que son letales para la
mayoria de los individuos de su especie (FAO, 2003). La causa de este
fendmeno en muchos casos es el mal uso de los acaricidas (Furlong, 2004)y

hemos llegado al punto en que la resistencia frente a un nuevo acaricida es
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esperable entre 5 y 10 afos luego de su aparicion en el mercado(Wharton,
1983).

Hoy en dia en el Uruguay existen poblaciones de garrapatas resistentes a
organofosforados, piretroides sintéticos y sus mezclas, fipronil, amitraz y a
lactonas macrociclicas. El fluazurén es el Gnico principio activo aprobado para
uso en el Uruguay al cual, hasta el momento, no ha demostrado pérdida de
eficacia. Sumado a esto en el 2009 se diagnostico la primera poblacion de
garrapatas multirresistentes. Esta situacion fue catalogada como “incipiente”
por los autores, los cuales la consideran un serio riesgo que hace
imprescindible la aplicacion de estrategias de control integrado sustentables
para el mantenimiento de la eficacia de los garrapaticidas.( Cuore y Solari,
2013)

B. Métodos Alternativos:

- Control bioldgico: consiste en el uso de organismos vivos que actlen
como predadores del parasito. Su uso es altamente deseable pero su
factibilidad en cuanto a aplicacién, eficacia y estabilidad representa un
serio desafio (Willadsen, 2006). Actualmente se esta prestando especial
atencion al desarrollo de hongos, tales como Metarhiziumanisopliae y
Beauveriabassiana, como agentes de control biolégico frente a una gama
de garrapatas (Hajek y col, 2012; Pirali-Kheirabadi y col., 2007).

- Control mediante manejo: consiste basicamente en manejar los
hospederos en relacién a sus areas de pastoreo de tal forma de evitar la
coincidencia huésped-fase parasitaria. Esto no es de facil aplicacion, pero
se logra mediante, por ejemplo, el uso de correctos tiempos de descanso
para las praderas(FAO, 2003).

- Control genético: el mismo consiste en buscar hospederos resistentes a
la infestacién por el parasito. El ejemplo mas claro de este control es el uso
del Bos indicus por ser mas resistente a infestaciones graves de

garrapatas que las razas Bos Taurus(Cardozo y col., 1984).
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- Uso de vacunas: el uso de vacunas es hoy el area mas prometedora para
el futuro control del R. microplus, sin embargo, como veremos mMAas

adelante, aun no se han logrado los resultados ideales.

Como se ha expuesto no existe una solucién unica y definitiva para el control de las
infestaciones por garrapatas. Es por esto que la aplicacion de un control integrado
(Willadsen y col, 2006; Nari, 1995) usando otras tecnologias diferentes a los
acaricidas, basadas en el control inmunolégico, genético y biolégico son necesarias
en Uruguay para controlar la infestacion del ganado por garrapatas (Nari, 1990; Nari,
1995, Solari y col, 1992;). Pensando en un Control Integrado de este parasito se
destaca que el control inmunoldgico mediante la aplicacion de vacunas es una
herramienta imprescindible. (Willadsen, 1999; Willadsen, 2006;De La Fuente y col,
1999; de La Fuente y Kocan, 2006). Una de las ventajas del uso de vacunas como
método de control es que es menos probable que se desarrolle resistencia a los
acaricidas. (Willadsen, 2004)

¢ 4.3 Vacunas en lalucha frente al R. microplus

Este método de control proporciona una herramienta alternativa para el control de
garrapatas. Programas de control integrados contra este ectoparasito que incluyen
vacunas reducen el uso de acaricidas, el costo de la producciéon animal y minimizan
el impacto de la contaminacion ambiental. (Willadsen, 1999)

El paso limitante en el desarrollo de vacunas efectivas frente al R. microplus es y ha
sido la identificacion de antigenos que sean inmundgenos y que desarrollen una
respuesta protectora con la infestacion por éste parasito, (Mulenga y col., 2000;
Willadsen, 2001).

El control inmunolégico mediante el uso de vacunas, nos crea una perspectiva
promisoria en la lucha contra R. microplus. Desde hace mas de 40 afios diversos
estudios avalan que la resistencia adquirida en bovinos no es innata sino adquirida

durante sucesivas infestaciones por la misma (Roberts, 1968; Wagland y col., 1978)
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Se ha observado que animales resistentes llegan a rechazar entre un 80% a un 99%

de larvas.

4.3.1 CLASIFICACION DE LOS ANTIGENOS PARA EL DESARROLLO DE
VACUNAS:

Actualmente, 3 grupos de antigenos podrian identificarse como blancos
moleculares para el desarrollo de vacunas contra garrapatas: los antigenos
“‘expuestos”, los “ocultos” y un tercer grupo que presenta caracteristicas mixtas

comunes a ambos (Nuttall y col., 2006).

Los antigenos “expuestos” son proteinas o péptidos secretados en la saliva de la
garrapata cuando se alimenta del huésped, debido a esto son reconocidos
inmediatamente por el sistema inmune, desencadenando una respuesta del
mismo.

La interaccidn huésped parasito involucra la respuesta innata y adquirida del
huésped y los mecanismos inmunomoduladores de las garrapatas. En respuesta
al huésped las garrapatas desarrollan una serie de medidas de inmunosupresion
mediadas por moléculas presentes en la saliva (Wikel y col., 1979)

Los antigenos “ocultos”, por el contrario, no toman contacto con el huésped
durante la infeccién natural por lo que no desarrollan respuesta inmune de ningdn
tipo. Sin embargo, estos antigenos han demostrado ser protectores y
desencadenar una respuesta inmune cuando el huésped es expuesto a ellos en
forma “artificial” mediante inoculacion de los mismos incluidos en una vacuna.
Dentro de este grupo encontramos las moléculas asociadas al endotelio intestinal,
componentes relacionados con la embriogénesis y proteinas integrales de los

musculos entre otras.

El tercer grupo de antigenos presenta caracteristicas de “expuestos” y “ocultos”.

Tienen la potencialidad de brindar proteccion contra los estados inmaduros y
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adultos de la garrapata, poseen reaccion cruzada entre antigenos expuestos y
ocultos y son potencialmente universales protegiendo contra diferentes especies
(Trimnelly col., 2002; Trimnelly col., 2005)

4.3.2 VACUNAS COMERCIALES

La produccion de vacunas eficaces contra el R. microplus es un gran desafio.
Pese a la gran variedad de antigenos en estudio solo se han logrado producir
vacunas comerciales usando el antigeno recombinante oculto Bm86, existiendo
hoy en dia en el mundo 2 vacunas recombinantes comerciales que tienen como
inmundégeno dicho antigeno, y que han sido incluidas en los planes de control
integrado en Cuba (Gavac™) (Rodriguez y col., 1995) y en Australia
(TickGARD™) (de la Fuente y col., 2007; Willadsen y col., 1995)

Existen multiples estudios que han evaluado la eficacia de estas vacunas. En
pruebas a campo controladas en ganado en pastoreo, en Cuba, Brasil, Argentina 'y
México, Gavac™ ha demostrado una eficacia de 55-100% en el control de las
infestaciones. Estas variaciones en la eficacia podrian atribuirse segun los autores
a diferencias en las cepas de garrapatas, las condiciones experimentales y el
estado fisioldgico de los animales. Se demostré que la aplicacion de Gavac™
aumento el tiempo entre tratamientos acaricidas en un promedio de 32 +/- 21 dias
(P = 0,0005), lo cual significa ahorros importantes para la industria ganadera. En
Cuba, se realiz6 un andlisis de costo-efectividad en mas de 260.000 animales el
cual demostrd una reduccion del 60% en el nUmero de tratamientos acaricidas,
junto con el control de infestaciones por garrapatas y la transmision de babesiosis.
Estos resultados demuestran claramente la ventaja de la vacunacion (De la
Fuente y col., 1999). Los mismos autores determinaron que se puede evaluar la
eficacia de la vacuna a través de la medicion de los titulos de anticuerpos anti-
Bm86 en los animales vacunados. Resaltan también el hecho de que el estado
fisiolégico de los animales afecta la respuesta primaria a la vacunacion, pero no

los titulos de anticuerpos post revacunacion
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Como ya se ha sefalado estas vacunas comerciales no son eficaces en todas
partes del mundo debido al polimorfismo del locus de Bm86, por lo cual otros
grupos de investigadores buscan obtener inmundgenos regionales que garanticen
la efectividad de la vacuna producida. Cunha y col. produjeron en Pichia pastoris
la cepa Bm86 Campo Grande (rBm86-CG) de R. microplusy testearon su
capacidad inmunoprotectora en el ganado frente a la infestacion por garrapatas.
En estos experimentos se estudié por la técnica de ELISA la respuesta inmune
humoral especifica en los sueros de bovinos vacunados. Se realiz6 inmunoblot
demostrandose que anticuerpos del ganado vacunado reconocieron una proteina
en los extractos de larvas con un peso molecular correspondiente a Bm86. La
vacunacioén con el antigeno rBm86 CG mostré una eficacia del 31% frente al
desafio con R. Microplusde Campo Grande utilizado para infectar a los animales

vacunados. (Cunhay col., 2012)

En Uruguay, se realizaron ensayos de vacunacion con las dos vacunas
comerciales, no obteniéndose niveles aceptables de proteccion, por lo cual no
contamos con vacunas aplicables al control de R. microplus.

