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Aprendizaje
Aqui y alla aprendemos cautamente
en el rio / en la noche / en la fatiga
a vivir glorias o a morir de pena

en el rumbo mejor o a la deriva

no esta mal ser humilde por las dudas
y dejar el fulgor para otro dia
(en un comienzo el corazon callaba

s6lo después supimos que latia)

aprender es un rito una costumbre
no le hace mal a nadie ni se olvida
aprende quien asciende hasta la cresta

pero también quien busca entre las ruinas

aprender es abrirse a los afanes
y ¢por qué no? también a la utopia
la ensefianza es enjambre y sus gaviotas

se posan en el alma sorprendida

sabemos que aprender tiene su riesgo
y puede convertirnos en ceniza

pero no importa / hay que aventurarse ..

. hay que saber del tiempo / hora por hora
porgue Vvivir no es una loteria
dame esa mano que me ensefia siempre
y vayamonos juntos por la vida

(Mario Benedetti)

Esta tesis esta dedicada a mi madre,
amor entre madre e hijos: honesto y eterno..
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RESUMEN

La garrapata especifica de bovinBhipicephalus microplugausa considerable pérdidas
econdmicas en la produccién bovina. La identifiéaale moléculas responsables de la modulacién
de la defensa de huésped durante diferentes faszsitprias puede ayudar al desarrollo de métodos
alternativos, como ser vacunas, para el contrgladepatas. La proteina de funcién desconocida de
Haemaphysalis ginghaiensislq05, indujo significativos niveles de proteccidiando fue utilizada
en vacunas con ovejas. En el presente trabajotrnesovestigamos a BmO0O5br, un gen homoélogo de
HgO05 enR. microplus Ademas de ehl. ginghaiensisotros homélogos de BmO5br encontrados en
otras especies de garrapatas comdrbguicephalus annulatufhipicephalus sanguinesensu lato,
Haemaphysalis longicornie Ixodes scapulariueron comparativamente analizados. El perfil de
expresion de BmO5br en diferentes tejidos y essadeR. microplusfue determinado por gPCR y
Western blot, asimismo se realiz6 inmunolocalizacipor inmunohistoquimica. Anticuerpos
policlonales purificados anti BmO5br fueron agregad sangre bovina y usados para ensayos de
alimentacion artificial, con el fin de determinan sapacidad de dafio. Complementariamente,
rBmO5br junto con rBm86uy fueron utilizados paraams de inmunizacion de bovin@sn05brfue
detectada en ovarios, glandula salival y cuepoogdes garrapatas partenogenas y teledgenas. Los
niveles de transcripcion mas altos fueron obses/atiocuerpo graso y glandula salival de garrapatas
partendgenas. El silenciamiento por RNAI redujindice de eclosion de huevos y el peso de larvas
obtenido en el grupo tratado comparado con log@est similares resultados fueron obtenidos por
alimentacion artificial con anticuerpos anti BmQ5ba infestacion experimental cd® microplus
mostré que los bovinos inmunizados con rBm05brm&Buy desarrollaron una respuesta inmune que
redujo el nimero de garrapatas teledgenas y lhdidt de huevos, al comparar con el grupo control.
Estos resultados indican que BmO5br puede estafuitrada en la reproduccién & microplus
Observando su distribucion y el alto grado de awas@n de las secuencias a través de las difsrente
especies de garrapatas, podemos sugerir que Bns@blar un posible candidato a una vacuna

multiespecie contra garrapatas.

Palabras clavesBmO05br, garrapataRhipicephalus microplysNAi, reproduccion.
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SUMMARY

Rhipicephalus micropluis a cattle-specific tick, causing considerablasés in the livestock
industry. The identification of molecules respotesiior modulation of host defenses during different
parasite stages can help in the development ahatiee methods, such as vaccination, to control
tick infestations. Hq05, a protein of unknown fuaot identified in the tick Haemaphysalis
ginghaiensisjnduced a significant protective immune responkemused as a vaccine in sheep. In
the present study, we investigated BmO5br, the Hgfiiologous gene fromR. microplus Besides
H. ginghaiensisBmO5br homologous found in other tick speciedhsag Rhipicephalus annulatus
Rhipicephalus sanguineusensu lato,Haemaphysalis longicorni@nd Ixodes scapulariswere
comparatively analyzed. BmO5br expression profilgifferentR. microplustissues and life-stages
was determined by gRT-PCR and Western blot and mofogalizated by immunohistochemistry.
Purified rabbit polyclonal antibodies against rBraf%vas added to bovine blood and used in
artificialy capillary feeding. Also rBmO5br plus nBB6uy were used for bovine immunization.
BmO5br was detected in ovaries, salivary glands thedfat body of both partially and fully
engorged females. The highest transcription lewelse observed in partially engorged females fat
body and salivary glands. Gene knockdown by RNAduoed egg hatching rate and the weight of
tick larvae obtained from treated group, when camgbdo controls, similar results was showed by
artificially capillary feeding. The experimentd®. microplus infestation showed that cattle
immunizedwith rBm05 andrBm86uy develop a humoral immune response thatcestithe full
engorged tick number and egg laying capacity, aspased with control group. These results
indicate that BmO5br may be involved B microplusreproduction. Together with its distribution
and high sequence conservation across differdnspecies, our data suggest BmO5br as a potential

antigen for development of a multispecies anti-tiakcine.

Keywords: BmO5br, tick,Rhipicephalus microplyskNAI, reproduction.
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1. INTRODUCCION Y REVISION DE LITERATURA

1.1.Biologia de la garrapataRhipicephalus (Boophilus) microplus

La garrapata&Rhipicephalus (Boophilus) microples un parasito hematéfago perteneciente
al phylum Artrépoda, clase Aracnida, orden Acannéamilia Ixodidae. La garrapat@oophilus
microplusa través de analisis moleculares y morfolégicosréatasificada como perteneciente al
género Rhipicephalus subgéneroBoophilus, designandose comdRhipicephalus (Boophilus)
microplus(Kocan et al. 2007)(Murrell & Barker 2003)endo adoptada esta nomenclatura para el
presente trabajo. Sin embargo, por afios dos espdeiggarrapatas fueron consideradas como
Rhipicephalus microplusR microplusy R. australis siendo que estudios recientes las clasifican
como dos especies. Por medio de evidencia de snddi<aracteristicas morfologicas, ausencia de
coespecificidad, marcadores de microsatélitese entos estudios, se llego a una reclasificacién de
R. microplus como dos especies distintas, siendo que pobksideR. microplusde Australia,
Camboya, Nova Caledonia, Borneo, Filipinas, Nueuin€a, Indonesia y Taiti fueron renombradas
comoR. australis(Ali et al. 2016) (Csordas et al. 2016).

R. micropluspertenece a la familia de garrapatas duras o d=edide la cual forman parte
aproximadamente el 80% de las garrapatas, mieqtrascon la excepcion de una especie en la
familia Nutalliellidae, el resto son garrapatas @siglae (garrapatas blandas). Dentro de las
garrapatas duras los mas importantes géneros Aorblyomma, Boophilus, Dermacentor,
Haemaphysalis, Ixodes, Rhipicephaluss garrapatas blandas (Argasidae) durante umanis
estadio pueden tener varios episodios de alim@mtade 30 min a 2 horas cada uno, siendo los
géneros mas relevantdggas, Ornithodoros, Otobiuglongejan & Uilenberg 2005).

R. micropluses monoxeno, o sea se alimenta de un huéspedaiticlargo de su ciclo de
vida, siendo el principal hospedero Be microplusel bovino, sin embargo puede utilizar otros

huéspedes ocasionales como bufalos, ovinos, equiaoss, ciervos o humanos. Las garrapatas

18



duras (Ixodidae) presentan una cuticula mas cestite que las blandas, tienen un ritmo lento de
alimentacion; en cada estadio, antes de mudaalrsenta durante dias a semanas.

Esta especie es originaria de Asia, especialmeatdndia y de la Isla de Java. La
introduccién y expansion de esta garrapata entfos oontinentes ocurre como consecuencia de las
expediciones exploradoras registradas en la hastbliifiez et al. 1982). La difusion mundialRle
microplusfue facilitada por la frecuente introduccion deas bovinas EuropeaBds tauruy en
diferentes paises, las cuales son mas suscepablesrasitismo por esta garrapata que las razas

cebuinasBos indicu} (Frisch 1999).

1.1.1. Distribucién geografica

R. microplustiene una distribucion mundial pero est4 confinadagiones subtropicales y
tropicales, entre los paralelos 32° N y 35° S (Eig. 2). Se encuentra en gran parte de las zonas
tropicales y subtropicales de Asia, Madagascaestadde Africa hasta la linea del Ecuador, gran

extensién de América Central y del Sur, México Cafibe (Estrada-Pefia et al. 2006).

Figura 1.Distribucion mundial de la garrapataR. microplus segun datos recopilados por FAO
(http://mww.fao.org/docrep/004/X6538E/X6538E02.htm)
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Equador 0

Figura 2.Localizacion mundial de la garrapatamicroplus(elaborada por Prof. Itabajara da Silva Vaz Jr).

En Uruguay, la garrapata bovina se encuentra lolistid actualmente en una amplia zona
del pais. En base a los programas sanitarios deAR@/linisterio de Ganaderia, Agricultura y
Pesca) se divide al Uruguay en zonas Sucia o bajur@ por garrapatas, que incluyen los
departamentos de: Artigas, Salto, Paysandu, Riod\&jvera, Tacuarembd, Cerro Largo, Treinta
y tres, Lavalleja, Maldonado, y Rocha; asi comaazdribre de garrapatas, donde se encuentran los
departamentos de Montevideo, Canelones, San Juséal- Flores, Colonia, Soriano, Durazno

(excepto por la 7° seccion Policial) (Fig. 3).

Figura 3- Mapa de Uruguay mostrando las zonas epadiégicas de garrapatés microplus
(Fuente: MGAP, DSA, Departamento de Programas &#us)
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1.1.2. Importancia econdmica de la garrapateébovina

La infestacién poR. microplusy las patologias causadas por su transmision gempta un
gran impacto econdémico a la industria ganadera uaysy Se estiman pérdidas anuales de
aproximadamente US$ 33 millones de ddlares (MGARjguhy). Las infestaciones poR.
microplus llegan a producir pérdidas de sangre de 40 a 50slipor afio por animal con
infestaciones medianas a intensas; lo cual sedeadn anemia, disminucién de la produccion de
leche y carne (Sutherst et al. 1983), ademas daldeizacion de los cueros causados por lesiones
y reacciones inflamatorias en los puntos de fijadil® la garrapata (Seifert et al. 1968). Estas
lesiones también pueden favorecer a la aparicioninflsstaciones secundarias como miasis
cutaneas. Asimismdy. micropluspuede producir la transmision de agentes infeosiosomo los
protozoarioBabesia bovie Babesia bigeming la riquetsiaAnaplasma marginalecausante de la
tristeza parasitaria bovina (Nuttall et al. 2008)mado a estos perjuicios directos causados por la
infestacion de las garrapatas, estan los gastasioahdos con el control, como ser mano de obra,

instalaciones, compra y aplicacidon de acaricidatsgetras pérdidas (Jamroz et al. 2000).

1.1.3. Ciclo de vida

Se puede dividir el ciclo de vida d® microplusen fase de vida libre y fase de vida
parasitaria (Fig. 4). Luego de terminar el proce®o ingurgitamiento, las hembras adultas
totalmente ingurgitadas, llamada tele6gena se eledpn del hospedero y caen al suelo para iniciar
la postura de huevos; iniciandose de esta manefast de vida libre, de duracion variable
dependiendo de las condiciones climaticas, com@édeatura y humedad. Por poseer geotropismo
positivo, las teledgenas se movilizan hacia amegptotegidos en el suelo para iniciar la postura,
con un periodo de 2 a 3 dias de pre-postura eniciones ideales (Alvarado & Gonzalez 1979).

Cada teledgena realiza una postura media de 3@bulurante aproximadamente 12 a 15 dias,
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en condiciones ideales de 27 °C y humedad suparit®%. Aproximadamente 18 dias después de
terminar la postura, se inicia la eclosion de losvos, cuando las condiciones son ideales para el
desarrollo del embrion, o sea, temperatura 27 fQrgedad relativa superior a 70% (Nufiez et al.
1982). Después de un periodo de aproximadamentasy lds neolarvas se transforman en larvas
infectantes y trepan al pasto ascendiendo al ertidgnlas hojas, donde localizan al huésped. Las
larvas aumentan de manera notable su actividadsecercanias de algun cuerpo que localizan por
el olor, las vibraciones del movimiento o estimukual (Sonenshine 1993). Cuando la larva sube
al hospedero, inicia la fase de vida parasitat, dura alrededor de 21 dias para las hembras de
garrapatas. Las larvas se alimentan de plasmaayfijanse, buscan en el hospedero las regiones
perianal, perivulvar y posterior de los flancospide al espesor, vascularizacién y temperatura de
la piel, asi como también debido a la disminuidaac&dad de autolimpieza del hospedero de esas
zonas. Sobre el hospedero, la larva se desarrtdldaese de metalarva, ninfa, metaninfa y adulto.
Dentro de las garrapatas adultas es posible distimiferentes fase de maduracién, en primer
instancia se encuentran las neodginas (hembra puaerinismas se distinguen de las ninfas por
poseer miembros mas largos y grueso; posteriormpatan a denominarse partendégenas
(garrapatas parcialmente alimentadas) las cualpslam y se alimentan de 2 a 3 ml de sangre,
completando asi el ciclo de vida. Los machos adulexualmente maduros, denominados

gonandros, permanecen en el hospedero buscandasnuembras (Roberts 1968).
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Figura 4- Esquema simplificado del ciclo de vidala@egarrapataR. microplus Fases parasitaria: 1-larva infectante
realizando la fijacién al bovino; 2-Ninfa; 3- Tetggha en estadia final de ingurgitamiento. Fasesidte libre: 4-
Teledgena luego del desprendimiento, en period@adtura en el suelo; 5- huevos, en el suelo, efogerde

incubacion; 6- larva, en suelo, en periodo de iacidm (Fuente: cnpgc.embrapa.br)