Las fallas en la eficacia de éstas se deben a la variacion génica del locus que
codifica al antigeno en las diferentes poblaciones de garrapatas a nivel mundial.

(De la Fuente y col., 2000;Garcia-Garcia y col., 2000).
Por otra parte, no existen otras vacunas comerciales que estén disponibles a nivel
mundial, aunque si hay algunas en etapa de experimentacion inicial ( busqueda

de antigenos que desarrollen una buena inmunidad protectora).

% 4.4 Proteina Bm86

Es una proteina localizada en la membrana de las células del intestino de las

garrapatas. Su peso molecular en su forma nativa es 89kda y en su forma

recombinante no glicosilada es de 71,7kda, su punto isoeléctrico es 5.1 — 5.6. La

estructura del antigeno es compleja, con multiples repeticiones similares a factores

de crecimiento epidérmicos y una extensa glicosilacion (Rand y col., 1989)
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La Bm86 nativa fue descripta por primera vez en 1989 por Willadsen vy
colaboradores, previamente los antigenos del intestino de R. microplus fueron
descriptos como antigenos protectores por el grupo de Opdebeeck y col. (1988)

La expresion de la Bm86 se ha logrado en E. coli(Tellamet y col.,1992), Pichia

pastoris (Rodriguez y col., 1994).

Su componente antigénico son sus glicoproteinas, por lo tanto, son las responsables
de la proteccion brindada al huésped. Se ha demostrado su inmunogenicidad y
eficacia tanto como proteina nativa (Willadsen y col., 1989) como en su forma

recombinante (Tellamet y col., 1992)

En 1989 Willadsen y col. demostraron que los anticuerpos producidos frente a
antigenos de hembras parcialmente ingurgitadas lisaban las células intestinales de
garrapatas adultas. Posteriormente se purifica, caracteriza y describe por primera
vez una glicoproteina de membrana del intestino de garrapatas con un peso
molecular de 89.000 KD, que se denomin6 Bm86 (Willadsen y col., 1989). Este
grupo identific6 a esta misma proteina como la responsable de la respuesta inmune
que afectaba a la digestion de la sangre por el parasito. Determinaron que las células
de la pared del intestino de la garrapata perdian su actividad endocitica al reaccionar
con el anticuerpo anti Bm86, un paso critico para la digestién de la sangre ingerida
por la garrapata, la cual esta se ve imposibilitada de alimentarse. Lograron ademas
asociar la respuesta de anticuerpos frente a Bm86 a la proteccion contra un desafio
de R. microplus. La ubicacién de la Bm86 nativa fue determinada posteriormente por
el grupo de Gough y col. en 1993 mediante microscopia electronica usando suero
anti Bm86-r producida en un sistema de expresion en E. coli. Se localizé a la Bm86

nativa en las microvellosidades de las células digestivas.

Cuando las garrapatas ingieren sangre de un animal inmunizado con Bm86, los
anticuerpos que ingresan al intestino de las garrapatas durante la alimentacion
desarrollan dos mecanismos efectores protectores principales: a) Interfieren en la
endocitosis de los alimentos e inhiben rapidamente la digestion, y b) activan el

complemento sobre la membrana de las células epiteliales produciendo la lisis de la
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misma.Una vez dafiada la pared intestinal los anticuerpos asi como los neutrofilos y
otras moléculas efectoras del sistema inmune invaden el hemocele, atacando
musculos y tubulos de Malpighi, produciendo la muerte del parasito.(Garcia-Garcia y
col., 1993).

* 4.5 Resultados previos

El grupo del Dr. Benavides del laboratorio de Inmunologia de Facultad de Veterinaria
realizo el clonado de la regién hipervariable de la Bm86 de diferentes poblaciones de
garrapatas del norte de Uruguay, mas la cepa Mozo(cepa de referencia en Uruguay)y
la comparo a la Yeerongpilly (ATCC 6745)(cepa australiana con la cual se elabora la
vacuna comercial).Cabe destacar que la zona hiepervariable es considerada
inmundgena por lo que reviste gran importancia.

A partir de estos alineamientos pudieron observar que las secuencias de nuestras
poblaciones comparadas con la cepa australiana presentan una diferencia de
alrededor del 5%. Estas diferencias nos indican el polimorfismo marcado del locus
Bm86 entre nuestras poblaciones y la poblacién Yeerongpilly(ATCC6745).

Diversos estudios han demostrado que diferencias entre las secuencias del gen de
mas de un 3% se traducen en diferencias importantes en los porcentajes de
proteccion (Patarroyo y col., 2005).Estas diferencias al estar ubicadas en la zona
hipervariable podrian explicar la falla de las vacunas comerciales en nuestro pais.

Estos datos reafirman la necesidad de clonar el gen de Bm86 de garrapatas de
nuestro pais, para asi poder desarrollar una vacuna recombinante protectora que

eventualmente pueda ser aplicada en Uruguay y la region.

En un paso previo a este trabajo se obtuvo la region codificadora de la Bm86 de de
garrapatas nativas del Uruguay, cepa proveniente del Departamento de Artigas, la
cual fue clonada por nuestro grupo de trabajo en el vector de expresion pET-
43(Invitrogen). El plasmido utilizado se caracteriza por fusionar 6 histidinas en el
extremo c terminal de la proteina asi como por conferir resistencia a la ampicilina
como forma de seleccién. La cola de histidina permite la identificacion de la proteina

recombinante en los procesos de estandarizacion de la expresion y purificacion por
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cromatografia de afinidad (ver punto 6.1 de materiales y métodos). La clonacion se
confirmd posteriormente por secuenciacién confirmando asi que el vector contenia la
region codificadora de la Bm86uy. Las muestras fueron analizadas en el Sector de

Secuenciamiento de DNA del Hospital de Clinicas de Porto Alegre.

La secuenciacion del plasmido pET43-Bm86uy permitié obtener un fragmento de
ADN de 2000 pb con un marco abierto de lectura que codifica una proteina de 666
aminoacidos, que, segun trabajos previos, deberia poseer una masa molecular de 70
Kda. (Cunhay col., 2012)

5. Objetivos:

OBJETIVO GENERAL.:
Produccion del antigeno recombinante Bm86uy de la garrapata del ganado bovino

Rhipicephalus (Boophilus) microplus y evaluacion de su capacidad inmunogénica en

bovinos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:
1) Produccion de la proteina recombinante (Bm86uy-r)

2) Evaluacion de la respuesta inmune mediante ELISA y Western Blot.
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6.METODOLOGIA

6.1. Produccion de la proteina recombinante (Bm86uy-r).

Con el objetivo de lograr la expresion de la proteina recombinante Bm86uy-r se
utilizé el pladsmido pET-43a (Invitrogen) clonado con el gen que codifica esta
proteina. El clonaje fue realizado previamente por los integrantes del grupo por lo
que partimos del plasmido PET-43a + inserto gen Bm86uy obtenidos de garrapatas
nativas de Uruguay.

Este vector de expresibn se caracteriza por presentar una region promotora
reconocida por la T7RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5 de manera
que tras la adicion de IPTG, la T7RNA polimerasa se expresa desde el cromosoma
bacteriano e induce la expresion de la proteina a partir del vector. En el vector esta
incluida una secuencia que codifica un segmento de seis histidinas, las cuales
quedan unidas a la regién C-terminal de la proteina recombinante luego de la
traduccion, facilitando su localizacion por Western Blot y purificacion por
cromatografia de afinidad usando resinas de Niquel. Adicionalmente contiene el gen
de B-lactamasa que confiere resistencia a la ampicilina.

Como forma de confirmar el clonaje de la regién codificadora de Bm86uy-r se realizé
secuenciacion en el Sector de Secuenciamiento de DNA del Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. Se utilizd un sistema de secuenciacion capilar, en el secuenciador
ABI3130xI (Life Technologies).

El andlisis de las secuencias de nucledtidos y su traduccién a aminoacidos se
llevaron a cabo utilizando el programa Bio_Edit_Sequence_Aligneament_Editor. De

acceso gratuito on-line (http://www.mbio.ncsu.edu/bioedit/bioedit.html)

Para realizar la expresion de la Bm86uy-r contdbamos con diferentes linajes de

E.coli.
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Se procedio a realizar shock térmico (Ver anexo 1) con el vector de expresion
pET43-Bm86-uy, utilizando distintas lineas celulares competentes (Ver anexo 2), las
cuales se prepararon de acuerdo a la metodologia descripta por Sambrock (2001).
Para comprobar la eficiencia del procedimiento se le realizé anélisis de competencia
transformandolas con el plasmido PAE (Ramos y col, 2004), proporcionado por el Dr.
Luis Parizi del Centro de Biotecnologia de la Universidad Federal de Rio Grande Do
Sul. (Ver anexo 3).El shock térmico consiste en incubar bacterias y pldsmido a 0°C
realizando luego un incremento brusco de temperatura a 42 °C que causa que el
ADN ingrese en la célula. Posteriormente las colonias transformadas fueron
sembradas en placas de agar LB + Ampicilina (50 mg placa). Se utiliz6 el protocolo
descripto por Sambrook (Sambrook, 2001)

A partir de las colonias transformadas presentes en las placas de agar LB+ampicilina
se realizaron los test de expresion para Bm86uy en diferentes linajes de E.coli.

El test de expresion consiste en lograr la expresion de la proteina recombinante
mediante induccion con IPTG (Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside) del laboratorio
Invitrogen. EI IPTG induce la expresion debido a que la colonias bacterianas fueron
transformadas con el vector Pet43 el cual se caracteriza por presentar una region
promotora reconocida por la T7 RNA polimerasa regulado por el promotor lacUV5.
Por lo tanto luego de la adicion del IPTG la T7 RNA polimerasa expresada desde el

cromosoma bacteriano induce la expresion de la proteina a partir del vector

El test de expresion se realizé en las siguientes condiciones:

- 37° C temperatura

-1mM concentracion de IPTG

-2 hs tiempo de incubacion.

Se parti6 de una colonia de la cepa transformada la que fue sembrada (2.5 ml)en
medio liquido Luria Bertain (LB) con ampicilina(50 mg/ml) e incubada a 37°C /180

rom durante toda la noche(pre-indculo). Adicionalmente se realizaron controles
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negativos de expresion, los que fueron bacterias transformadas no inducidas.
Posteriormente ese pre-inéculo se centrifugé a 4000 rpm durante 20 minutos. Se
descarté el sobrenadante y se re suspendi6 en 1 ml de LB sin ampicilina,
posteriormente se inoculé en 100 ml de LB sin ampicilina. Luego se incub6 a 37° C
de temperatura de acuerdo a lo ya descripto, a 180 rpm hasta alcanzar una densidad
optica (DO) de 0.6, correspondiente a la fase exponencial del crecimiento bacteriano,
adicionandose IPTG como inductor de expresion y tomando las muestras a las 2
horas de incubacibn como se describio. Luego de tomadas las muestras se
centrifugaron 3 veces a 15000g durante 5 -10 minutos a 4°C, descartando el
sobrenadante, el sedimento fuere suspendido en PBS 1X. Las muestras obtenidas
fueron sonicadas con una amplitud de 40, con pulsos de 5 segundos y descansos de
5 segundos, durante 15 minutos. Posteriormente separamos la fraccién soluble e

insoluble por centrifugacion a 2200g, 4°C, 1 hora.

Posteriormente se realiz6 un Western Blot (Ver anexo 4) usando un anticuerpo monoclonal
anti-histidina conjugado a fosfatasa alcalina Anti-His (C-term)/AP-Ab-Invitrogen) diluido
1/100 y 1/1000 en PBS 1x. Este anticuerpo nos permitié evidenciar la proteina mediante
una reaccion catalizada por la enzima, agregando el sustrato adecuado para esa enzima.

Se utilizé6 como substrato NBT/BCIP (Amresco) lo que da una coloracion rojiza frente a
una reaccion especifica. Esta solucién se vertio sobre la membrana de nitrocelulosa que
presentaban las proteinas bacterianas, de manera que quedara cubierta completamente, y
cubriéndola ademas con papel de aluminio para no permitir la entrada de luz. Se incub6 en
agitacion hasta la aparicion de bandas, en ese momento se par6 la reaccion descartando

la solucion y lavando con PBS 1X en abundancia.

6.2 Purificacion de la Bm86uy-r

Luego de lograr la expresion de la proteina Bm86uy-r se procedié a producir mayores
volimenes de cultivo (0.5 y 2 litros) con el objetivo de purificar la misma. La
purificacion se realizé por cromatografia de afinidad de la fraccion soluble en

columnas HisTrap™ (GE-Healthcare)de tamafio de 1 ml, puesto que la proteina
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recombinante presentan en su extremo C- terminal, una cola de seis histidinas que
interaccionan con el Niquel(Ni) cargado en la resina.

Para ello se utilizdé el sistema de purificacion AKTApurifier (GeneralElectric) del
Instituto de Higiene-Facultad de Medicina. Luego de obtenido el volumen de cultivo
deseado (0.5 o 2 L) siguiendo la metodologia arriba descripta se procediéo a la
purificacion de la proteina Bm86uy recombinante. Se centrifugé el cultivo y se lavo
en PBS 1X 3 veces en volumenes decrecientes como lo indica el punto 6.1.1hasta
obtener en un tubo todos los sedimentos. Posteriormente el mismo fue
homogenizado en buffer de ligacion (fosfato de sodio 20 mM, 0.5 M NacCl, 20 Mm de
Imidazole pH 7.4). Luego el sedimento (pellets) fue sonicado en hielo durante 30
minutos con ciclos de 15 segundos de sonicacion con descansos de 15 segundos
con una potencia de 80. ElI material sonicado fue centrifugado a 31150g por
aproximadamente 1 hora a 4°C. Este paso es muy importante para que no obstruya
la columna al pasaje del material a purificar.Luego de esta centrifugacion el
sobrenadante fue filtrado a 0,22 micras. El material filtrado fue sometido a
purificacion en el sistema de purificacion AKTA purifier (GE). Estos sistemas son
ampliamente usados a nivel de laboratorio ya que proporcionan mayor control

comparado con la purificacion manual.

Los mismos permiten controlar automaticamente la tasa de flujo, y monitorear el
progreso de la purificacion mediante el uso de gradientes de buffer (cromatograma) y
ademas colectar autométicamente las fracciones eluidas en tubos separados
numerados correlativamente, (http://www.gelifesciences.com).

Para la elucion se utilizaron concentraciones crecientes de Imidazol: 100 mM, 200
mM, 300 mM, 500mM en buffer fosfato (20mM de fosfato de sodio, 0.5 M de cloruro
de sodio, pH 7.4).

La recombinante obtenida en los diferentes picos se semicuantificé a partir de una
corrida electroforética en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, 12%) en el cual se
corrieron las fracciones colectadas en los diferentes tubos con mayor absorbancia.

Posteriormente se realiz6 la tincion del SDS PAGE con Coomasie Blue GR250
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Incubar a 372C a 180 RPM
Leer a 600 nm hasta llegar a una DO 0.6
Fase exponencial del cultivo

E.coli transformada en LB agar PREINOCULO 37°C /180 RPM/ON

Inductor IPTG 1mM

cultivar 2 horas

Centrifugado
Sonicado

4

Purificacidn cromatografia de afinidad

AKTA purifierGeneral Electric

Figura 2. Flujograma de produccion y purificacion de Bm86r-uy
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% 6.3 Evaluacion de larespuesta inmune mediante ELISA y Western Blot.

Para cumplir con tal objetivo las inmunizaciones se realizaron en las instalaciones del
Instituto de Investigaciones Miguel C Rubino. Se disefid un experimento con 6
terneros machos de 7 meses de edad raza Hereford (90 a 100 kg aproximadamente)
criados especialmente con este propoésito por el instituto M.C Rubino(alimentados
con racion balanceada 16%). Se dejaron 3 animales control y 3 animales vacunados.
Los animales inmunizados fueron inoculados los dias 0, 10 y 21(ver tabla 1) en forma
subcutdnea con aproximadamentel00 microgramos de Bm86uy-r. La vacuna se
prepard, mezclando 0.5 ml de solucién antigénica (Bm86uy-r) en buffer fosfato salino
fisiolégico (PBS) con 0.5 ml del adyuvante Montanide 888. Posteriormente se
mezclaron ambos soluciones mediante Vortex a méaxima velocidad durante 10
minutos. Se probd la correcta emulsion de las partes de la vacuna mediante el
depdsito de una gota de la vacuna sobre un recipiente con agua. Si estan bien
emulsionadas las soluciones antigénicas y el adyuvante, la gota deberia flotar en el
agua, conservando su morfologia. Los animales controles fueron inoculados
Gnicamente con una emulsion de 0.5ml de PBS + 0.5 ml de Montanide 888.Las
inmunizaciones y los sangrados para estudiar la respuesta de anticuerpos estan
indicados en la tabla 1.

Este protocolo cuenta con la autorizacion de la CEUA-DILAVE.

Tabla 1. Disefio experimental del ensayo de inmunizacion con Bm86uy-r

Dia Sangrado Inoculacién
0 1 1

10 2

21 3

32 2

59 3
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Las muestras de sangre obtenidas fueron procesadas luego de su coagulacion
realizandose centrifugacion a 3000 RPM por 20 minutos. Luego de esto se extrajo el
suero y se lo dejo en stock a 20°C hasta su utilizacion.

6.3.1Evaluacién de la respuesta inmune mediante estudio de la cinética

de anticuerpos por ELISA y de la especificidad por Western Blot.