1.2. Historia y breve introduccion sobre RNA de interfeencia (RNAI)

El silenciamiento génico por RNAIi es un procesddgio, evolutivamente conservado,
guiado por RNAs de doble cadena (dsRNA, “doubleddd RNA”) que reconocen transcriptos
diana por complementariedad de secuencia. El slemento génico se da, tanto por degradacién
de los RNA mensajeros o por imposibilidad de tradhrcdel mismo (Ambros 2004). En 1990 fue
descripto un fendmeno de supresion génica en fliie&etunia hydridadenominado cosupresion,
ya que al intentar sobre expresar un gen concrediamte la introduccién de un transgen, se
anulaba la expresion del transgen, como la delegeldgeno (van der Krol et al. 1990) (Napoli et
al. 1990). Asimismo, en 1994, fue observado quecdaupresion actuaba a nivel del RNA
(Dougherty et al. 1994). En el afio 1998 Fire y Wldlasandose en experimentos previos realizados
por Guo y Kemphues en 1995, caracterizaron el pmde interferencia del RNA (Fire et al. 1998).
Dichos autores inocularon en el nematoddaenorhabditis elegansRNA bicatenario
correspondiente al gen unc-22, que ejerce su fareidivel muscular y observaron que con pocas
moléculas de dsRNA se conseguia el silenciamiesltgeh. El mismo efecto fue obtenido en casi
todos los genes que estudiaron y lo denominararférencia del RNA (RNAI). Mediante los

organismos modelcC. elegansy Drosophila melanogasterse han podido describir genes
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implicados en el mecanismo de RNAI. A pesar de guproceso es muy conservado, existen
caracteristicas especificas de cada especie duee estudiado. En diversos organismos, existe una
ruta de silenciamiento por RNA en la que las mdéefectoras son dsRNA largos que provienen
tanto de la sintesis enddgena de cadenas compkmmentd pueden provenir exbgenamente a partir
de secuencias virales o por la introduccion de cutdés sintetizadas artificialmente (Filipowicz et
al. 2005). La enzima DICER procesa estas molécettasnoléculas de dsRNA de 21 a 23 pb
llamadas pequefios RNA interferentes (siRNA, “smaterfering RNA”). En mamiferos se
desconoce si la enzima DICER es capaz de recosecaencias de dsRNA largos procedentes de
virus o transposones. Lo que si es sabido es guatrbduccion de dsRNA largos en células de
mamiferos activa rutas de respuesta a interferéediadas por las enzimas PKR y 2°'5-
oligoadenilato sintetasa (Hunter et al. 1975) (Bar®001). Dicha respuesta se ha descripto como
una reaccion frente a infecciones virales que mdnaon la degradacion inespecifica de mMRNAs y
la inhibicion de la sintesis de proteinas (Williab®99). En mamiferos también han sido descriptos
procesos de silenciamiento por RNA mediado por cutdés endégenas de dsRNA denominadas
microRNAs (miRNA). Al parecer, el procesamiento Mé&rRNAs tiene vias en comun con el de

algunos siRNAs (Fig. 5) (Carrington & Ambros 2003).

Los micro RNAs primarios (pri-miRNAs, “primary m@RNAS”) son moléculas de RNA de
cadena sencilla que se transcriben a partir d&l& polimerasa Il (Lee et al. 2004), con un tamafio
que va desde cientos a miles de nucledtidos (n¢e (Bt al. 2002), con varias horquillas
intramoleculares consecuencias del apareamientobales entre secuencias parcialmente
complementarias. Algunas de estas horquillas sendcesadas a precursores de microRNAs (pre-
mMiRNAs, “precursor of microRNAs”) en el ndcleo da télula mediante la ribonucleasa Il
DROSHA (Lee et al. 2003), que genera un extremoo8iperante de dos nt. Esta fase se lleva a
cabo en un complejo denominado procesador de miREMAsl que también se encuentra una
proteina de union de dsRNA, que DROSHA requiera paocesar los pri-miRNAs, denominadas

DGCRS (Fig 5) (Gregory et al. 2004). Los pre-miRNs&s moléculas pequefias, de unos 80 nt, que
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se corresponden con horquillas presentes en alipiNA. Generalmente, las horquillas constan de
dos cadenas complementarias, con una secuenciaadE)sucledtidos no complementarios que
forman un lazo en un extremo. Los pre-microRNAstsansportados al citoplasma por el complejo
RanGTP/exportina 5 (EXP 5) (Yi et al. 2003). Ya encitoplasma, los pre-microRNAs son
procesados por DICER que corta el pre-miRNA elimdwel lazo y generando una molécula de
dsRNA de 21 -23 pb con dos nt 3 protuberantes da eatremo, denominada microRNA, en un
proceso que en mamifero es dependiente de ATP @gzttaad. 2002). DICER requiere también de la
ayuda de una proteina de unién a dsRNA denomindtiéa1 TAR RNA binding protein (TRBP)
(Chendrimada et al. 2005) para que el miRNA seamhi&do en un complejo ribonucleoproteico
(“microRNA ribonuceloprotein particles, miRNP”) gueera el encargado de llevar a cabo el
silenciamiento, ya sea mediante degradacion del RidAsajero diana o mediante inhibicion de la
sintesis de proteinas (Mourelatos et al. 2002)algaonos casos el miRNP contiene a la proteina
argonauta 2 (AGO2), formando un miRNP denominadopdejo silenciador inducido por RNA
(RISC, “RNA induced silencing complex”). Este coejpl por medio de AGO2, es capaz de
producir roturas endonucleoliticas en el RNA mesrsafliana (Meister et al. 2004). Los complejos
miRNP o RISC son dirigidos por complementariedad lieses de los respectivos RNs:
mMiRNA/siRNA y mRNA. Sin embargo, parece que existe RISC especifico de miRNAs
(miRISC) y un RISC especifico de siRNAs (siRISCa taracterizacion del complejo RISC y el
estudio sobre el acoplamiento del siRNA en el cejopke ha llevado a cabo en el siRISC
(Sontheimer & Carthew 2005) y se supone que elmebisge del miRISC debe ser parecido. Las
dos cadenas que forman el siRNA se separan durhatesamblaje del siRISC (Pham et al. 2004),
de manera que una de las cadenas de siRNA se adogiRISC (cadena guia), mientras la otra
(cadena pasajera) es procesada por la proteina AB&%® et al. 2005), que produce una rotura
endonucleolitica en el medio de la cadena. La umiéruna de las dos cadenas de siRNA al
complejo RISC depende de la estabilidad termodicérdiel apareamiento de bases en los dos

extremos del daplex de RNA, de manera que la cageadiene el extremo 5'menos estable sera la
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gue se quede en el complejo RISC y se denominat@énaaguia (Tomari et al. 2004). Se ha
encontrado que AGOL1 también forma parte de RISQt{iM= et al. 2002), pero se desconoce si el
resto de proteinas de la familia Argonauta formdepdel mismo complejo o si son capaces de

formar otros complejos miRNPs (Okamura et al. 2004)

Se ha descripto otro proceso de silenciamientoRi9A, localizado en el nucleo de la
célula, por el cual siRNAs que se forman a pasitrdnscripto que contienen elementos repetidos
se incorporan en un complejo de silenciamientostrapcional inducido por RNA (RITS, “RNA-
induced transcritional silencing complex”) y promer modificaciones en la cromatina que
conducen a silenciamiento génico (Matzke & Birct#805). Fué descripto que siRNAs dirigidos
contra secuencias promotoras de un gen o conggana$ de replicacion, pueden inducir metilacién

del DNAYy, por lo tanto, silenciamiento génico éutas de mamiferos (Gonzalez et al. 2006).
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Figura 5. La via de RNAIi. Los miRNAs enddgenos -(piiRNAs) son transcriptos en el nucleo, procesaalasm

precursor de miRNAs de70nt (pre-miRNAs) por Drosha. Luego es transportadgard del nacleo por Exportin 5 y

luego procesado en miRNA maduro por Dicer. Dicenkiign procesa moléculas de dsRNA largas en pequefias
(si)RNA. Una hebra de miRNA o siRNA dupla es endaatd en el complejo de silenciamiento del RNA (RlSftie
subsecuentemente actda por union a la redi@iT®, causando la represion de la traduccion etestabilizacion del

MRNA por unién a la cadena complementaria y clivdelomRNA. El mayor componente de RISC es un miender

la familia Argonauta (Ago), los cuales son cuafgos 1-4 son todos capaces de causar represidm tdeduccion o

desestabilidad del mRNA. Sin embargo, solo AgoRetiactividad endonucleasa y puede clivar el mRNAIm{Kelly

& Hurlstone 2011).
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1.2.1. RNA de interferencia en garrapatas

La técnica de RNAI fue exitosamente aplicada ampli@ nimero de diferentes especies de
garrapatas. El primer reporte de RNAIi en garrapatagpublicado en 2002 (Aljamali et al. 2002)
describiendo los efectos del silenciamiento dettasscriptos del gen de la proteina histidine
binding (HBP) en glandula salival, asi como los b en el patron de alimentacion seguidos a la
inyeccion de dsRNA en hembrAsnblyomma americanuniksto fue seguido por un estudio de los
efectos del RNAI en la capacidad ligadora de laghna HBP (Aljamali et al. 2003). También hay
otros trabajos estudiando el efecto del RNAI ersdarecion de anticoagulantes de la glandula
salival de garrapatas de diferentes especies ygerdaralmente el efecto del silenciamiento en la
alimentacion con sangre (T. Miyoshi et al. 2004a@imhan et al. 2004). Asimismo, varias
evidencias del uso de RNAI en la identificacioredéigenos protectores confamicroplusueron

presentados por Nijhof et al. (2007).

1.2.2. Métodos de delivery de dsRNA en garrapatas y céldale garrapatas

Varios métodos han sido utilizados para el deliveeydsRNA largos y siRNA tanto en
garrapatas como en cultivos de células de garmpBtentro de estos métodos se incluyen la
inyeccion, la inmersion de células y tejidos, lemahtacion artificial entre otros. EI método de
delivery mas comunmente utilizado en garrapatda escroinyeccion de dsRNA. Esta técnica ha
sido exitosamente aplicada en varias especies rapgtas como sdR. microplus(Nijhof et al.
2007); I. scapularis(Pedra et al. 2006) (De La Fuente et al. 2005¢blarhan et al. 2004),
ricinus (Hajdusek et al. 2009) K. longicornis (Miyoshi et al. 2004) (Alim et al. 2009). Otros
métodos empleados como inmersion de células depgda;, el cual fue utilizado para la linea
celular del. scapularisISE6 (Kurtti et al. 2008) o inmersion de una gldladsalival en un medio
conteniendo dsRNA del gen de interés, también fuedescriptos. Los resultados de los

experimentos de RNAiI mediante la inmersion de &éndula salival como método de delivery ha
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sido reportado por ejemplo para el silenciamiergbtchnscripto del gen de la proteina Histidine
binding (HBP) erA. americanun{Aljamali et al. 2003)Aljamali et al. 2002) y silenciamiento de
las metaloproteasas en glandula salival de gaas. ricinus (Decrem et al. 2008). De manera
similar, una publicacion describe el uso de alirmeidin por tubo capilar para ninfasldecapularis
como modelo para investigar la funcién del genaetrdsmision de 18. burgdorferi(Soares et al.

2005).

Asimismo, Fabres y col., en el afio 2010 (Fabres. &010), trabajando con GSK-3, enzima
clave involucrada en el metabolismo de glucégenmamiferos, mostraron que el silenciamiento
por RNAI de GSK-3, mediante la inyeccion de dsRNAgarrapatas partendgenas microplus
produjo una reduccion significativa de la ovopdsicy tasa de eclosion del grupo tratado con

respecto a los controles.

De la misma forma, Lara y col. en el afio 2015 (ledral. 2015), estudianda captacion de
metaloporfirinas fluorescentes, utilizadas comdagas de hemo, y el amitraz, vieron que la cepa
resistente ddR. microplusdesintoxicaba amitraz més eficientemente que pa ceisceptible. La
transcripcion de una forma de transportador ABCildah2,5 veces mayor expresion en la cepa
resistente al amitraz que la cepa susceptible. i8s8im observaron que una regulacion negativa
inducida por RNAI de un transportador ABC llevé aa dcumulacion de metaloporfirina en la

vacuola digestiva, interrumpiendo el trafico heracih el hemosoma.

En un estudio realizado por Ruiz y col en el ain@52(Ruiz et al. 2015), mostraron la
aplicacion de la técnica de RNAI en la validaci@ abmponentes de cascadas de sefializacion
molecular, como el eje de la proteina quinasa BT)MKglicogeno sintasa quinasa (GSK) durante la
embriogénesis de la garrapata. En este ensayensastto la supresion de los transcritos de AKT y
GSK (aproximadamente 50% de reduccién en ambossyeme huevos de 7 dias de edad. El
silenciamiento de GSK en huevos de 7 dias de ealasbaun 25% de reduccion en la eclosion. Al

evaluar el efecto de silenciar a AKT y GSK en etabelismo energético del embrion, se vio que
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disminuy6 el contenido de glucogeno en los hueviensados. Los datos demostraron que la
electroporacion de los huevos disecadofkdenicropluspodria utilizarse para silenciar genes en

embriones de garrapatas.

En resumen, el uso de RNAI para estudios funcigndéegenes de garrapatas mostré que
los métodos mas usados son inyeccion o inmersidrdsBNA. Ambos métodos han sido exitosos
usando diferentes especies de garrapatas, y hantidercontestar muchas preguntas acerca de la

funcién de los genes en garrapatas.