Con el objetivo de evaluar la respuesta inmune de los animales a la inoculacion de la
Bm86uy-r se determinaron los niveles de anticuerpos asi como la especificad de los
anticuerpos de los bovinos a la proteina Bm86uy-r inoculada. Para esto se utilizaron
las técnicas de ELISA y Western Blot, los protocolos se describen brevemente a

continuacion y el detalle del procedimiento se encuentra en el anexo 5.

6.3.1a ELISA indirecto para detectar anticuerpos anti Bm86uy-r:

Para este método se sensibilizaron placas de ELISA (Greinerbio-one) con 100 ng de
Bm86uy-r por pocillo y se realizé el bloqueo con PBS-Tween al 5%. Posteriormente
se le agregaron 100 ul de sueros diluidos 1/6400, se lavé para sacar el exceso de
anticuerpos y se incub6 con 100 pl del conjugado (inmunoglobulinas de conejo (H+L)
anti IgG Bovina conjugado a peroxidasa) (A5295 Sigma) en una dilucién de 1/10000
como lo recomienda el fabricante. Se lavd nuevamente para sacar el exceso de
conjugado y se lo revelé con una solucién de Tetramethyl Benzidine (TMB, Novex-
HRP, Invitrogen). Se detuvo el revelado agregando 100 pl de HCI 1N para luego
realizarse la lectura a 450 nm. En cada placa se incluyo: a) curva de suero estandar
gue se realiz6 con 20 pl de cada animal vacunado de las sangrias 2 y 3 diluyéndolo
12 veces comenzando 1/1600; b) control de conjugado; c) control de bloqueo; d)
control de actividad peroxidasa del antigeno recombinante; e) suero bovino positivo
inmunizado con GAVAC (vacuna cubana que tiene como antigeno Bm86 clonado de

garrapatas nativas cubanas).

6.3.1b Western Blot para deteccion de anticuerpos anti-Bm86uy-r:
Para el analisis del WB las proteinas fueron separadas mediante SDS PAGE al 12%

y transferidas a membranas de nitrocelulosa (Invitrogen).Se realizé un sistema de
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transferencia semiseca utilizandose el Semidrive Thermoscientific conforme descripto
en el anexo 5.La membrana obtenida conteniendo la Bm86uy-r se cortd en tiras y se
blogqued con una solucién de leche descremada (preparacion conforme anexo 5)
Estas tiras fueron luego desafiadas con una diluciénl/100 de los suero de los
bovinos (vacunados y control) obtenidos en las sangrias 1, 2 y 3. Se realizo la
incubacion Over Night y luego se lavaron con PBS-Tween al 0.5%.

A las tiras se las desafio con anti-lgG bovina conjugada peroxidasa y se realizé
luego un nuevo lavado con PBS-Tween0.5%. Posteriormente se realizo el revelado

con TMB como se indica en el anexo 5

7.Resultados

% 7.1 Produccion de la proteina Bm86uy-r

La proteina Bm86uy-r se expresd a 37°C realizando agitacién constante de 160 rpm,
con adicién de IPTG en una concentracion de final de 1mM y con un tiempo de

incubacion de 2 horas.

La expresion de Bm86uy-r se analiz6 mediante Western Blot como se detalla en el
punto 6.1.1 de la metodologia usando un anticuerpo conjugado a fosfatasa alcalina
que reconoce especificamente la cola de histidinas. Esto se observa en la figura 3
donde se observa una banda de aproximadamente 70 Kda en el carril 2
correspondiente a la fraccién soluble a las 2 horas de realizada la induccién. Esta
banda coincide con el peso molecular de la Bm86. Se utiliz6 como control positivo la
proteina recombinante glutathione S-transferase(GST) por poseer cola de histidina.
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Figura 3. Expresion de Bm86 en E.col ipLys a 37°C 1mM IPTG,
carril 1: marcador de peso molecular, carril 2: sobrenadante 2 horas luego de
sonicado, carril 3: sobrenadante 4 hs luego de sonicado, carril 4: sobrenadante O/N,
carril 5: control positivo (GST-r) carril 6: vacio, carril 7: pelet 2 hs luego de sonicado,
carril 8: pelet 4 hs luego de sonicado, carril 9 pelet incubacién over night(ON) luego
de sonicado.

Confirmada la expresion la proteina fue purificada por cromatografia de afinidad (de
acuerdo al punto 6.1.2 de la metodologia).El cromatograma obtenido en la primera
purificacion se observa en la figura 4.Podemos observar en el tubo 7 la liberaciéon
(elusion) de la proteina Bm86uy-r. Posteriormente se confirmé la presencia de la
Bm86uy-r mediante SDS PAGE (figura 5).
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Figura 4.Cromatograma de la proteina recombinante Bm86uy-r por columna de
Histrap purificada. Obsérvese el pico de salida de la proteina recombinante Bm86u-r
y luego de la adicion del imidazol (linea verde= absorvancia por agregado de
midazol- linea azul absorvancia producida por proteina que a traviesan la columna y

posteriormente son colectadas en diferentes tubos de colecta (eje de las X))
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Figura 5. SDS-PAGE al 12% de la produccion de Bm86uy-r en E.coli BL21: 1) PM
Kda, 2) muestra sonicada, 3) no retenido en la columna Hls- Trap(tubo 2), 4) tubo 6,
5)tubo 7, 6) tubo 8.

En el SDS-PAGE obtenido (figura5) se mostré6 que ambos picos corresponden a la
proteina Bm86 (figura 5 carril4 y 5) pero que las cantidades recuperadas son bajas,
por lo que se decidié aumentar el volumen de cultivo que se paso por la columna con
la finalidad de aumentar la cantidad de proteina purificada. Con esto si se logré una
buena purificacion de la Bm86uy-r (figuras 6 y 7) en cantidades aceptables.

Para esta segunda purificacion se utilizé 2L de volumen de cultivo lograndose mayor
cantidad de proteina purificada. Esto se observa en el cromatograma de la figura 6
donde en el tubo 8 (T8b)se observa un pico de absorvancia correspondiente a la

Bm86 eluida lo cual se confirmé por SDS page
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Figura 6.Segundo Cromatograma de la proteina recombinante Bm86uy-r por

columna de Histrap purificada, utilizando mayor volumen de cultivo. El pico de salida
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de la proteina recombinante Bm86uy-r se observa en el pico indicado por la flecha
eluida (desprendida por la columna) con Imidazol 500 mM.
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72 Kda

36 kda

Figura 7.SDS PAGE 12%del 2 cromatograma de purificacion de Bm86uy-r.(figura6b).
1) Peso molecular, 2) tubo 7 de colecta pre-elusion de la proteina; 3) tubo 8 donde
estd Bm86uy-r eluida de la columna por 500mM de Imidazol; 4) tubo 9 pos elucién de

la Bm86uy-r indicando que no queda nada pegado a la misma.

% 7.2 Evaluacion de la respuesta inmune humoral mediante ELISA y
Western Blot:

7.2.1. Respuesta sistémica de anticuerpos especificos contra Bm86uy-r

evaluada mediante ELISA

Para medir la respuesta inmune se realiz6 un ELISA con las muestras de sangre
extraidas los dias 0 32 y 59, tanto a los animales control como a los vacunados con
Bm86uy-r(conforme punto 6.1.3 de la metodologia). Analizando los datos obtenidos
podemos observar un incremento de los niveles de anticuerpos de los animales
vacunados en comparacion con los niveles de los animales control. Se observa un
incremento rapido de anticuerpos en la segunda sangria (dia 32) la cual se

mantienen durante 59 dias.
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Figura 8.Diferencia entre los niveles de anticuerpos anti Bm86 de los sueros de
animales vacunados y no vacunados determinados por Elisa. Las flechas indican la
primera segunda y tercera inmunizacibn que serian los dias 0 10 y 21 del
experimento. Las barras representan el valor medio del grupo y las lineas verticales

la desviacion estandar.

7.2.2. Respuesta sistémica de anticuerpos especificos contra Bm86uy-r
evaluada mediante Western Blot.

En el Western se confirma la presencia de anticuerpos observados en el Elisa son
anti Bm86uy-r debido a que se observa una banda en las muestras obtenidas de los
animales vacunados con un peso molecular de aproximadamente 70 Kda, (Ver figura
9). Dicha banda no se observa en las muestras obtenidas de los animales control, ni
en las muestras obtenidas en la primera sangria debido a que adn no existian

anticuerpos frente a la Bm86uy-r (sin desafio aun)
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Figura 9.Western blot para deteccion de anticuerpos anti Bm86uy-r en sueros de
animales del grupo vacunado y control. Sangria 1, 2 y 3 corresponden a los dias 0,

32 y 59 respectivamente del experimento de vacunacion
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8.Discusion

En primer lugar queremos resaltar que se logré producir exitosamente la Bm86uy-r,
utilizarla en un ensayo de vacunacion y evaluar la respuesta inmune. Por lo que

podemos afirmar que se cumplio el objetivo general y los especificos de este trabajo.

En primer lugar debemos destacar que el desarrollar una vacuna recombinante
utilizando material génico de garrapatas nativas es importante debido al gran
polimorfismo del locus de Bm86. El mismo ya fue demostrado en Latinoamérica para
garrapatas provenientes de Brasil, Argentina, Uruguay, Venezuela y Colombia.
Donde se detectaron variaciones de entre 1,76 a 3,65% en las secuencias de
nucleotidos del gen, y un 3.4 a 6.8% en secuencias de aminoacidos. (Patarroyo,
2005).

Como se mencion6 anteriormente, en este trabajo de tesis se logro la expresion de la
BM86uy-r en E.coli BL21 (DE3). Las condiciones de expresion fueron a 37°C, con
agitacion constante de 180 rpm, induciéndose la expresion de la proteina con el
agregado de IPTG en una concentracion de final de 1mM, y tiempo de 2 horas.
Posteriormente el cultivo fue centrifugado y sonicado obteniéndose la proteina de
70 kda en la fraccion soluble, confirmandose mediante Western Blot.

Esta proteina fue descripta por primera vez por Willadsen y col en 1989. Estos
autores caracterizaron y purificaron la Bm86 nativa de extractos de intestino de
garrapatas de R. microplus Australianas. En estos estudios se describié por primera
vez la Bm86 como una glicoproteina de membrana con un peso molecular de
89.000 KD.

Posteriormente otro grupo de investigadores expresO la proteina en cuerpos de
inclusion de E.coli realizando un ensayo de vacunacion. Los resultados fueron una
disminucion del 24% en el numero de garrapatas frente al grupo control y un 77% de
reduccion en su capacidad reproductiva. Por otro lado estos mismos autores

demostraron que los anticuerpos de hembras parcialmente ingurgitadas lisaban las
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células intestinales de garrapatas adultas, afectandola digestion de la sangre por el
parasito. (Rand y col, 1989).

Otros grupos de investigadores han logrado expresar Bm86uy recombinante en
diferentes sistemas de expresion. Como ser en células de insectos usando el sistema
baculovirus. (Richardson y col, 1993) vy Pitchia pastoris. (Rodriguez y col, 1994,
Cunha y col. 2010 y 2012), Aspergillus nidulans y Aspergillus niger. (Turnball y col,
1990)

El antigeno Bm86r producido en P. pastoris al ser analizado por SDS-PAGE se
observa una banda de un peso aproximado de 90 a 100 Kda. Esta diferencia con
respecto a nuestro ensayo en cuanto al peso molecular de la Bm86uy-r obtenida se
explica debido a que el sistema de expresién en P. pastoris tiene la capacidad de
glicosilar la proteina producida. Sin embargo luego de un tratamiento de
desglicosilacion se obtuvo una uUnica banda de 70 Kda, que corresponde al peso
molecular de la proteina Bm86r sin la presencia de los oligosacéaridos N-ligados.Al
inocularse animales con esta recombinante se logré un 50% de disminucion en peso
de teledginas caidas, 31% de disminucion en numero de garrapatas sobre los
animales, 70% de disminucidbn en capacidad reproductiva de las garrapatas.
(Roriguez y col, 1994)

La Bm86 expresada en los trabajos de Cunha y col. 2010 y 2012 fue expresada
también en P. pastoris presentando un peso molecular de 80 Kda. Los autores
explican que se debe a que la Bm86 obtenida en el sistema de expresion utilizado
por ellos sufre glicosilacion lo que la hace una molécula mas grande. Estos
investigadores afirman que el peso molecular deberia ser de 69.1 Kda si se predice

el peso molecular usando CLC Viewer 6.0.2 software. (Cunhay col., 2010).

Otro grupo de investigadores ha logrado la expresion de Bm86 en un sistema basado
en el Aspergillus nidulans y Aspergillus niger, obteniéndose también una Bm86-r
glicosilada, similar a la nativa, con un peso molecular de entre 83 y 87kd. (Turnball y
col, 1990) En estos trabajos citados se marca una diferencia con nuestro estudio
pues en estos las proteinas obtenidas estan glicosiladas. En el anexo 7 se puede
observar un resumen de los distintos sistemas de expresion citados en esta

discusion.
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La proteina recombinante expresada en nuestro trabajo no esta glicosilada debido a
qgue el sistema de expresion en E. coli no permite glicosilar proteinas (Cunha y col,
2010). Por lo tanto el peso molecular obtenido de alrededor de 70 Kda nos indica que
estamos frente a la presencia de la Bm86uy recombinante.

El grupo de Willadsen y col 1995 expresd la Bm86 en E.coli cuya recombinante
obtenida dio origen a la vacuna Australiana (Tick Gard).

Por lo tanto la glicosilacion o no de la proteina recombinante obtenida no seria un

factor determinante en los niveles de eficacia y proteccion de la vacuna.

Luego de expresar la proteina nuestro siguiente objetivo consistio en evaluar la
capacidad inmunogénica de la recombinante Bm86 obtenida. El estudio de la
respuesta humoral se realizd mediante Elisa para determinar los niveles de
anticuerpos y la persistencia de estos en el tiempo. También se determind la

especificidad de los anticuerpos observado utilizando Western Blot.

La técnica de Elisa nos permitié cuantificar la respuesta de anticuerpos a lo largo del
tiempo(ver figura 8). Observando los resultados de dicha técnica vemos que ya a los
30 dias de la primera inmunizacidon se observan niveles altos de anticuerpos anti
Bm86 en el suero de los animales vacunados, no asi en los sueros control. Sumado
a esto observamos que la persistencia de dichos anticuerpos en el suero de los
animales vacunados se prologa por al menos 59 dias.

En un trabajo realizado por De la Fuente y col (1999) en un ensayo de campo en
Cuba en bovinos vacunados en condiciones de produccién estableci6 una
correlacion negativa entre la respuesta de anticuerpos a la vacuna y la fertilidad de
las garrapatas. Este resultado para De la Fuente permite la evaluacion de la eficacia
de la vacuna a través de la medicion de los titulos de anticuerpos anti-Bm86 en los
animales vacunados. Lo que nos permite suponer que la Bm86uy-r se comporta

como un buen inmundgeno.

Al realizar el Western Blot se pudo detectar que anticuerpos anti Bm86uy-r en las
muestras de suero obtenidas de los animales vacunados durante las 3 sangrias

reconocian una proteina con un peso molecular de 70 Kda correspondiente a la
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Bm86uy-r, no observandose en los animales control (ver figura 9).Esto nos habilita a
afirmar que Bm86uy-r es inmunogénica, generando anticuerpos especificos.

La eficacia y proteccion en las vacunas comerciales desarrollas esta asociada a la
presencia de anticuerpos especificos frente a esta proteina.

Por otro lado el hecho de que para obtener la Bm86uy-r utilizamos el gen nativo
podemos presumir que esta vacuna recombinante desarrollada contribuird al control
de R. microplus en nuestro pais y la region

Estudios de campo sobre costo beneficio realizados en Cuba demostraron que la
aplicacion de la vacuna Gavac (Bm86 como antigeno) redujo el uso de acaricida en
un 60%, bajo la infestacion por R. microplus, disminuyd la transmisién de Babesiosis
y se obtuvo una ganancia de 23.4 dolares/animal/afio. Por lo que el impacto
econdémico y ambiental por la disminucién del uso de acaricidas significaria para

nuestra region un gran beneficio.

9.Conclusiones

Como conclusiones finales podemos resaltar:

-Se logré expresar, purificar y caracterizar inmunoldgicamente la Bm86 recombinante
en E.coli, con un peso molecular de 70Kda.

-La Bm86uy-r obtenida es un buen inmundgeno.

-La Bm86uy-r tiene la potencialidad de ser usada en una vacuna frente al R.

microplus.
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10. Anexos

ANEXO 1:

% Protocolo para transformacion por shock térmico.

1. Retirar bacterias del -70°C, pasarlas a hielo

2. Colocar 2pl del ADN ligado al plasmido, sobre E. coli competente
dejar 20 minutos en hielo

3. En estos 20 minutos poner 1ml de LB s/ATB(Anexo 6) en
ependorf estéril

4. Pasar las bacterias + plasmido 40seg a 42°C y luego 1 min en
hielo

5. Posteriormente y en forma rapida pasar las bacterias + plasmido
a los ependorf preparados en el paso 3.

6. Incubar 1 hora a 37°C

7. Posteriormente se centrifugan a 2200g por 5 minutos, se
descarta el sobrenadante y sembrar en placas de LB/Agar.

8. Incubar en estufa a 37°C toda la noche
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ANEXO 2:
% Linajes bacterianos utilizados

Linaje Caracteristicas Utilidad Compaifiia

genotipicas

BL21(DE3) pLysE F-,omp T, hsdSg (rs., Expresion de proteinas Invitrogen
Mg), gal, dcm,
(DE3J), pLysE, Cam

BL21-CodonPlus E. coli B F-, ompT, Expresion de proteinas Stratagene
(DE3)-RIL hsdS (rB-,mB-), conteniendo codones raros
dcm+, Tet®, gal, | (genomas ricos en AT)

(DE3), endA, Hte,
[argU, ileY, leuw,
Cam"]
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ANEXO 3:

% Protocolo para preparacion de linajes de células competentes.