1.3. Técnicas de alimentacién artificial de garrapatas
1.3.1. Alimentacién artificial por medio de tubos capilares

La técnica de alimentacion artificial que utilizéoos capilares fue descripta por primera vez
en el afio 1950 (Chabaud 1950), para alimentaicgtihente garrapatadyolamma excavatum
Hyalomma dromedariiDermacentor reticulatug Rhipicephalus sanguineukl Unico relato con
buenos resultados de la utilizacién de microcagslgrara alimentacién e infestacion de garrapatas
argasidae o blandas fue realizado por Rau y Hanenur96§Rau & Hannoun 1968). Esta técnica
ha sido padronizada para varias especies de gasapades, com®&hipicephalus appendiculatus
(Waladde et al. 1993Dermacentor variabilisiqMacaluso et al. 2001xodes ricinus(Krober &
Guerin 2007b)Permacentor nitengRangel et al. 2008Amblyomma cajennengAbel et al. 2008)

y tambiénR. microplus(Gonsioroski et al. 2012), donde ha sido emplegaia el estudio de
diferentes aspectos fisioldgicos de la garrapata. €emplo, en la garrapath ricinus, la
alimentacionin vitro fue aplicada para evaluar el efecto con diferectaxentraciones de los
acaricidas fibronil e ivermectina en la tasa detalolad de estas garrapatas (Krober & Guerin
2007hb), asimismo también fue utilizada para deteamel efecto de anticuerpos contra proteinas de
la garrapata, sobre el tiempo de alimentacion ergitamiento de las hembras. De modo similar,, la

alimentacionin vitro por capilares fue empleada en el estudio de lasnmeion delLeptospira
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pomona por garrapatasimblyomma maculatum asi como para el estudio d2ermacentor
andersonicomo un posible vector de rabia (Burgdorfer 195@jios autores estudiaron diferentes
aspectos de la transmision d@e parvapor R. appendiculatugon la utilizacion de esta técnica
(Purnell & Joyner 1967) (Purnell RE. 1970) (Wallegr al. 1979). En otros estudios sobre la
transmision deBorrelia burgdorferj la técnica de tubos capilares fue usada paratarfgarrapatas
Ixodes ricinusl. hexogenugl. loricatus I. pacificus |. scapularisentre otros (Monin et al. 1989)
(Gern et al. 1990) (Gern et al. 1991) (Hu et aB2)9Toutoungi & Gern 1993) (Broadwater et al.
2002). Otros autores (Rechav et al. 1999) (Kocaal.e2005) (Macaluso et al. 2001) también
emplearon esta misma técnica para infestar Erichia chaffeensisy otras rickéttsias como
Anaplasma marginaleRickettsia montanaR. rhipicephalj a la garrapatB. varibilis. Esta técnica

ha sido utilizada en estudios de las propiedadggéaicas o del contenido de prostaglandinas E2
de las sangre de las garrapatas (Benavides & Wa884) (Inokuma et al. 1994) y émevaluacion

de la resistencia de bovinos y conejos a garrafptappendiculatugLosel et al. 1993). En las
garrapataf. microplus la alimentaciénn vitro fue empleada para analizar el efecto de inhib&lore
de enzimas, anticuerpos y acaricidas, sobre dilesesspectos fisiolégicos de la garrapata, como
mortalidad, ingurgitamiento, postura y eclosionhdevos (Fabres et al. 2010) (Gonsioroski et al.
2012)(Pohl et al. 2011). La principal ventaja dealamentacionin vitro, es la posibilidad de
cuantificar los efectos de la administracion deisipgecisas de una sustancia en la fisiologia de la
garrapatas, sobre condiciones controladas, adeend@dcir el costo de la adquisiciébn de animales
(Kroéber & Guerin 2007a). La simplicidad de la téende tubos capilares es de fundamental interés
en estudios que tienen por objetiméeccion de estadios inmaduros de garrapatagupas menos
invasiva que otros métodos de infecciébn como, pEmplo, la inyeccion percutanea (Kocan et al.

1986) (Gern et al. 1996) (Rechav et al. 1999) (Bwater et al. 2002).
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1.3.2. Otros sistemas de alimentacion artificial:
1.3.2.1. Alimentacion artificial a través de membranas natunles:

La primera tentativa de alimentacion artificial gerrapatas con membranas naturales fue
por Chumakov y col. (1945), (reportado por Abbaestsgl., 1994). En el aifio 1977, Mango y Galun
(Mango & Galun 1977) consiguieron completar el @ibiolégico de la garrapat@rnithodoros
moudataen laboratorio, utilizando membranas preparadgsaréir de alas de murciélago. La
alimentacion artificial de garrapatas de la famiiegasidae en membranas naturales ha sido
utilizada con éxito en el laboratorio (Habedank &pe 1993). Mientras tanto, cuando se trata de
garrapatas ixodidae mayores dificultades son obhdassdebido al deterioro de las membranas o
contaminacion de sangre, por el largo periodo ideeatacion necesario para el ingurgitamiento de
estas especies. La complejidad de este modelo ioerdacion, no ha permitido desarrollar
demasiados estudids vitro utilizando membranas para la alimentacion o infecale estos
vectores (Kemp et al. 1975) (Wetzel 1979) (Kuhregral. 1995). Chabaud (1950) definié otras
desventajas de esta técnica de alimentaicidritro, como ser las complicaciones de preparar las
membranas; ademas de alto costo empleado paraim@eatbscomposicion y contaminacion de
éstas (Krober & Guerin 2007b). Para llevar a cabalimentacion artificial de garrapatas a traves
de membranas naturales se han utilizado difersigt=mas como ser la membrana corioalantéidea
de huevos embrionados de gallina (Hood et al. 197i6nbrana de alas de murciélago (Mango &
Galun 1977), piel de conejo (Voigt et al. 1993) @voki et al. 2004) (Bonnet et al. 2007),
mesenterio y piel de bovino (Kemp et al. 1975) ¢vat al. 1993), raton (Burkot et al. 2001),
suinos (Osborne & Mellor 1985) y aves (Osborne &lbtel 985) (Abbassy et al. 1994). Utilizando
membranas provenientes de piel de conejo para rimes infestar el estadio adulto &
appendiculatus Musyoki et al. (2004) observaron que el peso yalsa de infeccion de las
garrapatas alimentadas artificialmente no difiglas garrapatas alimentadas en bovinos. A partir
de membranas provenientes de piel bovina, Kemp ly (@mp et al. 1975) observaron el

ingurgitamiento de larvas d& microplus Este tipo de membranas fue empleado en el estied®
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transicion del. mutanso Cowdria ruminatiumpor A. variegatum(Moigt et al. 1993). Burkot y col
(Burkot et al. 2001) infestaron con éxito garrapadultas de. scapularis conB. burgdorferj a
través de alimentacion artificial de membranasadén: La fuente de alimentacion puede ser medio
de cultivo (Kemp et al. 1975), sangre total (Uchikal976), sangre desfibrinada, heparinizado o
citratado (Uchikawa 1976) (Mango & Galun 1977) (@sie & Mellor 1985) (Bonnet et al. 2007) y
sangre desfibrilada asociada a medio de cultivatpgenos (Burkot et al. 2001). Estas fuentes
necesitan de cambios periédicos y calentamientta peoveer a las garrapatas de condiciones
adecuadas para su fijacion a la membrana y evistepor infestacion de la fuente de alimentacion
ofrecida. Generalmente, se utilizan estufas incolzad(\Voigt et al. 1993) (Bonnet et al. 2007), para
mantener la temperatura del sistema de alimentactditial. Factores como la humedad relativa y
la concentracion de gas carbonico también puedemadificados para obtener mejores resultados
en la utilizacion de membranas naturales parain@eatacion artificial de garrapatas (Kemp et al.
1975) (Voigt et al. 1993). En caso de alimentacyda infeccion de garrapatas ixodidaes es
necesario también colocar antimicrobianos debiddagjo periodo de alimentacion necesario

(Kemp et al. 1975) (Voigt et al. 1993) (Bonnet e2807).

1.3.2.2. Alimentacion a través de membranas artificiales:

Las garrapatas argasidaes presentan buena adaptacesta técnica de alimentacion
artificial, alcanzando con éxito el ingurgitamientoando son expuestos a diferentes tipos de
membranas artificiales (De Meillon & Golberg 194i)ientras que en las garrapatas ixodidaes no
es igualmente posible debido a dificultades enbéstar superficies artificiales que presentan los
estimulos adecuados para la fijacién y alimentadiérestas garrapatas. Los primeros estudios de
utilizaciébn de membranas artificiales para la mancitbn y/o infecciéon de artrépodos empleaban
membranas de parafilm (Haddon 1956). Pero consalrddlo de este sistema de alimentacion otros

materiales también fueron utilizados, como por gjesnmembranas de latex (Kirch et al. 1991) y
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silicona (Osborne & Mellor 1985) (Fonseca et al999 Las membranas de parafilm han sido
utilizadas para la manutencién en laboratorios alegdrrapataO. moudata en ausencia de
hospedero vertebrado (Habedank & Hiepe 1993). Estambranas son a prueba de agua,
semitransparentes, inodoras, insipidas y flexibles.general, la fase de membrana donde las
garrapatas son expuestas es recubierta por unaacénsmde pelo. En este sistema de alimentacion
artificial, esta fase queda hacia el recipienteddosstan las garrapatas, mientras que la faserlisa
contacto con la sangre. Estas membranas puedautilsgadas sucesivas veces, desde que sean
lavadas con agua y detergente neutro y posteridgemamoclavadas (Fonseca et al. 1999). La
utilizaciébn de membranas artificiales, por la pradad y facil obtencion del material, parece ser
adecuada para la alimentacion de garrapatas. Lgeremeresultados fueron obtenidos con
membranas de silicona, porque permite mejor ficidngurgitamiento, desprendimiento,
ovoposicion y muda a diferentes fases de vida dediferentes especies de garrapatas. La
membrana de silicona fue utilizada para mantenelalboratorio las garrapatd3. moubata A.
cajennenseA. (Persicargas) miniatyD. nuttalli, H. excavatuml. holocyclus(Osborne & Mellor
1985) (Habedank & Hiepe 1993) (Fonseca et al. 19@9mo fuente de alimentacién fueron
utilizados en este sistema suero fetal bovino (Hakat al. 1987), solucién de glutationa (Hokama
et al. 1987), medio de cultivo (Hokama et al. 1986)ucidn salina (Hokama et al. 1987) y sangre
total desfibrilada o con anticoagulante (OsborneM&llor 1985) (Habedank & Hiepe 1993)
(Fonseca et al. 1999). La adicion de antibidticake fungicidas a la fuente de alimentacion reduce
considerablemente la mortalidad de las garrap8&sleben utilizar técnicas de esterilizacion para
tratar las fuentes de alimentos empleadas en $tsnss que utilizan membranas artificiales. De
esta manera, las membranas pueden ser reaprovecipada para ser utilizadas por un periodo
mayor deben ser autoclavadas (Osborne & Mellor 19B%ara la utilizacion de membranas
artificiales son muchas veces necesarios estint@bbises adicionales, como algodon, lana fibra de

poliéster, cabello sintético o pelo de conejo a@gla@ en la superficie; los estimulos olfatorios
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obtenidos por lavados de orejas de bovinos y plueas/es, excretas de garrapatas y secrecion del

animal donador también son importantes (Hokamé @087) (Fonseca et al. 1999).

1.4.Control de garrapatas
Como se menciond en previas seccioResnicroplusy las garrapatas en general producen
grandes pérdidas ya sea debido la transmisién fieneedades asi como debido a los efectos
fisicos de la succion de sangre. El control degsapatas es indispensable para combatir sus

efectos adversos, asi como minimizar las pérdidasdnicas.

1.4.1. Acaricidas

El control quimico a través de acaricidas es elod@étque mas se ha empleado para el
control de la garrapata bovina (Pruett 1999). gebeedimiento se inicié de forma sistematica con
la utilizacion de compuestos arsenicales en el &666 en Australia (Angus 1996). El
descubrimiento de las propiedades insecticidas [d& Qliclorodifeniltricloroetano) en 1939 asi
como el desarrollo de pesticidas organicos faagitéontrol de garrapatas. Las principales clases d
insecticidas son los organoclorados, organofostmagiretroides sintéticos, y amidinas (Taylor
2001).

Existen en el mercado productos derivados de thstinclases de acaricidas:
organofosforados (ej: clorpirifos, coumafos, etjorpiretroides sintéticos (ej: permetrina,
cipermetrina, deltametrina), amidinas (ej: amitralgctonas macrociclicas (ej: ivermectina,
abamectina, doramectina, moxidectina), fenilpira@ak. (ej: fipronil), inhibidores de la sintesis de
quitina (ej: fluazurén) y espinocina ( ej: espirjsa

Sin embargo, poblaciones de garrapatas resistangs®s compuestos han sido descriptas
cada vez con mayor frecuencia (Guerrero et al. @2 una sociedad cada vez mas preocupada
por cuestiones como la sanidad animal, la persistede estos compuestos y consiguiente

contaminacion de leche y carne bovina, asi comabitanrel impacto sobre el medio ambiente son
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factores a tener en cuenta (Playford 2005). Asimmjdmemergente resistencia a todas las clases de
acaricidas que ha sido mundialmente observada Blagones de garrapatas, sobre todo en los
lugares donde es realizado el control quimico (FXD4), llevo a la necesidad de cambiar los
principios activos y a la utilizacion secuencial gimultdnea de acariciadas basados en compuestos
arsenicales, organoclorados, organofosforadosacatos, formamidas, piretroides e ivermectinas
(George et al. 2004). El corto periodo de tiempdreerias generaciones y el empleo de
subdosificacion, parece contribuir a la rapida iear de resistenciaR. microplugKocan 1995).

Aproximadamente en el afio 1955 se introdujerorotganofosforados en el mercado para
sustituir a los organoclorados. A pesar de serigd@ymas antiguo de acaricidas aun son utilizados
para bovinos. En los afios 80, fueron introducidesgiretroides, los cuales al poseer el mismo
modo de accion que DDT, presentaron problemas tosurgimiento de resistencia cruzada.
Asimismo las amidinas fueron utilizadas con maytensidad en los afios 80 cuando la resistencia
a los piretroides ya estaba difundida (Graf e2@04). Actualmente, las poblaciones de garrapatas
resistentes a organofosforados y piretroides efifeminadas por todo el mundo (FAO 2004). La
resistencia a amitraz fue detectada en muchosspa@ro ser Australia (Kunz & Kemp 1994)
Colombia (Benavides et al. 2000) y México (Sobesageal. 2002). Las lactonas macrociclicas,
surgieron al inicio del 80, produciendo gran reean en el mercado mundial de los
antiparasitarios por poseer amplio espectro dedacaiendo eficaces para el control de endo y
ectoparasitos. La resistencia a lactonas macroascfue descripta en diversos lugares como ser en
Brasil, en estados como Rio Grande do Sul (Mad&irfaurlong 2001) o San Pablo (Klafke et al.
2006) en México (Perez-Cogollo et al. 2010) y enduiay (Castro-Janer et al. 2011). El fipronil se
comenzd a utilizar para el control de garrapatadosnafios 90, siendo también registrada la
resistencia a este compuesto en Brasil (Castra-&n&. 2010) y Uruguay (Cuore et al. 2007)
(Castro Janer et al. 2010).