1. A patrtir de placas de Lura Bertani (LB)/Agar sembradas con menos de 12

horas, se prepara un pre-inéculo en 100 ml de medio LB depositando una
colonia.
Se llevan al shacker a 37°C, 180 rpm por aproximadamente 3 hs, hasta

que llegue a una OD 600 aproximadamente de 0.3-0.4.

3. Transferir a tubos estériles de 50ml, poner en hielo

Centrifugar a 2700g /10min a 4°C

5. Homogenizar el pellet con 30ml de MgCl-CaCl2 (80mM MgClI2, 20mM

CaCl2)
Centrifugar a 2700g 10min a 4°C
Descartar el medio.

8. Homogenizar por vortex suave en 2ml de 0.1M de CaCl2 por cada 50ml

del cultivo original.

Congelado de células competentes: juntar los 2ml de cada tubo del punto
8. Agregar 140ul de DMSO por cada 4ml de células homogenizadas,
mezclar suavemente, dejar por 15 minutos en hielo. Luego de los 15
minutos repetir el procedimiento. Alicuotar de a 50ul y congelar en

nitrégeno liquido.

10. Stockear a -70°C hasta su uso
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ANEXO 4:

s SDSy Western Blot test de expresién(protocolo estandar)

Electroforesis en geles de acrilamida en condiciones
desnaturalizantes(SDS-PAGE):

Para la electroforesis en geles de acrilamida se siguié la metodologia
descripta en Antibodyes

Se utilizé una cubeta Thermo Scientificvertical systems Owl P8DS, con
geles separadores al 12% y geles concentradores al 5%.

Las muestras se incubaron a70°C por 5 minutos con el buffer de muestra
(Bio rad) SDS-PAGE 5X, para realizar la desnaturalizacion. Se agitaron
y centrifugaron por unos segundos varias veces para luego cargarse
junto al marcador de peso molecular Page Ruler Unsteined (Fermentas).
Para la electroforesis se sumergio6 el gel en la cuba con buffer de corrida
(Bio rad), se aplicé un voltaje de 100 V cuando las muestras estaban en
el gel concentrador al 5% y de 150 V cuando las muestras estaban en el

gel separador al 12%, durante aproximadamente 2 horas

Tincion de proteinas en geles de acrilamida:

Se utilizé una solucion de azul de Coomasie Brilliant Blue R-250,1%
(p/v), metanol 40% y acido acético 10% para la tincién de los geles de
acrilamida, la cual se realiz6 por 1 hora como minimo y 24 horas como
maximo, a temperatura ambiente.

Se destifieron los geles a temperatura ambiente, con agitacién suave en
una solucion acuosa de metanol al 40% (v/v) y acido acético 10% (v/v).
Se utilizé vidrio y celofan para secar los geles a temperatura ambiente,

para posteriormente escanear las imagenes

Electro transferencia de proteinas:
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Después de la electroforesis SDS-PAGE las proteinas se transfirieron
desde los geles a las membranas de nitrocelulosa. Este procedimiento se
realiz6 de formasemiseca, siguiendo la metodologia de Antibodies: a
Laboratory Manual.

La transferencia semiseca se realizd mediante el
SemidriveThermoscientific.

Finalizada la SDS-PAGE, se procedié al montaje del sandwich sumergido
en buffer de transferencia (Bio rad) desde el catodo hacia el anodo como
sigue: 3 piezas de papel Whatman, gel de poliacrilamida, membrana de
nitrocelulosa, y 3 piezas de papel Whatman. Mediante una varilla de
vidrio se eliminaron por presion las burbujas existentes dentro del
sandwich. Finalmente se cubrié el montaje con la tapa de seguridad y se

mantuvo durante 1 hora a 200V.

Sistemas de revelado:

Luego de realizada la transferencia a la membrana de nitrocelulosa se
tifio la membrana con Fast Green (Biotech) diluido en 25% metanol, 10%
acido acético para comprobar la presencia de proteinas y se hicieron las
marcas correspondientes al marcador de peso molecular, se lavaron las
membranas con PBS 1X hasta la desaparicién de los colorantes (5-10
minutos, 3 veces).

Posteriormente se procedid a bloguear los grupos reactivos de la
nitrocelulosa adicionando una solucion de bloqueo con leche
descremada al 5%, se incubo por lhora a temperatura ambiente.

Para la deteccion de Bm86 uy-r se utilizd el anticuerpo monoclonal Anti
his- C term —HRP (Invitrogen) y fue revelado utilizando Diamino
Benzidina (DAB) como sustrato.

La metodologia empleada al utilizar DAB fue: se prepar6 una solucion de
bloqueo con PBS-Tween 20- 0.05% (PBS-T) y leche descremada en
polvo al 0.5%, se dej6 1 hora a temperatura ambiente, con agitacion
suave. Finalizado el tiempo de bloqueo, las membranas se lavaron con

PBS-T durante 5 minutos, tres veces. A continuacion la membrana se
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incubo toda la noche con el anticuerpo primario Anti his- C term —HRP
(Invitrogen) diluido 1:500 (v/v) a 4°C. Al cabo de la incubacion se repitio
el lavado delas membranas con PBS-T durante 5 minutos, 3 veces. Se
prepard la solucion de revelado que consiste en 10 ng de DAB diluidos
en 10 ml de Tris 50 Mm (pH 7.6) y10ul agua oxigenada 30%. Esta
solucién se vertid sobre la membrana de manera que quedara cubierta
completamente, cubriéndola con papel de aluminio no permitiendo la
entrada de luz, se incubo en agitacion hasta la aparicion de bandas en
ese momento se detuvo la reaccién descartando la solucion y lavando

con PBS 1X en abundancia.

El revelado con NBT-BCIP consisti6 en que luego de finalizado el
bloqueo, las membranas se lavaron con PBS 1X durante 5 minutos, tres
veces. A continuacion la membrana se incubo toda la noche con el
anticuerpo primario Anti his- C term —HRP(Invitrogen) diluido 1:500 (v/v)
a 40C. Al cabo de la incubacion se repitid el lavado delas membranas
con PBS 1X durante 5 minutos, 3 veces, se incubo por 5 minutos en
buffer de revelacion. Esta solucion se verti6 sobre la membrana de
manera que quedara cubierta completamente, cubriéndola con papel de
aluminio, se dejo 15minutos con agitacion leve. Se preparo la solucion de
revelado: 1 ml de buffer de revelacién, 6ul NBT, 3 ul de BCIP. La
solucién se adicion6é a la membrana hasta que se observaron bandas
respectivas, en ese momento se detuvo la reaccién descartando la

mezcla y afladiendo agua destilada con abundancia
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ANEXO 5:

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

1)
2)

« Protocolo para ELISA
Se sensibilizaron las placas de ELISA (Greinerbio-one) con 100 ng de
Bm86uy-r por pocillo, diluido en tampon carbonato bicarbonato 50 mM con un
pH de 9,6, dejando ON a 4°C en camara humeda.
Se realizaron 3 lavados con PBS 1X + Tween 20 al 0,1% (PBST).
Se bloqued con PBS Tween 20 al 5 % dejando ON a 4°C en camara humeda
para lavarse nuevamente con PBS Tween 0.5% por 3 veces.
Se colocé 100 pl de suero problema diluido 1/6400 en PBS-Tween 0.5% y se
dej6 incubando a 37°C por 1 hora en camara humeda.
Se realizaron 3 lavados usando 200 ul de una solucion de lavado conteniendo
PBS-Tween 0.5%.
Luego se agregd 100 pl del conjugado (inmunoglobulinas de conejo (H+L) anti
IgG Bovina conjugado a peroxidasa) (A5295 Sigma) diluido 1/10000 en PBS
Tween 0.5% y se dejo incubando a 37°C por 1 hora, en camara humeda.
Luego las placas se lavan 3 veces con PBS-Tween 0.5%.
La unién especifica conjugado anticuerpos de los animales serevelé con 100
pl - de Tetramethyl Benzidine (TMB, Novex-HRP, Invitrogen) durante 20
minutos en camara oscura a temperatura ambiente. Se detuvo el revelado

agregando 100 ul de HCI 1N para luego realizarse la lectura a 450 nm.

% Protocolo Western Blot evaluacion de respuesta inmune:

Las proteinas fueron separadas mediante SDS-PAGE al 12%

Después de la electroforesis SDS-PAGE las proteinas se transfirieron desde
los geles a membranas de nitrocelulosa mediante transferencia semiseca
(SemidriveThermoscientific). Para la misma, se precedi6 al montaje del
sandwich sumergido en buffer de transferencia desde el catodo hacia el
anodo como sigue: 2 piezas de papel Whatman, gel de poliacrilamida,
membrana de nitrocelulosa, y 2 piezas de papel Whatman, mediante una

varilla de vidrio se eliminaron por presion las burbujas existentes dentro del
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3)

4)

5)

6)

7
8)

sandwich. Finalmente se cubrié el montaje con la tapa de seguridad y se
mantuvo durante 1 hora a 200V

La membrana obtenida fue cortada en tiras de 5mm de ancho y se realizo el
bloqueo con una solucion de bloqueo consistente en PBS-Tween 20 al 0.05%
(PBS-T) y leche descremada en polvo al 0.5%

Las tiras conteniendo la proteina recombinante fueron luego desafiadas con el
suero de los bovinos vacunado y control (sangrias 1. 2 y 3). Se utilizaron 2
diluciones, 1/500 y 1/1000. Las tiras se incubaron con las correspondientes
diluciones de suero toda la noche a 4°C.