Todos estas razones demuestran la necesidad dgtigae#dn y desarrollo de métodos

alternativos de control contra la infestacion Bomicroplus
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1.4.2. Otros métodos de control

Existen métodos alternativos de control a los aiths, como ser el uso de razas bovinas
resistentes a las garrapatas (Piper et al. 20%0)de vegetacion con funcion repelente a garrapatas
(Fernandez-Ruvalcaba et al. 2004), uso de microisge patdgenos, como los hongos
Metarhizium anisopliag Beauveria bassianéCampos et al. 2010), (Leemon & Jonsson 2012) y el
uso de compuestos naturales con funcién acariBidayés et al. 2011). Otra alternativa seria el uso
de predadores naturales pRramicropluscomo ser la garzZagretta ibis(Alves-Branco et al. 1983),
los pajarosMolothrus bonariensi® también eNVanellus chilensisasi como hormigas carnivoras
(Gonzales 1975). También se puede recurrir a lZzadidon de agentes infecciosos que se han
mostrado eficientes en el control bioldgico de atge (Samish & Glazer 2001), como las bacterias
Escherichia coli Cedecea lapagely Enterobacter agglomerangBrum 1988). Asimismo, es

importante destacar que todos estos metodos naltemzado aun aplicacion masiva.

1.4.3. Control inmunolégico

El control inmunolégico seria una alternativa ab we acaricidas para el control de las
garrapatas. En este caso el hospedero es vacusadinmundgenos capaces de inducir una
respuesta inmune protectora, pudiendo de esta empegudicar el parasitismo de la garrapata. Los
efectos producidos por la vacunacion son normaknestimados a través del namero, peso y
postura de teledgenas, asi como la eclosion dauegos, entre otros parametros que afectan la
futura presion de infeccién (Wikel & Bergman 199Francischetti et al. 2009). Este método
presenta ventajas como ser el costo-beneficio (Esued al. 2009) y la ausencia de toxicidad de las
férmulas administradas, entre otras.

Diversos factores determinan la proteccion dedadal por el sistema inmune de los
hospederos frente a la infeccién por una especgadapatas, dependiendo de caracteristicas tanto
del parasito como del animal parasitado. Por ejendra realizar la alimentacion sanguinea, las

diferentes especies de garrapatas permanecensfidaus hospederos por periodos variados de
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tiempo, desde pocos minutos hasta varios dias (Sbime 1993). Cuanto menos es el periodo de
alimentacion de la garrapata menos sera el contacte!| sistema inmune del hospedero.

Algunas especies de garrapatas estdn ampliamespéadds a una determinada especie de
hospedero, como es el caso Re microplusen bovinos. La respuesta inmunoldgica innata y
adaptativa esta presente en bovinos infestadosRpamicroplus por medio de la accion de
anticuerpos, del sistema de complemento o la r@acde hipersensibilidad (Wikel 1988)
(Valenzuela 2004) involucrando entre otros graritdsc células presentadoras de antigeno,
citosinas, linfocitos B y T (Wikel 1996). Fue derraglo el desarrollo de anticuerpos y linfocitos en
la resistencia adquirida a través de transferadeisuero y de células de linfon6dulo de hospederos
resistentes a las garrapatas para hospederoslesnddsarrollando en ambos casos la transferencia
de parte de los niveles de proteccion (Wikel & AlE976). Es necesaria una mayor investigacion
en lo que tiene que ver con los casos de parasitigrbovinos poR. microplus la produccion de
linfocitos T y B de memoria (Wikel 1996), y su peifgacion en la proteccion desarrollada en los
huéspedes en cada tipo de respuesta (humorallarg€Wikel & Bergman 1997) (Willadsen 2004)

(Ruiz et al. 2006).

1.4.3.1. Desarrollo y experiencia con vacunas basadas en ahtigeno Bm86:

TickGARD y GavacLos primeros resultado obtenidos de ensayos de
inmunizacion utilizando extractos proteicos de gaatas teledgenas, mostraron que las garrapatas
no fueron capaces de alimentarse adecuadamentiodela ruptura de su intestino o por su muerte
antes de completar su alimentacion, llevando abtanzion de bajos niveles de fertilidad de las
garrapatas. (Kemp et al. 1986). Estos ensayosrusrguidos por refinamientos de los métodos de
extraccion y preparacion de vacunas de tejidoscéspes. Las vacunas derivadas de extractos de
intestino demostraron los mejores resultados, o@anpuoteccion del 87% y mayor a 95% en lo que
tiene que ver con la reduccion de huevos (Opdebetck. 1988). Estos alentadores resultados

fueron seguidos por investigaciones focalizadakealizar los antigenos protectivos e identificar
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su interaccién con el sistema inmune del huéspedh(Ket al. 1989). Bm86 fue identificada como
una glicoproteina de la superficie del intestindadgarrapata, la cual mostr6 inducir una respuesta
inmune protectiva cuando es inoculada en bovinbsdtco abierto de lectura (ORF) de Bm86 fue
exitosamente clonado y expresado, siendo de la anisranera confirmada sus propiedades
inmunoprotectoras (Rand et al. 1989) (Gough & Kebh®93). Esta investigacion resultd en el
desarrollo y comercializacion de la vacuna recomi@ contreR. microplus desarrollada por un
grupo de investigadores australianos (TickGARD Esta vacuna fue la primera vacuna
recombinante contra artropodos (Willadsen et 8@5).9Efectos similares fueron reportados por un
grupo Cubano (bajo el nombre de Gad¥¢siendo que la mayor diferencia entre ambas afdic

en lo que respecta al tipo de vector de expresadaipara la proteina recombinante (Rodriguez et
al. 1994). La versién Cubana de la vacuna usalexpeesién de la proteina recombinante con el
sistema de levaduichia pastoris mientras que el grupo Australiano uso el sistdmaxpresion
con bacterig&scherichia col{Rand et al. 1989) (Rodriguez et al. 1994).

En el afio 2000 Jonsson (Jonsson et al. 2000) éepoe reduccion del 56% en el nimero
de garrapatas en vacas lecheras Holstein-Friesiennadas con TickGARI”S™, asi como un
incremento de peso vivo de 18 kg en un periodo de€es. El exitoso uso de la vacuna cubana
Gavad", fue demostrado por una importante disminucién ukg de tratamientos acariciadas
utilizados en el control de garrapatas en Cubadl@aret al. 1997).

En el afio 2004, un calculo costo-beneficio mostréngremento neto en ganancia debido a
la reduccion de costos en tratamientos acaricigt@es feduccion del 87% en un periodo de 8 afios) y
altas ganancias de produccion. Asimismo, la ina@ede babesiosis fue reducida en 1.9 casos por
1000 bovinos, siendo que antes de la introduccétadracuna habian 54 casos clinicos por 1000
animales (Rodriguez Valle et al. 2004). Sin embarigs posibles comparaciones entre la
experiencia de la vacuna Australiana y Cubana #iciles. En Cuba, la vacuna anti-garrapatas
indujo mayores cambios en la cria de animales egrdmjas lecheras a través de acciones

coordinadas del estado, por medio de programagrates de control (Rodriguez Valle et al.
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2004). En Australia, sin embargo, la vacuna antiegmtas fue primariamente usada por
productores de carne en la parte norte del coriéndsna desventaja de las vacunas basada en
Bm86 (TickGARD""*™ y Gavac") fue la necesidad de repetir vacunaciones paraemanlos
niveles de anticuerpos. Esto limito la utilizacibm la vacuna por la industria ganadera Australiana,
donde la ganaderia se maneja de manera extenkigaapimales son reunidos pocas o una vez al
afo. Los beneficios econdémicos de la reducciénadasitos se perdian por el incremento de gastos
debido a la necesidad de juntar a los animalesvweéss al afio (Playford 2005). Actualmente,
TickGARD™ ya no se produce en Australia, siendo el Gltimeksite produccién utilizado por
productores de vacas lecheras en regiones infespaiajarrapatas en la zona de Queensland (de la
Fuente et al. 2007). La vacuna cubana GaYaain permanece en el mercado. Asimismo, a pesar
de la disponibilidad de la vacuna cubana en el agercla misma no asegura un grado de

proteccidn suficiente como para suprimir el usackricidas (Willadsen 1997).

1.4.3.2. Busqueda de antigenos homélogos a-Bm86

En los ultimos afios, una considerable cantidadldegrafia ha sido publicada reportando
resultados de experimentos utilizando antigenosretifes a Bm86 o investigando los efectos
protectores de Bm86 o sus homadlogos en otras espdeigarrapatas. Un resumen actualizado de
los experimentos ha sido compilado y publicadoemteimente (Lew-Tabor & Rodriguez Valle
2016). Los efectos protectores reportados poretites grupos de investigacién presentan desafios
en la cantidad y calidad de interpretaciones dedk®s. Los efectos de las vacunas sobre la
parasitosis normalmente son descriptos en térnidacsficacia. A lo largo de las publicaciones, la
eficacia varia desde definiciones simples comocemrje de reduccién en el nUmero de larvas
producido en un ciclo de vida de las garrapataliaffiest al. 2002) hasta definiciones que incluyen
formulas incorporando todos los parametros experiabes medidos como ser: “Eficacia (%)= 100
X [1-(CRT x CRO x CRF)]; donde CRT, CRO y CRF samdduccion de nimero de teledgenas, la

capacidad de postura de huevos y la fertilidad @specto al grupo control, respectivamente
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(Garcia-Garcia et al. 2000). En adhesion a estynabk estudios no reportan eficacia, pero
presentan més bien los pardmetros experimentaksn@ulos y los refieren como “eficacia del
antigeno/vacuna” en términos generales sin cueattificacia general (Canales et al. 2009) (De
Vos et al. 2001). Dado los buenos resultados denzagones en bovinos contra garrapatas usando
el antigeno Bm86, los efectos protectores de Bm8a@syhomologos fueron investigados en otras
especies. Un estudio publicado en el afio 2001, rafmstos efectos de la vacuna TickGARen
infestaciones deAmblyomma americanunRhipicephalus decoloratudHyamlomma anatolicum
anatolicum H. dromedariiy R. appendiculatugn terneros (De Vos et al. 2001). Ellos observaron
un efecto protector de grado variable contra gateeyR. decoloratusH. a. anatolicumy H.
dromedarii mientras que no observaron proteccion signifieattontra A. americanumy R.
appendiculatusLa secuencia dd. a. anatolicunmostré una similitud de 64% con Bm86, los cual
posiblemente explique un efecto de proteccion caizgbe Vos et al. 2001). La garrapd®a
microplustambién fue incluida en este estudio, con experiasede vacunacion que repitieron los
resultados previamente obtenidos (De Vos et al1 00

A nivel mundial, la eficacia de estas vacunas comakss varia entre el 51% y 91%,
dependiendo de las caracteristicas de la pobla&darrapatas y de la condicién nutricional de los
bovinos utilizados en las pruebas (Patarroyo e2@02). Se piensa que la variacion de la eficacia
observada en la diferentes regiones del mundo Isenda variaciones en la secuencia de Bm86
entre las diferentes cepas (Garcia-Garcia et @0)20Jruguay estd dentro de esas poblaciones
sobre las cuales las vacunas comerciales tienebaja&ficacia (datos no publicados del MGAP).

Un analisis de poblaciones realizado en Argentinatra polimorfismo en el gen de Bm86,
la cual resultdé en una proteina soluble, en veprdéeina de membrana, como la detectada en
garrapatas de Australia y Cuba, lo cual llevo a egtas garrapatas sean resistentes al efecto de la
vacunacion. Con el fin de evitar esta resistencia nueva vacuna recombinante fue producida

basada en el gen de Bm95 (homologo a Bm86). Estanaase mostré eficaz para proteger a los
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bovinos de infestaciones, tanto de garrapatas denmtina como de Cuba (Garcia-Garcia et al.
2000).

Otros estudios han investigado la eficacia de géptsintéticos derivados de Bm86, los
mismos fueron desarrollados teniendo en cuentadises de Bm86 y de la evaluacion de algunas
propiedades de la proteina como potencial hidrotlkei hidrofilico (Patarroyo et al. 2002). Estos
péptidos, usados como antigenos vacunales en Isopiesentaron una eficacia de 35% a 81%
(Patarroyo et al. 2002). Una serie de publicacidmas reportado el éxito de experimentos de
inmunizacion contrdd. a. anatolicumEn el primer experimento se usé antigeno homagenide
larvas y ninfas y mostré6 moderada proteccion erjosn demostrado por el aumento del tiempo de
alimentacion y subsecuente disminucién en el pesaoposicion (Ghosh et al. 1998). Siguiendo
estos resultados, animales cruBa faurusx B. indicug fueron vacunados usando antigenos de
preparaciones de larvas, que resulté en una refudd la fijacion y muda de larvas y ninfas asi

como reduccion en la fijacion de los adultos (Gh&dfthan 1999).