Posteriormente se lavaron las tiras con solucion de lavado de PBS-Tween
0.5% durante 5 minutos cada uno.

Se coloc6 anti-lgG bovina conjugada con fosfatasa alcalina (1/10000), y se
dejé6 las tiras por 1 hora, a temperatura ambiente.

Las tiras fueron lavadas nuevamente con PBS Tween-0.5%.

Finalmente se realiz6 el revelado con Diaminobenzidine (DAB) Se preparé la
solucion de revelado que consiste en 10 ng de DAB diluidos en 10 ml de Tris
50 Mm (pH 7.6) y 10ul agua oxigenada 30%. Esta solucion se vertié sobre la
membrana de manera que quedara cubierta completamente, cubriéndola con
papel de aluminio no permitiendo la entrada de luz, se incubo en agitacién
hasta la aparicion de bandas. En ese momento se paré la reaccion

descartando la solucién y lavando con PBS 1X en abundancia.

ANEXO 6:

< Buffers

PBS 1X: cloruro de sodio 140 mM, cloruro de potasio 2,7 mM , fosfato de

dis6dicol0 mM, fosfato de potasio monobasico 1,8 mM

Buffer de muestra para SDS-PAGE 5X: 15% B mercaptoetanol, 15 % SDS,
1.5% Bromophenol blue, 50% glicerol.

Buffer de corrida: Tris base 25 mM, glicina anidra 192 mM y SDS al 1% (p/v)
a pH 8,3.
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e Buffer de ligacion: fosfato monosédico20 mM, cloruro de sodio 0.5 M,
Imidazole20 mM (pH 7.4)

e Buffer de transferencia semiseca: Tris base 48mM, glicina 39mM, SDS
0.037%, metanol 20%.

e Buffer de revelacion NBT-BCIP (Amresco): Tris- HCI100 mM, cloruro de

sodio 100mM, cloruro de magnesio 25mM

% Soluciones

e Ampicilina ( Laboratorio ION): se prepara una solucion madre de 100 mg/ml en

agua destilada, se filtra, y conserva a -20C.

e Isopropylthio-B-D-galactoside (IPTG) (Amresco): se prepara una solucion
madre de 0.1M de IPTG en agua destilada, se filtra y se conserva a -20°C.

e Fast Green: se prepara una solucién de 0.1gr de Fast Green diluido en 25ml

de metanol, 10ml de &cido acético y 65 ml de agua destilada

% MEDIOS DE CULTIVO:

Todos los componentes fueron auto clavados a 121°C/ 1 atmosfera por 15

minutos y mantenidos a temperatura ambiente hasta su uso.

e Luria Bertain (LB) liquido: 1 gr de cloruro de sodio (Carlo Erba), 1 gr triptona
(BD), 0.5 gr extracto de levadura (BD), 100 ml de agua destilada, pH 7.5

e Luria Bertain (LB)-agar (Invitogen): 100 ml de LB liquido, 1.5 gr de agar

bacteriologico.
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ANEXO 7:

% Resumen de los principales sistemas de expresion de Bm86

*

Proteina de
fusion en
cuerpos de
inclusion.
Pm total de
143 kDa
consistente
en 651
aminoacidos
de E. coli /13-
galactosidas
a, 599
aminoacidos
de Bm86 y
19
aminoacidos
codificados
por otras
partes del
vector

Tres
inoculacione
s(2IMyla
altima
SC)separad
as por 4
semanas.

Rand y
col., 1989.
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Bm86-r
glycosilada
de entre 83y
89 kda.

No se
realizé

Turnball y
col., 1990

Proteina Aplicacion Cunhay

glicosilada IM en las col., 2012
de semanas 0,
80Kda(SDSp 2y 4.

age)

53]



11.Bibliografia

1. Benavides U, Acevedo C,PariziL, Seixas A, Masuda A, da Silva Vaz Jr
(2011).Determinacion del polimorfismo del gen Bm86 de la garrapata del
ganado bovino Boophilus microplus, en poblaciones de zonas endémicas de
Uruguay.Jornadas Técnicas de la Facultad de Veterinaria, Facultad de
Veterinaria, Montevideo, Uruguay

2. Canales M, Almazan C, Naranjo V, Jongejan F, de la Fuente J ( 2009).
Vaccinationwith recombinant Boophilus annulatus Bm86 ortholog protein,
Ba86, protectscattle against B. annulatus and B. microplus infestations. BMC
Biotechnology; 9:29.d0i:10.1186/1472-6750-9-29.

3. Cardozo H, Nari A., Franchi M, Lopez A, Donatti N. (1984). Estudio sobre la
ecologia del Boophilus microplus en tres &reas enzodticas del Uruguay.
Veterinaria (Montevideo) 20: 4-10.

4. Cordovés C, (1997). Carrapato: controle ou erradicacdo. 2 ed. Guaiba
Agropecuaria, 176 p

5. Cunha R, Pérez de Lebdn A, Leivas F, da Silva L, Goncalves A, Andreotti R
(2012)Bovine immunoprotection against Rhipicephalus (Boophilus) microplus
with recombinant Bm86-Campo Grande antigen. Rev. Bras. Parasitol. Vet.,
Jaboticabal; 21: 254-262.

6. Cunha R, Andreotti R, Leivas P(2010) Rhipicephalus (Boophilus) microplus:
expression and characterization of Bm86-CG in Pichiapastoris Rev. Bras.
Parasitol. Vet; 20: 103-110.

7. Cuore U, Solari M (2013) Poblaciones multirresistentes de garrapatas
Rhipicephalus (Boophilus) microplus en Uruguay. Veterinaria (Montevideo) 50:
4-13.

8. De Freitas D, Vaz Ida S, Masuda A (2008) Expression and enzymatic activity
of glutathione s-transferase in tissues of Boophilus microplus females. Rev
Bras Parasitol Vet; 2: 99-104.

9. de la Fuente J, Estrada-Pefia A, Venzal J, Kocan K, and Sonenshine D
(2008)0Overview: ticks as vectorsof pathogens that cause disease in humans
and animals. Front.Biosci. 13: 6938—6946.

54 |



10.de la Fuente J, Almazan C, Canales M, Pérez de la Lastra J, Kocan
K,Willadsen P (2007) A 10-year review of commercial vaccine performance
forcontrol of tick infestations on cattle. Anim. Health Research Reviews; 8: 23—
28.

11.deLa Fuente y M Kocan(2006) Strategies for development of vaccines for
control of ixodid tick species. ReviewArticle. Parasite Immunology; 28:275—
283.

12.de la Fuente J, Rodriguez M, Montero C, Redondo M, Garcia-Garcia J,
Méndez L, Serrano E, Valdés M, Enriquez A, Canales M, Ramos E, Boue O,
Machado H, Lleonart R(1999) Vaccination against ticks (Boophilus spp.): the
experience with the Bm86-based vaccine Gavac™Genetic Analysis. Biomol.
Eng.; 15:143-148.

13.FAO (2003). Resistencia a los antiparasitarios. Estado actual con énfasis en
Ameérica Latina. Roma, FAO, 51p. Produccion y Sanidad Animal, 157: 1-51.

14.Fragoso H, Rad H, Ortiz M, Rodriguez M, Redondo M, Herrera L, de la Fuente
J. (1998) Protection against Boophilus annulatus infestations in cattle
vaccinated with the B. microplus Bm86-containing vaccine Gavac Vaccine 16
(20): 1990-1992.

15.Furlong J. (2004) Controle estratégico do carrapato dos bovinos. A Hora Vet;
23(137): 53-56.

16.Garcia-Garcia J, Montero C, Redondo M, Vargas M, Canales M, Boue O,
Rodriguez M, Joglar M, Machado H, Gonzalez L, Valdés M, Méndez L, de la
Fuente J (2000). Control of ticks resistant to immunization with Bm86 in cattle
vaccinated with the recombinant antigen Bm95 isolated from the cattle tick,
Boophilusmicroplus. Vaccine; 18(21):2275-87.

17.Garcia-Garcia JC, Gonzalez IL, Gonzélez DM, Valdés M, Méndez L, Lamberti
J, D'Agostino B, Citroni D, Fragoso H, Ortiz M, Rodriguez M, de la Fuente
J.Sequence variations in the Boophilus microplus Bm86 locus and implications
for immunoprotection in cattle vaccinated with this antigen. Exp Appl Acarol.
1999. Nov;23(11):883-95.