1.4.3.3. HqO05 y sus homdlogos

El repertorio de transcriptos de glandula salivalgarrapatas encontrado en un analisis
transcripcional de glandula salival (Tirloni et @D14) de garrapatas es complejo. En el mismo
fueron encontradas muchas proteinas sin similardadotras proteinas de las bases de datos de
NCBI. La mayor parte de estas nuevas proteinasotiuedentificadas como proteinas
hipotéticamente secretadas y conservadas (Fraettisehal. 2009). Las proteinas incluidas en este
grupo son las mas abundantes de la salivaRdemicroplus siendo la saliva de garrapatas
partendégenas mas rica en estas proteinas queila sal garrapatas tele6genas. Asimismo, el
estudio proteémico de Tirloni y col (Tirloni et &014) confirm6 que algunas proteinas antes
definidas como hipotéticamente secretadas, efectnée lo eran. Dado el alto nimero de estas
proteinas en la saliva de las garrapatas, es raleooancluir que las mismas presentan algun rol en

la alimentacién sobre el hospedero. Dentro degrsiigo de proteinas se encuentra BmO5br (en la
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presente tesis se utiliza BmO5br para definir latgina obtenida de garrapatas de cepa Porto
Alegre, mientras que se define como BmO05uy, adéefma obtenida de garrapatas de cepa Mozo de
Uruguay). BmO5br y Bm05 (denominacién usada polofiry col.) son la misma proteina, ambas
obtenidas de garrapatas de cepa Porto Alegre. ®datrgrupo de proteinas homologas a BmO5br
se encuentra la proteina inmunogénica Ba05, la fuelidentificada en glandulas salivales y
huevos de 3 dias de edad de garrapateRhil@cephalus annulatugShahein 2008). Los autores
realizaron analisis de inmunoblot usando extractiefro de diferentes especies de garrapatas y
suero de conejo anti-rBa05 y lograron detectardsgncia de homdélogos de BaO5Hyalomma
dromedarii y Rhipicephalusspp. con un peso molecular similar al obtenidoRenannulatus;
sugiriendo que el gen de Ba05 es conservado exstrespecies de garrapatas duras pero no asi en
garrapatas blandas como &¥nithodorus moudatadonde no fue detectado. Seguidamente, Schuijt
y col. (Schuijt et al. 2011) detectaron en glandidéval delxodes scapulariga proteina P19, un
homdélogo de Ba05 con una identidad de 93%. Edtajmanostré que P19 es expresada en estadios
de larva, ninfa y adulto, asi como en glandulasaak. Sin embargo, la funcién de P19 permanece
aln sin saberse, ya que esta no mostré ningunoesebire actividades bioquimicas en la saliva,
como actividad anticomplemento o anticoagulante. é&hmsayo de vacunacion usando la
recombinante P19 junto con otras dos proteinasneic@ante (rP8 y rP23), permitié observar que
dicha inmunizacién, limita la alimentacién de lasfas de garrapatas en conejos, sugiriendo que
podrian ser potenciales candidatos para el coérglarrapatas (Schuijt et al. 2011). En 2009, (Gao
et al. 2009) identificaron otra proteina homologaBa05, denominada Hq05, en garrapatas
Haemaphysalis ginghaiengi&ao et al. 2009). Hq05 fue reconocida por suatbgiandula salival

de garrapatas pero no por suero anti-saliva deagmtas, sugiriendo que HgO5 no es secretada
durante la alimentacion de la garrapata. Analisisecuencia y filogenéticos indicaron que Hq05
muestra una similaridad del 62% con Ba05. De lamaimanera, el analisis por RT-PCR indica que
el gen Hg05 se expresa en ninfa y extractos dedglas salivales de garrapatas. Gao y col.,

realizaron ensayos de vacunacion en ovinos. Unogdgp3 ovinos fue inmunizado con rHQgO5,
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mientras que los otros 3 (grupo control) se inmama con la proteina GST (glutation S
transferasa). La vacunacion en ovinos con rHqOS)fid una significativa proteccion
inmunolégica (p< 0,01), resultando en un 40% deiceidn de la cantidad de huevos puestos por
las garrapatas, también descendid la capacidadcdéabilidad de huevos en un 37% comparado
con el grupo control. Estos resultados mostrarenrélg05 podria ser un buen candidato para una
vacuna contra garrapatas. Como ya fue mencionatkri@mente, un analisis de protedmica
identificd recientemente la presencia de Bm0O5hmdlogo de Hg05, Ba05 y P19, en la salivaRde
microplus(Tirloni et al. 2014).

Asimismo, una caracteristica sorprendente de laci@ vector / huésped, es que la
garrapata segrega una variedad de moléculas dgasukilas salivales farmacolégicamente activas,
gue estan disefiadas para aumentar la eficiendéaalienentacion, en el huésped mamifero. Una de
la categoria de moléculas secretadas son los canfes del cemento de las garrapatas que
permiten que las garrapatas duras (Ixodidae) pexmcam unidas al huésped durante un periodo
prolongado de alimentacion de 4-8 dias y evitanlasienoléculas de respuesta inmune del huésped
entren en contacto con la proboscide de la gaaaf@inenshine 1993). El cono de cemento de
garrapata es una estructura estratificada que eserdos tipos principales de cemento. El primer
tipo de cemento se produce minutos después dejdeiohh de la garrapata y se endurece
rapidamente para formar el ndcleo central rigidocdeo. El segundo tipo de cemento se secreta
después de aproximadamente 24 horas de la fijgcgmendurece gradualmente para formar una
corteza externa relativamente flexible. La prodéecile cemento continta tipicamente hasta el
tercer o cuarto dia después de la unién (Moorh&u$atchell 1966). Los procesos por los que el
cemento endurece son actualmente desconocidos prdgsinas individuales que comprenden el
cemento de garrapatas estan mal caracterizadasnSiglera que las proteinas de cono de cemento
representan candidatos para una posible vacuneaagartrapatas, ya que la formacion del cono es
esencial para que la garrapata se adhiera y seraémDado el poco conocimiento que se tiene

sobre BmO5br, seria interesante investigar sigipattion o no en dicho proceso.
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1.4.3.4. Busqueda de otros antigenos vacunales

Otros grupos de investigacion, estudiaron el efgctiectivo de antigenos de glandulas
salivales de varias especies de garrapata, porpkjelR appendiculatugNyindo et al. 1996)
(Trimnell et al. 2002). En particular el trabajds®la proteina del cemento 64TRP (Trimnell et al.
2002) mostro resultados prometedores que fueronidmy) por la investigacion del potencial de
proteccidon cruzada d®. appendiculatusontra otras especies de garrapatas. Trimnell ly co
observaron efectos protectores colraanguineusensu lat@ I. ricinus en ensayos con conejillos
de Indias y hamsters, respectivamente, asi comenaren reaccion cruzada entre el suero anti
conejillos de India y antigenos “ocultos” Be microplusy A. variegatum(Trimnell et al. 2005). La
proteccion se vio reflejada en decrecimiento daici de fijacion e incremento de la mortalidad de
garrapatas adultaR. sanguineysasi como incremento en el tiempo de alimentaco@mbios
morfolégicos e incremento en el indice de mortalidaral. ricinus. Los autores concluyen que los
antigenos derivados de 64TRP son buenos candigatasuna vacuna anti-garrapata (Trimnell et
al. 2005).

Muchas investigaciones usando antigenos candidedogra R. microplus han sido
reportadas. La aspartico-proteinasa aislada de osu@mbrionados deéR. microplus BYC
(Boophilus Yolk pro-CathepsirfLogullo et al. 1998), fue utilizada para la intacién de bovinos
logrando inducir una respuesta inmune protectordaradnfestaciones dR. microplus(Da Silva
Vaz et al. 1998). Se observé reduccion del numertelk6genas, capacidad de postura y fertilidad
de los huevos, con eficacia variable de 14% a 3G#mbién se pudo observar que la inmunizacion
de bovinos con BYC recombinante presenté un grad@rdteccion semejante al de la proteina
nativa y aparentemente los niveles de anticuergosoéficos parecen tener relacion con el grado de
proteccion (Leal et al. 2006).

La cisteino-endopeptidasa degradadora de viteMid@)CE, purificada y caracterizada a
partir de huevos d®. microplus fue utilizada en experimentos de inmunizacionbdeinos y

mostro la inmunogenicidad de la proteina. La protfucde anticuerpos especificos por animales
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aumentaron gradualmente en respuesta a las inmsigriza con VTDCE purificadas de huevos.
Los bovinos inmunizados presentaron un indice déepcion global de 21%, observandose una
reduccion del 18% del peso y de la fertilidad de hwevos de las teledgenas alimentadas en
bovinos inmunizados con VTDCE (Seixas, Leal, e2@08). Estas caracteristica hacen de VTDCE,
al igual que BYC, un antigeno potencial para corepama vacuna contf. microplus(Seixas et

al. 2003).

En diferentes fases del desarrollo se han detedtagoesencia de los inhibidores BmTlIs
(Boophilus microplus trypsin inhibitoyslo cual indica su posible papel en la interacgdarasito-
huésped. Los BmTlIs fueron usados como antigenag@&emulsion utilizando adyuvante completo
de Freund, para inmunizar bovinos, que fueron piosteente desafiados con larvas de garraRata
microplus Los bovinos inmunizados presentaron una redua@o®B8% en el nUmero de garrapatas,
71% del peso total de los huevos y 69% del pesd tit las hembras ingurgitadas, cuando fue
comparado el grupo inmunizado con los controlesefigacia total de la vacunacion fue de 73%
(Andreotti et al. 2002).

Las GSTs (Glutathione S-transferases), son unalifamé enzimas involucrada en la
detoxificacibn metabdlica de xenobidticos y compaeEnddgenos (Agianian et al. 2003). Un
suero producido en conejo contra GST Rlemicropluspresenté reactividad cruzada contra las
rGSTs deH. longicornisy R. appendicultaugl. Da Silva Vaz et al. 2004) Posteriormente fue
demostrada la antigenicidad e inmunogenicidad ®mea y bovinos de GST d& longuicornisy
GST deR. microplusexpresada ek. coli. Se observd que la vacunacion de bovinos con r@&ST
H. longuicornisconfirié6 una proteccion parcial contiRa microplus obteniéndose un nimero menor
de teledgenas obtenidas en el grupo de bovinosnizaao con rGST dEl. longuicornis,tanto en
condiciones de estab(Parizi et al. 2011)como en un experimento a canm(Barizi et al. 2012).

Otras diversas moléculas ya caracterizadas patidle diferentes funciones fisiologicas de
la garrapata y son importantes para la comprertgda interaccion de la garrapata con su huésped.

Ejemplos de ello son la THAPTick Heme-binding Aspartic proteing§8orgine et al. 2000),
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paramiosina, proteina muscular (Ferreira et al.2p0@nicrofilina, un inhibidor de trombina
(Ciprandi et al. 2006); calreticulina, una proteligadora de calcio y ligadora de C1q, moléculas
del sistema de complemento plasméatico (Sancheziferet al. 2002) y BmCI1, una cisteino-
proteinasa posiblemente involucrada en la degrédage la hemoglobina en el intestino de la
garrapata (Renard et al. 2000); entre otras.

Una herramienta de seleccion de antigenos vacucedizssvez més usada es la “vacunologia
inversa”, donde se utilizan criterios como altaatasle expresion, importancia fisiolégica, baja
similaridad con genes ortdlogos del huésped, etm{Labor & Rodriguez Valle 2016) De esta
manera, se llega a antigenos candidatos con maymsbilidades de desarrollar proteccion
(Maritz-Olivier et al. 2012). Otra metodologia asskleccién de epitopes protectores y la remocion
de epitopes que no son inmunogénicos o que imeEmfien la respuesta protectora inmune,
aumentando asi la proteccién desarrollada contreféstacion por la garrapata. Todos estos
andlisis en conjunto vienen siendo recientementécaamlps con éxito (Patarroyo et al.

2002)(Patarroyo et al. 2009) (Nuccitelli et al. 2p{Singh et al. 2012) (Skwarczynski et al. 2012).
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2. JUSTIFICATIVA:

La justificacion basica del presente estudio evidente carencia de investigacion relevante
sobre la proteina BmO5br en la garragdtanicroplusja cual es la causante de mayores perjuicios
econdémicos a nivel nacional. Hasta ahora, como gpti@ddamentarse en la bibliografia, se han
constatado resultados alentadores para rHq05 dend®strdé que la misma podria ser un potencial
candidato para una vacuna contra garrapatas. Asimigecientemente, un analisis de protedmica
identificd la presencia de Bm05br, homélogo de Hafbla saliva d&. microplus(Tirloni et al.

2014).
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3. OBJETIVO GENERAL:

Caracterizar la importancia de BmO5br en la figithode la garrapat&hipicephalus

microplusy determinar la capacidad de rBmO5br de inducé t@spuesta inmunoprotectora contra

dichas garrapatas mediante ensayos clinicos cadtslen establo.

3.1.Objetivos especificos:

a)

b)

Comparar la secuencia de BmO05br con homélogos aBmflonados de otras especies y

poblaciones de garrapatas

Evaluar el grado de transcripciéon de BmO5br ermldsjiy estadios de garrapatas por PCR

cuantitativa (QPCR);

Inmunolocalizar BmO5br en los tejidos de garrapatper Western blot e

Inmunohistoquimica;

Determinar el efecto del silenciamiento del @gnO5brdeR. micropluspor RNAI
Determinar la capacidad inmunoprotectora de rBm@bhtraR. microplusnediante:
i) Ensayos de alimentacion de garrapétasitro” con tubos capilares;

i) Ensayos en bovinos en boxes.
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4. MATERIALES Y METODOS:

4.1. Muestras utilizadas:
A continuacion se realizard una descripcion de dédsrentes muestras y tejidos de

garrapatas que fueron utilizados en los difereexpgrimentos.

4.1.1. Garrapatas Rhipicephalus(Boophilus) micropluscepa Porto Alegre

Garrapatas de cepas Porto Alegre fueron criadagemreros transportados de zonas
naturalmente libres de garrapatas y mantenidoadaisien boxes de Facultad de Veterinaria de la
Universidad Federal de Rio Grande do Sul (UFRGS8}JtoPAlegre, Brasil. Los terneros fueron
infectados con larvas de garrapatas de 15 diadatké Buego de 22 dias, las hembras de garrapatas
teledgenas y partendgenas fueron colectadas. Asonara la obtencion de larvas y huevos de
dichas garrapatas, teledgenas fueron incubadappstara. Las hembras fueron incubadas a 28 °C

y 80% de humedad relativa.

4.1.2. Garrapatas Rhipicephalus(Boophilus) micropluscepa Mozo

Garrapatas de cepas Mozo fueron criadas en tertrafdes de zonas naturalmente libres de
garrapatas y mantenidos aislados en boxes del i@nvisaboratorios Veterinarios (DILAVE),
Montevideo, Uruguay. Los terneros fueron infectadms larvas de garrapatas de 15 dias de edad.
Luego de 22 dias, las hembras de garrapatas tele®ge partendgenas fueron colectadas. Las

hembras fueron incubadas a 28 °C y 80% de humediztila.

4.1.3. Garrapatas Rhipicephalus sanguineusensu lato
Las garrapataRhipicephalus sanguinesgnsu lato originarias de colonias de “especigscates”
deR. sanguineusensu lato, establecidas en la Universidad FeBeral de Rio de Janeiro, Brasil
.(Cunha et al. 2009ueron mantenidas en infestaciones experimentalesorejos New Zealand.

Las garrapatas partenégenas (5 dias post-infecéi@ndn colectados directamente de conejos,
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mientras que la telebgenas fueron colectadas cueageron espontdneamente del conejo. Las

garrapatas fueron incubadas a 28 °C y 80% de huthretiiva.

4.1.4. Diseccion de garrapatasRhipicephalus (Boophilus) microplus y Rhipicephalus

sanguineussensu latoy obtencion de otros tejidos

Para llevar a cabo la diseccion de las garrapEtasnismas fueron lavadas con etanol al
70% y enjuagadas con PBS estéril antes de la eidrade los distintos tejidos. Para la diseccién se
colocaron las garrapatas sobre gotas de PBS estéidghndo placas de Petri, mantenida sobre
hielo. Se realiz6 un corte en la parte ventraldgalrapata, con el fin de levantar la cuticularaén
y poder observar y obtener los diferentes érgabosgo de removidos los diferentes 6rganos los
mismos fueron colocados en microtubos estérilestanatos en hielo y conteniendo PBS (para
obtencién de proteinas) y TRIZdlpara obtencién de RNA).

Los tejidos obtenidos de garrapatas teledgenastgngmenas fueron: glandula salival (GS),
ovario (OV), cuerpo graso (CG) e intestino.

También se obtuvieron tejidos de ovarios y glarslgklivales de diferentes pesos (desde 10
mg a 270 mg) de garrapatas partendgenas con elefirealizar andlisis de expresion génica y
expresion de proteinas.

Otros tejidos obtenidos fueron de larvas (de 16)dfauevos (de 14 y 18 dias) y machos de
garrapatadR. micropluscepa Porto Alegre. Para la obtencion de estadoggjilos mismos fueron
homogeneizados por congelamiento en nitrogenodiayi luego se realizé una molienda de los
mismos utilizando un mortero y un pistilo.

Para la obtencién de hemolinfa, garrapatas teleyémeron lavadas con etanol 70% e
inmovilizadas en placas de Petri mantenidas em,higlcuticula de dichas garrapatas fue cortada
levemente con un bisturi estéril y la hemolinfa doéectada con pipeta y conservada a -20 °C. Para
la colecta de saliva se inyectd garrapatas tele®ygrpartendgenas con pilocarpina, siguiendo el

protocolo utilizado por Tirloni et al. (2014).
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Para la obtencion de cemento, las garrapatas fueravidas de los terneros y el cemento
mantenido en el hipostoma fue extraido con pinzasdiceccion. Dicho cemento fue colocado en
microtubo con PBS y se realiz6 la molienda conilpisgtfue mezclado con buffer de muestra (0,5
M Tris, pH 6,8, con 10% SDSj-mercaptoethanol 3% y glicerol 30%) en una relacidos
volumenes de suspension de cemento por un volueéufter de muestra. La mezcla fue hervida
5 minutos y centrifugada a 14.000 g por 10 mint{Bgset al. 2002), trabajandose posteriormente

con el sobrenadante.
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Cuadrol: Muestras, tejidos y experimentos dondefuatilizados:

Muestras

Experimento

NUmero

utilizado

Garrapatas teledgenasi.
microplus cepa Mozo,R.

sanguineussensu lato)

Ovarios

Clonado de BmO5uy

y RsO5br

5al0

garrapatas

Garrapatas teleégenas y

Glandula salival,
Ovario,

Cuerpo graso,

Expresion génica pq

r 5a 10 de cada

partendgenas Intestino, gPCR organo
larvas (de 16 dias),
huevos (de 14 y 18 dias)
Ovarios de garrapatas @ . 5alo
Garrapatas Expresion génica pq
) 10, 16, 24, 35, 53, 84, garrapatas de
partenogenas gPCR

187,270 mg peso

cada peso.

Garrapatas teleégenas y

Glandula salival,
Ovario,

Cuerpo graso,

Inmunolocalizacion

5 a 10 de cada

partendgenas Intestino, por Western blot organo
Saliva, hemolinfa y
cemento
Glandula salival y
Garrapatas ovarios de pesos hasta| Inmunolocalizacion| 10 garrapatas de
partenégenas mg, de 21 a40mg y de por Western blot cada grupo
41 a 70 mg
] Inmunolocalizacion
Garrapatas teleégenas y _ 20 para cada
] Ovarios por
partendégenas _ o bloque
Inmunohistoquimica
Ovarios de garrapatas
de pesos entre 32 a 4( L
Inmunolocalizacion 5a10
Garrapatas mg., de 50 a 57 mg, de
: por garrapatas de
partendgenas 74 a 96 mg., de 164 a

207 mg y de 245 a 291
mg.

Inmunohistoquimica

cada peso.
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. y o 4 tejidos
Garrapatas Ovérios de garrapatas deExpresion génica pg

=

) _ analizados
partenogenas 25a45 mg gPCR para RNAI |
individualmente

4.2.Clonado de la secuencia codificante para la protearBm05uyy Rs05bren un vector de
expresion procariota

4.2.1. Extraccion de RNA

La extraccion de RNA de los diferentes tejidos aedarrapatas fue realizada utilizando el
reactivo TRIzof (Invitrogen) de la siguiente manera:

Se realiz6 un homogeneizado de cada tejido obtesmidh ml de TRIzSl y se colocé en
vortex por unos seg. Luego se centrifugé a 15.0p0rg2 min para remover el material insoluble.
Se colect6 el sobrenadante y se lo centrifugd pamirb a temperatura ambiente con el fin de
producir la disociacion de nucleoproteinas. Lueg@dicioné 200 ul de cloroformo, mezclandolo
vigorosamente y después se incubd por 3 min a textiysa ambiente. Se centrifug6 a 12.000 g por
15 min a 4 °C, colectandose la fase acuosa sugedbrenadante) a la que se le adiciono 500 pl de
isopropanol al 100% y se incub6 por 10 min a tertpea ambiente. Posteriormente se centrifugé
nuevamente a 12.000 g por 10 min a 4 °C, se ren@\d0brenadante y se lavo el pellet con 1 ml
de etanol 70%. Se seco el pellet por 5 a 10 mmsuspendio el mismo en aproximadamente 10 pl
de HO DEPC. Cuando se trabaja con RNA es necesariecw#adoso para evitar las posibles

contaminaciones y degradacion del RNA utilizandoemal esterilizado.

4.2.2. Cuantificaciéon de la cantidad y calidad del RNA

El RNA fue cuantificado y fue comprobada su pungaaespectrofotometria a 260/280 nm,
utilizandose un espectrofotometro SP-2000UV UV-Misi Spectrophotometer. Se realizé una
dilucion 1:500 del RNA a cuantificar (499 ul de®HDEPC y 1 pl de muestra) y se midi6 la

absorbancia a 260 y 280 nm. La cantidad de pg/pbteso a través de la siguiente formula:
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RNA (ug/ul)= Dilucion x coeficiente de extincion 300260 /DO2s0
La concentracion de RNA se calcul6 teniendo enteugue:
1 Unidad de D@ =40 pug de RNA / mi
Ademés mediante esta medida se puede obteneremdeda pureza del RNA:
» Silarelacion DO260 / DO280 < 2, indica que hagtaminacion con proteinas o fenol y no
se puede realizar una cuantificacion precisa.
* Si la relacion DO260 / DO280 = 2, proporciona ustngacion de la pureza del RNA y

permite calcular la concentracion del RNA presemntéa muestra.

4.2.3. Tratamiento con DNasas

Para esto se utiliza el kit Deoxyribonuclease | phifitation Grade (DNase |, Amp Grade)
(Invitrogen). Para cada reaccion se mezclam e RNA, 1ul de buffer 10X DNase | Reaction
Buffer y 1ul de la enzima DNase |, Amp Grade, lulJktompletando para 1@ con agua DEPC.
Las muestras se incuban a temperatura ambientatdutd minutos, pasado ese tiempo se afade 1
ul de solucién de 25 mM EDTA, para cadaullde reaccion, y se incuba a 65 °C durante 10
minutos. El resultado del tratamiento con DNaded, confirmado por medio de la realizacién de
un PCR cualitativo utilizando primers especificesattina (Da Silva Vaz et al. 2005) y el RNA

tratado con DNase como molde.

4.2.4. Transcripcion Reversa

Fue realizada una Transcripcion Reversa (RT) plaraner DNA copia (cDNA) a partir de
los RNA obtenidos previamente. Para ello realizampa mezcla de reaccion utilizando los
siguientes reactivos para cada muestra: 2 pl dgoQliT),.1g primer (0,5 pg/ ul), 1 ul de
desoxinucleétidos tri-fosfatos (ANTPs) a una cotreeron de 10 mM, 500 ug de cada muestra de
RNA y cantidad suficiente de,@ DEPC para completar un volumen final de 13 pta Bsezcla se

incub6 a 65 °C por 5 min e inmediatamente se codwchielo. A continuacion se adicionaron a la
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mezcla 4 ul de First-Strand Buffer 5X, 2 pl de DO;L M y 1 pl de la enzima DNA polimerasa

RNA dependiente SuperScript™ Il RT (Invitrogen) ena concentracion de 200 unidades de
enzima (U)/ul. Se mezclé bien los componentes dedacla y se incub6 a 50 °C por 60 min'y 70
°C por 15 min en un termociclador Infinigen Thermaicler TC-XX/H. EI cDNA resultante fue

guardado a -70 °C hasta su utilizacion.

4.2.5. Amplificacion por PCR cualitativo

Luego de obtenido el cDNA de los diferentes tejidies las garrapatas se realizé una
amplificacion por PCR, utilizando primers espeoificproyectados en base a la secuencia del gen
de R. microplus(T15540) depositada en BmiGI-TIGR Gene Indiceslf{&uerrero et al. 2005) y
en Gao et al., (2009):

* Primer forward: 5’ATGGTGGCTTTCAAGGCAGCC’3;
* Primer reverse: 5" TAACCATGGGCCGGCGC'3
y primers especificos de actina como control (&aSiaz et al. 2005).

Se realizd la siguiente mezcla de reaccion por cadestra: 35 pl de agua Mili-Q; 5 pl
Buffer A (Invitrogen); 5 ul Buffer B (Invitrogen)l pl de los primers forward y reverse
respectivamente, a una concentraciéon 10 uM, 1 jHalegas® Enzyme Mix (Invitrogen) y 1 pl de
cDNA obtenido previamente por RT, consiguiendoussvolumen final de 50 ul. Las condiciones
de la reaccion de PCR fueron una desnaturalizaciéial a 94 °C por 5 min, 34 ciclos de 30 seg a
94 °C, 30 seg a 59 °C, 1:30 min a 68 °C y una aibanfinal a 68 °C por 5 min. Las mismas se
llevaron a cabo en un termociclador Infinigen Thar@ycler TC-XX/H.

Con el fin de observar los productos obtenidosHfOR, se realizo la electroforesis en gel de
agarosa al 0,8% en buffer TAE con 5 ul de bromwroetidio 10 mg/ml por cada 100 ml. Se
sembraron en cada pocillo 5 pl de los productaB8@e con 1 pl de buffer de carga 6X (Promega).
Ademas, en un pocillo se sembrdé como referent@dala un marcador de peso molecular Lambda

Hindlll DNA Markers (Invitrogen). La corrida fue aézada por 15 min a 200 voltios. El DNA se
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visualiz6 mediante exposicion a la luz UV.

4.2.6. Ligacion de productos de PCR con el vector pGEM-T

Los productos amplificados por PCR codificante pBraO5uyo RsO5brluego fueron
ligados al vector pGEM- (Promega). Dicho vector utilizado para clonar ridpicto dePCR se
encuentra proyectado para ligar secuencias de DiAadenina en sus extremos 5° como poseen
los productos de amplificacion cuando se utilizatinperasas con actividad transferasa terminal
como laTaqg La enzima Elongase carece de esa actividad. ®meotivo, previo a la ligacion se
realizd la adicion de adenina a los productos d&,Pgara lo cual se utiliz6 1 pfag DNA
Polymerase 10X Reaction Buffer (Fermentas), Tlad DNA Polymerase (Fermentas) (5 U/ul), 0,2
I dATP (10 mM), 0,8 ul MgGl(25 mM) y 2 ul de HO DEPC. De este modo, la enzima Tag DNA
Polymerase adiciona adeninas a los extremos deupt@, permitiendo el posterior clonado en
vectores T. Esta mezcla de reaccion se dej6 a ffQ0 min en termocicladémfinigen Thermal
Cycler TC-XX/H. Para realizar la ligacion se uiflifa T4 DNA Ligasa y el 2X Rapid Ligation
Buffer provenientes del kit pPGEM®FEasy Vector System, siguiendo el protocolo sugepidr el
fabricante (Promega). Se utilizé una relacion mplasmido-inserto 1:1. Dado que el tamafio del
inserto con la secuencia codificante pBra05br y Rs05b(516 y 522 pb) es 5,8 veces menor que
el tamafio del plasmido (3.015 pb), se utilizé uaatidad 10 veces menor de inserto que de

plasmido en ng.

4.2.7. Transformacion de la cepaE. coli TOP10 por choque térmico

Una vez realizado el ligado al vector pPGEM-T, secpdio a realizar la transformacion por
choque térmico. Para dicho procedimiento se prepampetentemente (protocolo descripto en
Anexo 3, b) a la cepa bacteriaBacoli TOP10 (Invitrogen) (se describe en Anexo 3, aja Vez
gue se obtuvo la cepa bacteriana competente, \se dlecabo la transformacién para lo cual se

realiz6 el siguiente procedimiento:
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Se retiraron las células componentes de freez€r9%:jJ y se colocaron en hielo. Se les
agreg6 2 pl de DNA plasmidico de interfase, incalode en hielo por 20 a 40 min. Luego se
incubaron a 42 °C por 40 seg y se incubaron nueviznen hielo por 1 min. Se adicion6 1 ml de
LB mediante técnica aséptica y se incubo a 37 ¥ pwra, de forma tal de permitir a la bacteria
recuperarse y expresar la resistencia al antibiotjoe lleva el plasmido. Posteriormente se
centrifugé a 5.040 g por 5 min y se plaqued en imiones de esterilidad 100 pl en placas
conteniendo LB con ampicilina (50 mg/ ml), Xgal (@@/ml) e IPTG (0,1 M). Se incubaron las
placas overnight a 37 °C. El reconocimiento de mial portadoras de plasmido§emBmO05uyo
pGemRs05brse realizé mediante la visualizaciéon de la ausedeiactividag-galactosidasa sobre

el sustrato cromogenico.