55|



18.Garcia-Garcia J, Montero C, Redondo M, Vargas M, Canales M, Boue O,
Rodriguez M, Joglar M, Machado H, Gonzalez L, Valdés M, Méndez L, Gough
M, Kemp D.(1993). Localization of a low abundance membrane protein (Bm86)
on the gut cells of the cattle tick Boophilusmicroplus by immunogoldlabeling. J
Parasitol. 79(6):900-907.

19.Gonzales J(1995) O controle do carrapato do boi. 2a ed. Porto Alegre: Edicao
do autor, 235p.

20.Gugliemone A, Robbins R, Apanaskevich D, Petney T, Shao R, Barker S
(2010) The Argasidae, Ixodidae and Nuttalliellidae (Acari: Ixodida) of the world:
a list of valid species names. Zootaxa 2528: 1-28.

21.Graf J, Gogolewski R, Leach-Bing N, Sabatini G, Molento M,Bordin E, Arantes
G (2004) Tick control: an industrypoint of view. Parasitology 129: 427-442.

22.Hajek A, Delalibera Jr, (2012) Fungal pathogens as classical biological control
agentsagainst arthropods. BioControl; 55:147-158.

23.Jonsson N, (2006) The productivity effects of the cattle tick (Boophilus
microplus)infestation on cattle, with particular reference to Bos indicus cattle
and their crosses.Vet. Parasitol., 137: 1-10.

24.Jonsson N, Hhope M (2007) Progress in the epidemiology and diagnosis of
amitrazresistance in the cattle tick Boophilus microplus. Vet. Parasitol. 146:3-4.

25.Kunz S, Kemp D, (1994). Insecticides and acaricides: resistance and
environmentalimpact. Ver. Sci. Tech. 13: 1249-86.

26.Lapage G, (1971). Parasitologiaveterinaria.6a ed. Mexico, Continental, 790p.

27.Martins J, Furlong J (2001) Avermectin resistance of the cattle tick
Boophilusmicroplus in Brazil. Vet Rec. 149(2)64.

28.Mulenga A, Sugimoto C, Onuma M (2000) Issues in tick vaccinedevelopment:
identification and characterization of potentialcandidate vaccine antigens.
Microbes Infect; 2: 1353-1361.

29.Murrel A, Barker (2003) Synonymy of Boophilus Curtice, 1891 with
Rhipicephalus Koch, 1844 (Acari: Ixodidae). Syst Parasitol. 56(3):72-169.

30.Nari A.(1995). Strategies for the control of one-host ticks and relationship with
tick-borne diseases in South America.Vet Parasitol ;57(1-3):65-153.

56 |



31.Nari A, Fiel C (1994). Enfermedades parasitarias de importancia economica en
bovinos. Bases epidemiolégicas para su prevencion y control. Montevideo,
Hemisferio Sur,519p.

32.NariA, (1990). Methods currently used for the control of one-host ticks: their
validity and proposals for future control strategies. Parassitologia; 32(1): 133-
143.

33.Nascimento-Silva M, Alexandre L, Sirlei D, Juliano L, Itabajara da Silva Vaz Jr,
Paiva-Silva G, Oliveira P, Sorgine F (2008)BYC, an atypical aspartic
endopeptidase from Rhipicephalus (Boophilus) microplus eggs. Comp.
Biochem. Physiol., 149: 599-607.

34.Nuttall P, Trimnell A,Kazimirova A,Labuda M (2006) Anti-tick vaccines:
Exposed and concealed antigens as vaccine targets for controlling ticks and
tick-borne diseases. Parasit Immunol. 28: 155-163.

35.0pdebeeck J, Wong J, Jackson L, Dobson C (1988) “Vaccines to protect
Hereford cattle against the cattle tick Boophilus microplus”. Immunology
67(3):388-393.

36.Patarroyo J. (2005) Polymorphism of the bm86 gene in South American strains
of the cattle tick Boophilus microplus. Exp Appl Acarol; 37:199-214.

37.Pirali-Kheirabadi K, Haddadzadeh H, Razzaghi-Abyaneh M, Bokaie S, Zare
R,Ghazavi M. (2007)Biological control of Rhipicephalus (Boophilus)
annulatusby different strains of Metarhizium anisopliae, Beauveria bassiana
andLecanicillium psalliotae fungi. Parasitol Res; 100:1297-1302.

38.Ramos C, AbreuP, Nascimento H. (2004) A high-copy T7 Escherichia coli
expression vector for the production of recombinant proteins with a minimal N-
terminal His-tagged fusion peptide. Braz J Med Biol Res. 37:1103-11009.

39.Rand K, Terry M, Alagacone S, Kevin S, Ross T, Peter Willadsen, Gary
C(1989). Cloning and expression of a protective antigen from the cattle
tickBoophilusmicroplus. Proc. Natl. Acad. Sci.;86: 9657-9661.

40.Richardson M, Smith D, Kemp D, Tellam R(1993) Native and baculovirus-
expressed forms of the immuno-protective protein BM86 from Boophilus
microplus are anchored to the cell membrane by a glycosyl-phosphatidyl
inositol linkage. Insect Mol Biol; 1:139-147.

57|


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16323051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16323051
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16323051

41.Roberts JA (1968) Resistance of cattle to the tick Boophilus
microplus(canestrini). Il. Stages of the life cycle of the parasite against which
resistanceis manifest. J. Parasitol 54(4):663-666.

42.Rodriguez M, Penichet ML, MourisAE, Labarta V, Luaces L, Rubiera R,
Cordovés C, Sanchez P, Ramos E, Soto A, (1995).Control of
Boophilusmicroplus populations in grazing cattle vaccinated with a
recombinant Bm86 antigen preparation.Vet Parasitol. 57(4):339-349.

43.Rodriguez M, Rubiera R, Penichet M, Montesinos R, Cremata J,Falcon V,
Sanchez G, Bringas R, Cordoves C, Valdes M,(1994) High-level expression of
the B. microplus Bm86 antigen inthe yeast Pichia pastoris forming highly
immunogenic particlesfor cattle. J. Biotechnol; 33: 135-146.

44.Sambrook J, Rusell D. (2001) Molecular cloning a laboratory manual. 3a ed,
New York Ed. Cold Spring Harbor Laboratory Press, p2100.

45.Snelson J (1975). Animal ectoparasites and disease vectorcausing major
reduction in world food supplies. FAO Plant Protection Bulletin; 13:103-114.

46.Solari M, Nari A, Cardozo H (1992). Babesia bigemina on the production of
beef cattle in Uruguay.Mem Ins. Oswaldo Cruz: 87(Sup 3): 143-149.

47.Tellam R, Smith D, Kemp D ,Willadsen P, (1992). Vaccination against ticks.
En: Yong, WK. Animal Biotechnology. Boca Raton,CRC, p303—-331.

48.Toro-Ortiz R, Itabajara da Silva Vaz Junior, Gonzales JC, Masuda A (1997)
Monoclonal antibodies against Boophilusmicroplusand their effects on tick
reproductive efficiency. Vet. Parasitol; 69: 297-306.

49.Trimnell AR, Davies GM, Lissina O, Hails RS, Nuttall PA.(2005) A cross-
reactive tick cement antigen is a candidate broad spectrum tick vaccine.
Vaccine; 23: 4329-4341.

50.Trimnell AR, Hail RS, Nuttall PA.(2002) Dual/action ectoparasite vaccine
targeting “exposed” and “canceled” antigens. Vaccine; 20: 3560-3568.

51.Turnbull F, Sharp P, Mclnerney B, Smith D, Kemp D, Rand K, Cobon G (1990)
Chromatography and generation of specific antisera to synthetic peptides from

a protective Boophilus microplus antigen.J Chromatogr; 512:189-202.

58|



52.Wagland B, Sutherst R , Roberts J (1978)The effect of density on thesurvival
of Boophilus microplus on previously unexposed cattle.Int JParasitol; 8 (4):
321-324.

53.Wharton R (1983). Tick-borne livestock diseases and theirvectors. Acaricide
resistance and alternative methods oftick control. WId. Anim. Rev (FAO);
36:34-41.

54.Wikel S, Allen J, Khalil H.(1979). Langerhans cells trap tick salivaryantigens
in tick-resistant guinea pigs. J Immunol;122: 563-565.

55.WilladsenP (2006).Vaaccination against ectoparasites.Parasitology;133:9-25.

56.Willadsen P (2004). Anti-tick vaccines. Parasitology;129: 367-387.

57.Willadsen P(2001) The molecular revolution in the development ofvaccines
against ectoparasites. Vet Parasitol; 101: 353—-367.

58.Willadsen P, (1999). Immunological control of ectoparasites: past
achievements and future research priorities.Genet Anal; 15: 3-5.

59.Willadsen P, Bird P, CobonS, Hungerford J (1995) Commercialisation of a
recombinant vaccine against Boophilus microplus. Parasitology;110: 43-50.

60.Willadsen P, Heith N, Moore T, Sriskantha A, Spring K, Tellam R, Cobon
S(1989). Cloning and expression of a protective antigen from the cattle tick
Boophilus microplus. Biochcemistry; 86: 9657-9661.

59 |