4.2.8. Extraccion de DNA plasmidico a pequefia escala (Mugrep)

A partir de una placa fresca con células transfdemaon el plasmido a extraer, se tomo una
colonia aislada y se inoculé en 2,5 ml de LB comiaitina. Se dejo incubar overnight a 37 °C en
shake (160 rpm). Se centrifug6 las células a 12¢0@0rante 30 seg para obtener un precipitado. Se
removid y descart6 el sobrenadante. Se resuspehgiéllets de bacterias en 100 ul de solucion |
(ver Anexo Soluciones), agitando vigorosamente lemogex. Se incub6 10 min en hielo. Se
adicion6 200 pl de Solucion 1l (ver Anexo Solucisph€la cual fue preparada en el momento) y se
homogeneizo el contenido invirtiendo el microtupidamente por 5 veces, colocando en hielo por
5 minutos como méaximo. Luego se coloco 150 ul decgmn Il (ver Anexo Soluciones), se
homogeneizd en vortex levemente y coloco en hielo2® min. Se centrifugd a 12.000 g por 5
minutos a 4 °C y se transfirid el sobrenadante@anibo nuevo. Se adicioné 1 volumen de fenol
(450 pl), se agitd levemente y se centrifugd 12@@0dr 5 min. Luego se transfirié el sobrenadante
a un nuevo microtubo y se adicion6 1 volumen delfetoroformo. Luego se agitd, centrifugo y
colectd nuevamente. Se adicion6 1 volumen de domad y se volvio a agitar, centrifugar y

colectar de igual forma que antes. Se precipi@NA con 1 ml de etanol helado 100% y 40 pul de
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Acetato de sodio 3 M (pH 5,2). Se incubd a -70 € Iphora. Se centrifugé a 12.000 g por 20 min
a 4 °C. Se descart6 el sobrenadante y se invirtidbe en papel absorbente para secar. Luego se
lavé el pellets con 1 ml de etanol 70%. Se descar&ianol y dejé secar bien sobre papel por 10
min. Por ultimo se resuspendi6 el material en 28qu$olucién conteniendo RNAsa (20 pg/ml) y se

incub6 por 30 min a 37 °C.

4.2.9. Digestiones con enzimas de restriccidaco Rl y Hind Il

Se realiz6 la digestion de los productos obtendiosa fase anterior mediante las enzimas
EcoRI(Fermentas) WHind Ill (Fermentas). Se realizé una reacciéon que contpaxemadamente
150 ng/ul de productos, 1 pl de 10X Buffer EcoRlinidad de enzimasco Rl Luego se incub6 a
37 °C durante 2 horas. Para las enziidaml Ill, se procedié de igual manera, solo se cambio el
buffer de la reaccion, usandose 10X Buffer R ymaziind Ill, en igual proporcién que paExo
RI. Previo a la digestién con las enzimas de reghricse realizaron corridas en geles de agarosa
con el fin de estimar la concentracion de DNA dertauestras, para lo cual se las comparé con el
marcador de peso molecular Lambda HindIll DNA Maskélnvitrogen). Posteriormente a la

digestion con las enzimas de retriccion tambiereakzaron electroforesis en geles de agarosa.

4.2.10.Secuenciacion de DNA
Para la secuenciacion del plasmido pGEM-T se atitz primers T7 y SP6. Posteriormente
las secuencias obtenidas fueron comparadas erséadeadatos GenBank. Para la visualizacion y

edicion de secuencias se utilizé el programa BipgEtill 1999).
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4.3. Caracterizacion in silico de las propiedades de las secuencias de BmO5br, @y y
RsO5br
4.3.1. Alineamiento de secuencias
El andlisis de las secuencias nucleotidicas, aroidica y los alineamiento de secuencias
fueron realizados usando el software BioEdit versié2.5 (Hall 1999) y MEGA version 5.05
(Tamura et al. 2011). La prediccion de la secuedeilapéptido sefial fue investigada utilizando
SignalP4.1 (Nielsen et al. 1997). N-glycosylatiae fnvestigada usando el programa NetNGlyc 1.0

(Gupta et al. 2002).

4.3.2. Construccion de Arbol filogenético

Las secuencias aminoacidicas y nucleotidicaBrd@5br, Bm0O5uy RsO5brobtenida por
secuenciamiento y otras secuencias identificadasep@rograma Blast de NCERITatusova &
Madden 1999) fueron utilizadas para el andlisisgéhético y para la realizacién de un é&rbol
flogenético usando el métodoeighbor-joining y maximume-likelihoodcon 1.000 y 10.000
repeticiones. Los nimero de acceso a GenBank deetagencias usadas en el trabajo fuekran:
microplus BmO5br (KX611485),R. annulatusBa05 (EF675686)Haemaphysalis longicornis
(GQ499841.1),l. scapularisP19 (XM_002399589.1)H. ginghaiensisHq05 (AY626791.1),R.
sanguineussensu latoRs05br (KX611486),R. microplus Bm0O5uy (KX611484), Pandinus

cavimanugXM_015938856.1)

4.4. Andlisis de expresion de BmO5br por PCR cuantitatio
4.4.1. Material utilizados:
Para realizar la determinacion de la expresionogédeBmO5bren los diferentes tejidos y
estadios del desarrollo de las garrapatas, seanthh muestras de RNA tratadas con DNase |,
obtenidas de garrapatas partendgenas y teleogemas,ser: glandula salival, ovario, cuerpo graso

e intestino, larvas (16 dias) y huevos (14 y 1&)diAsimismo, garrapatas partenégenas fueron
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agrupadas por peso (10 garrapatas en cada grupsg)dsos utilizados fueron desde 10 mg hasta
270 mg, segun fue descripto en el cuadro 1.
El procedimiento utilizado para la extraccion deARNobtencion de cDNA se realiz6 segun

lo descripto en la pagina 51.

4.4.2. Disefio de los primers

El disefio de los primers es un parametro clave gddvaen funcionamiento y amplificacion
de la PCR. Segun Chuang et al. (2013) para dise8acebadores hay que tener en cuenta
diferentes aspectos que pueden afectar a la efiaiele la reaccion como la longitud del cebador,
la temperatura de anillamiento o la especificidBdra la amplificacion del geBmO5br se
disefiaron primer especificos que amplifican un rragto de 133 pb (forward: 5
TTCGACCGTGCCAGGACTGAG 3 reverse: 5 TGCACTTGAGCCACBBTGGT 3), mientras
que para la amplificaciéon de 40S ribosomal, utilzaomo gen de referencia, se utilizaron los
primer ya disefiados por Parizi y col. (Parizi e2all3) de 106 pb,
(forward: 5’ ACGACCGATGGCTACCTCCTCCGC 3

reverse: 5 TGAGGCGAACCTGGTTGTGCTGAGCG 3).

4.4.3. Curva estandar y célculo de eficiencia de amplificadn

Es necesario conocer la eficiencia de PCR de laggyestudiados. Las eficiencias de la
gPCR se calculan a partir de las pendientes deirkaa cestdndar obtenidas después de realizar
diluciones seriadas con las reacciones de la qP@R. calcular las curvas estandar se llevo a cabo
una gPCR para la cual se utilizan las dilucionemdas (10, 50, 100, 200 y 500 ng) de cDNA
seleccionado, todas por duplicado (repetido doss)gquara minimizar los errores.

La mezcla de reaccién para la gPCR consiste emll@bRotor-Gene SYBR Green PCR
Master Mix, 1l de Primer Forward, 1l de Primer Reverse, 11bde agua DEPC y 3 de la

dilucion del cDNA correspondiente. La reaccion &R se lleva a cabo en un termocicladotor
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Gené Q, (Qiagen). Las condiciones de la reaccién de amplifin son las siguientes: 5 min at 95
°C, seguidos por 35 ciclos de desnaturalizaciéh &®por 30 s, anillamiento a 60 °C por 30 s y
extension a 72 °C por 30 s. Luego de realizadanlglificacion, la curva de mealting fue analizada
usando los parametros del instrumento (Rotor &éneQiagen).

Finalizada la amplificacion se comprueba que lasnmas son las deseadas mediante el
andlisis de la curva estandar. Si la pendienteadedta presenta un valor en torno a -3,32 nos
estaria indicando que las curvas estandar presemas buenas caracteristicas. El valor de la
pendiente de la curva, se utiliza para calculafi@encia de amplificacion de los primers la cual
debe ser superior al 90% para que pueda ser coad&deomo aceptable. La eficiencia de
amplificacion se calcula mediante la siguiente idlam

EFICIENCIA (E)= 1Q/pendiente
Si la eficacia e400%: E=10"33%2

La concentracion utilizada de primer para los expentos de gPCR fue de 10 uM, dicha
concentracion fue definida por medio de la curvafigacia de primers. La eficacia de los primers
fue corroborada previamente es condiciones seneegatas utilizadas para la curva de eficacia ya

descripta. Fueron testadas diferentes diluciongsiders (10, 15, 20y 25 uM).

4.4.4. Cuantificacion mediante gPCR del nivel de expresiéde las muestras

La cuantificacion relativa fue realizada utilizantid0 ng de cDNA de cada muestra. Se
realizo la siguiente mezcla de reaccion por cadestna: 12,hl de Rotor-Gene SYBR Green PCR
Master Mix, 1l de Primer Forward, l de Primer Reverse, {1bde agua DEPC y 8 de la
dilucion del cDNA correspondiente a 100 ng. Lasdiciones de la reaccion de amplificacion son
las siguientes: 5 min at 95 °C, seguidos por 3%oside desnaturalizacion a 95 °C for 30 s,
anillamiento a 60 °C por 30 s y extension a 72 €30 s. Luego de realizada la amplificacion, la
curva de mealting fue analizada usando los paraseel instrumento (Rotor Géh®, Qiagen).

Todas las muestras fueron analizadas en duplicadda experimento fue realizado dos veces.
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Para la cuantificacion del nivel de expresion dah BmO05brse utiliza la cuantificacidon
relativa, es decir basdndonos en la comparaciorlconel de expresion de genes de referencia. El
gen de referencia seleccionado fue 40S ribosomal @uentan con una expresion estable
constatada en las condiciones estudiadas.

4.4.5. Andlisis de los resultados de la expresion de lasugstras

La cuantificaciéon del nivel de expresién del gBmO5br se realiza utilizando una
cuantificacion relativa mediante el modelo mateowétie (Pfaffl 2001) y usado en el software
(REST-MSC, version 2) (Pfaffl et al. 2002). El valor de C® & nimero de ciclos donde el
producto amplificado se eleva por encima de un aimdeterminado, de los genes de estudio con
los genes de referencia.

En este modelo las diferentes eficiencias de la RDB para los genes en estudio como
para los genes de referencia se toman en cuentas®muestra en la siguiente ecuacion:

ratio = (Earget) ACP target (control-sample)

ACPref (control-sample
(Eref) ( ple)

En esta ecuacion el ratio del gen en estudio seesxen una muestra frente a un control en
comparacion con un gen de referencia. Etargetsepta la eficiencia de la gPCR del amplicon en
estudio; Eref representa la eficiencia de la gP€Rydn de referencia&kCPtarget es la desviacién
en Ct del control menos la muestra del gen en iestydCPref es la desviacion en Ct del control
menos la muestra del gen de referencia.

Los experimentos de gPCR fueron realizados de doumn MIQE Guidelines (Bustin et
al. 2010) (Fig S2).

La eficacia del PCR fue calculada de la porcidratdmica de la curva estandar. Los datos
fueron corregidos para eficacias (arriba de 90%)cada primer individualmente, seguido por

normalizacién de la expresion segun el gen degréi.
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4.5. Inmunolocalizacion de BmO5br

4.5.1. Expresién de rBmO05br y produccion de suero anti BmBbr

Las etapas de expresion y produccion de la proteo@mbinante (BmO5br), purificacion de
rBmO5br, asi como produccion de anticuerpos, fueeatizadas y detalladas en la tesis de maestria
de Alzugaray (2012)Brevemente, para la expresion de BmO05br se utidizzepa deE. coli BL21
(DE3J) la cual fue transformada con el vector deresipn pET5a conteniendo la regién codificante
de BmO5br. La proteina recombinante BmO5br fue esqua en medio SOB con 1 mM de
isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) a 37 °C por 4alsoiLuego de centrifugar (10.000g
por 5 min a 4 °C), el pellet celular fue resuspaadin buffer de ligacion. La disrupcién celular fue
realizada por sonicado en hielo por medio de 5ogulie 30 seg e intervalos de 30 seg, de amplitud
40 MHz. La fraccién soluble e insoluble fue separpdr centrifugacion a 10.000 g por 20 min a 4
°C. La fraccion soluble conteniendo BmO5br fue firada en columna de cromatografia de niquel
sefarosa (HisTrap, GE Healthcare). Para ello, lasestnas fueron filtradas con filtros con
membranas de poros de 0,45 pum y las muestras faglmadas luego de que la columna fuera
equilibrada con buffer de ligacion. La elucion ds proteinas fue realizada con un gradiente de
imidazol (100, 200, 300 y 500 mM). La concentracpioteica fue determinada utilizando el kit
BSA Protein Assay (Thermo Scientific) siguiendo t@somendaciones del fabricante. Para la
produccion del anticuerpo anti BmO5br, un conep ifununizado subcutdneamente tres veces con
intervalos de 14 dias con 100 pug de rBmO5br eneasif con adyuvante Montanide 888/Marcol
52 (Exxon Mobil Corporation). La sangre del conieje colectada 14 dias luego del ultimo booster
y el suero fue separado por centrifugacion a 10@@0r 5 min a 4 °C. Alicuotas de suero fueron
conservadas a -20 °C hasta su uso. Se realizécpaiin de IgG utilizando columnas de HiTrap™

Protein G HP (GE Healthcare) siguiendo las recomeindes del fabricante.
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4.5.2. Material utilizado:

Para realizar la determinacién de la expresiorepratde BmO5br en los diferentes tejidos y
estadios del desarrollo de las garrapatas, sezantih muestras obtenidas de garrapatas
partenégenas y teledgenas, como ser: glandulaakativario, cuerpo graso, intestino, saliva,
hemolinfa y cemento. Asimismo, garrapatas partem&géueron agrupadas por peso (10 garrapatas
en cada grupos) Los pesos utilizados fueron de@dadLhasta 270 mg; segun fue descripto en el
cuadro 1.

De igual manera se procedié para la obtencion destras de ovarios destinadas a
inmunolocalizacién por Inmunohistoquimica, mas lletade dichas muestras se describen en el
cuadro 1.

El procedimiento utilizado para la extraccion detpinas fue descripto en la pagina 51.

4.5.3. Extraccion y preparacion de extracto proteico:

Todos los tejidos extraidos fueron colocados en PB&cerados con pistilo en microtubo
colocado en hielo. El homogeneizado fue posteriateneentrifugado a 10.000 g por 10 min a 4 °C
para remover la parte la remocién del materialluide y el sobrenadante soluble fue colectado.
Los extractos proteicos fueron realizados de acueoth el método descripto por (Da Silva Vaz et
al. 1998). Brevemente los tejidos fueron sonicasgokibilizados con desoxicolato de sodio al 0,5%
y centrifugados por 32.000 xg por 40 min.

4.5.4. SDS page y western blot

La presencia de BmO5br nativa en los tejidos deapatas fue analizada utilizando SDS-
PAGE (Laemmli 1970) y Western blot (Johnson etl8B4). Para los andlisis de Western blot se
utilizé 20 pg de saliva, 60 pg de hemolinfa y 50 degcada tejido de garrapata partendgena y
teledgena los cuales fueron corridos en geles d&BAGE al 12%, seguidos por transferencia a

membrana de nitrocelulosa. Las membranas fueraquelaas con buffer de bloqueo (5% de leche
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descremada con 0,1% Tween en PBS). El suero aribBnfue diluido en buffer de bloqueo y
absorbido por 1 hora con lisado Becoli expresando vector pET5a. El lisaBocoli con pET5a
fue preparado de acuerdo con Rott et al. (2006)in@ubaciones con el anticuerpo primario fueron
realizadas overnight con suero policlonal anti rBibn01:1.000). Suero pre-inmune fue utilizado
como control negativo (1:1.000). Las tiras inculsaela las distintas diluciones de suero de conejo
se colocaron overnight a 4 °C. Al dia siguientelasaron 3 veces con solucién de bloqueo por 5
min cada uno. Luego fueron incubadas con un ampousecundario, anti-lgG de conejo fosfatasa
alcalina (Invitrogen) (1:5.000) por 1 hora a tenapera ambiente. Posteriormente se procedié a
realizar lavados con PBS Tween, lavo con TRF (Buf&erevelacién para Fosfatasa alcalina) y se
revel6 con el sustrato cromogénico NBT/BCIP (Nittae tetrazolium chloride / 5-bromo-4-chloro-

3'-Indolyphosphate p-toluidine salt, Promega) €fficbule reaccion

4.5.5. Inmunohistoquimica

Garrapatas teledgenas y partendégenas fueron désecad PBS segun se describe
previamente, los ovarios fueron fijados en 10% &dimna tamponada durante 24 h e incorporados a
Histogef’ para la preservacion de los tejidos durante elgsamiento histolégico rutinario. Luego
del procesamiento, cortes histologicos dand de espesor fueron confeccionados. Las laminas
histol6gicas fueron incubadas en xilol, hidratadashidrato en concentraciones decrecientes de
etanol y lavadas en agua desionizadas. La inhiba&dla peroxidasa endbégena se realizé utilizando
3% de HO, por 20 minutos y no utilizandose métodos de remgi@ antigénica. Los sitios
reactivos no especificos sobre secciones de tsfiddoquearon con Protein Block (D&kalurante
7 minutos. El sistema de deteccién usado fue el MACKIit Universal con HRP (Biocare)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Losltsgifueron incubados overnight (14 a 16 hs) a 4 °C
con anticuerpo policlonal anti-BmO05br (1:700) y nda un control negativo con PBS. De igual
forma se utilizé un anticuerpo preinmune (no relaado) para control, en las mismas condiciones

que el anticuerpo anti Bm05br. Las laminas fuerostgriormente incubadas en Probe (MACH 4)
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por 5 minutos, fueron lavadas con agua desionizag@steriormente incubadas con polimero
(MACH 4) por 30 minutos. Luego del lavado de lasilf&as con agua desionizada por 5 minutos, la
reaccion fue revelada con cromégeno DAB (Dgkmor 15 segundos, lavadas con agua desionizada
por 5 minutos y contracoloreadas con hematoxilmaddrris por 20 segundos. Para el montaje de
las laminas estas fueron incubadas en solucidil@eara clasificacion, en soluciones creciente de

alcohol para deshidratacién y posteriormente mastaa resina del tipo Endellan (Mefpk

4.6. Silenciamiento génico de BmO5br por RNAI
4.6.1. Disefio de los primers y estrategias para la transigrcion del dsRNA
Los experimentos con RNAI requieren RNA de cadestaed(dsRNA). Dado que la RNA
polimerasa T7 utilizada sintetiza RNA de cadenailan(ssRNA), se utiliza la siguiente estrategia
para producir dsSRNA: Se preparan primers de DNA m@motores T7 opuestos en los extremos
5'de cada hebra, y los mismos fueron usados ersalaaeaccion de transcripcion para sintetizar

dsRNA sin un paso de unién o anillamiento.

gene specific

gene specific

Figura 6: Esquema de PCR con el promotor T7 afa&obos primers de PCR

La secuencia de BmO5br (516 pb) fue amplificadaR®R desde el plasmido recombinante
pPET5a/BmO0O5br con primers gen especificos conteni@hgromotor T7 en el extremo 57,
(forward: 5" GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTGGCTTTCAAGGAGCC'3
reverse: 5GGATCCTAATACGACTCACTATAGGACCCTGGATCTGAAGCCA'3).

El producto de PCR fue purificado utilizando GlasemDNA purification kit
(BIO101Systems) y posteriormente dicho productoufiizado para sintesis de dsRNA usando T7
Ribo Max Express RNA Kit (Promega) siguiendo el tpcolo del fabricante. Los dsRNA

sintetizados fueron evaluados en geles de agatd® § la concentracion fue determinada por

67



espectrofotometro a 260 nm (Ultrospec 1000, AmensB#sciences, Pharmacia Biotech). Como
control (dsCont) se utilizd, dsRNA producido palagen no relacionado, MSP1 ddasmodium
falciparum (accession number AF061132). Este gen fue obtegradas a la colaboracion del Dr.
Gerhard Wunderlich (Departamento de Parasitoldd&R, Brasil). Para asegurar la especificidad
de dsRNA y excluir potenciales secuencias no efpes,i se utilizé el programa dsCheck (Naito et
al. 2005). Como el genoma & microplusno esta disponible, por el momento, este andlisis
realizado basandose en regiones similares de geré®gos y secuencias del genoma de
Drosophila melanogastefaccession number AC092233). Asimismo, el algaritBLAST fue
empleado para identificar secuencias no relacisassando las secuencias depositadas en

GenBank (Sabirzhanov et al. 2011).

4.6.2. Material utilizado:

Para realizar la determinacion del silenciamierdo RNAi en garrapatas partenogenas, se
seleccioné garrapatas con pesos de 25 a 45 mg BEs$os mostraron ser los mejores para dicho
experimento ya que permitieron una eficaz alimedtaartificial a través de capilares. Detalles de
las muestras extraidas para RNAI se observan@radio 1.

Luego de realizado el experimento de RNAI, se dismt4 garrapatas a las Ohs, 24 hsy 48
hs de la inyeccion con dsRNA, con el fin de realiaaextraccion de RNA y proteinas, de forma
individual, siguiendo el protocolo de TRIZplsegln las especificaciones del fabricante. El
procedimiento utilizado para la extraccion de RNAl#encién de cDNA se realizd segun lo
descripto en la pagina 51.

Asimismo, la obtencion del extracto proteico er estso, se realizd siguiendo el protocolo

de TRIzof, siguiendo especificaciones del fabricante.
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4.6.3. Protocolo de RNAI utilizando alimentacion artificial por capilares

Parametros de
evaluacion

[ R

Peso

(pre y post .
alimentacion) Para RNA::
e

dsRNA Inyeccion de ol Ovoposicion Diseccion
> iad ovarios
sintetizada arrapatas N
in vitro g(g HS/HD Alimentacion artificial (0,24 y 48 hs)
BmO5br, MSP1 con capilares

Eclosion de
huevos

Figura 7: Flujograma de protocolo de RNAI seguido alimentacion artificial por capilares

Garrapatas partenégenas de la cepa Porto Alegre gesos entre 25 y 45 mg) fueron
extraidas manualmente de los bovinos 20/21 degspriées infestacion. Se realizaron grupos de 23
garrapatas, las cuales fueron inmovilizadas endjasdie cartén sobre cinta adhesiva. La solucion
de dsRNA fue inyectada en el hemoceleul] 8 pg/garrapata) usando jeringas (Hamilton). Las
garrapatas fueron artificialmente alimentadas &éfade tubos de microcapilares conteniendo
sangre citratada (citarato de sodio) de bovinosnfestados (Gonsioroski et al. 2012, Pohl et al.
2011). A las garrapatas se les permiti6 alimentgrge 28 hs, durante ese tiempo fueron
conservadas a temperatura de 27-28 °C y humedativaetie 80-90%. A las 0 hs, 24 hs y 48 hs
luego de la inyeccién con dsRNA, cuatro garrapdeasada grupo fueron disecadas y los ovarios
fueron colectados para extraccién de RNA y proteisagin el método de TRIZol La
determinacion de las fases de desarrollo del owaricealizaron a través de evaluacion oOptica del
desarrollo utilizando el sistenmmvarian growth phas€OGP) descripto por (Seixas, Friesen, et al.
2008). La proporcién de ovocitos maduros fue aadhzmidiendo el area ocupada por los ovocitos

maduros e inmaduros en cada imagen usando el pragraageJ (Abramoff et al. 2004). Antes y
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después del proceso de alimentacion artificial,gagapatas fueron pesadas para determinar la
ingesta de sangre de cada una. Luego de eso, lempa@as restantes (11 garrapatas) fueron
colocadas en placas de Petri y mantenidas a 278%%/de humedad. Los parametros bioldgicos
analizados fueron (Bennett 1974, Fabres et al.)20d0ice de eficacia nutricion (peso final/peso

inicial), peso de huevos, peso de larvas e indéoectbsion [(peso de larvas/peso de huevos)x100].

4.7.Determinacion de la capacidad protectiva de lBBm0O5br mediante:
4.7.1. Ensayos de alimentacion artificial por capilares

Parametros de
evaluacioén

[ .

Peso

(pre y post
alimentacion)

Ovoposicion

Produccion de

Sangre bovina +

anticuperos IgG purificada ) R
anti Bm0S5br/ anti-BmOS5br/ anti no Alimentacion artificial
anti no relacionado relacionado (3 pg/ul) con capilares

Eclosion de
huevos

Figura 8: Flujograma de protocolo de alimentacidificial de anticuerpos anti Bm05br

Hembras parten6genas Be micropluscepa Porto Alegre fueron recuperadas manualmente
de bovinos 20/21 después de la infestacion. Luegorgiar y pesar se fijan en bandejas de cartén
forrado. Las hembras con dafios en la boca y/o eso puperior a 100 mg o inferior a 25 mg
fueron descartadas (Gonsioroski et al. 2012). Luegmws capilares de microhematocrito (75 mm x
1.0 mm x 1.5 mm) lleno con sangre citratada derimieron colocados en la parte de la boca de
las garrapatas.

Las hembras fueron divididas en grupos experimesté9 individuos) y alimentadas por
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12 horas como sigue:

. Grupo alimentado con sangre citratada bovina sugiéea con anticuerpos anti-

rBmO5br(dosis de 150 pug para cada garrapata: 3 pg/ ul).

. Grupo alimentado con sangre citratada bovina supitsda con anticuerpos no

relacionado (dosis de 150 pg para cada garrapatg/ 3I) (Control no relacionado).

. Grupo alimentado con sangre de bovino con citratcaimnente (Control),

Luego de recibir el capilar de microhematocrito ¢os diferentes anticuerpos, se les dio
otro capilar con sangre citratada a todos los rateégs de los grupos por igual tiempo. Luego del
proceso de alimentacion, las hembras fueron pespal@s determinar la ingestion de sangre.
Después, fueron colocadas en placas de Petri yemdats a 27 °C y 85% de humedad por un
periodo de 12 dias. Una vez dada la postura, lesdsufueron pesados y colocados en tubos
microtubo con algodén en la parte superior a 2y 85% de humedad por 15 dias, al cabo de ese
periodo se volvio a realizar un pesaje. Los pan@sdtiologicos que fueron analizados, fueron los

relacionados con la ovoposicién (Bennett 1974),sprédn presentados en los resultados. .

4.7.2. Ensayos de inmunizacién de bovinos en boxes

Este experimento fue un trabajo desarrollado ejuotmcon una tesis de doctorado de la UFRGS. Fpndsente tesis
solo se presentaran los resultados referentes &iBmbl ensayo de vacunacion fue realizado utitizados proteinas
en conjunto: BmO05br y Bm86uy (fue obtenida del albm del RNA de intestino de garrapatas tele6gdhasiicroplus
capa Mozo, su expresion fue realizadd&enoli cepa BL21 (DE3) pLysS con 1 mM de IPTG, por 483 C)

Los bovinos fueron divididos en dos grupos: un grapntrol (N° 1, 2, 3) y un grupo tratado
(bovinos N° 4, 5, 6). Los bovinos del grupo contetibieron una emulsion compuesta por 0,5 ml
PBS junto con 0,5 ml de adyuvante oleoso (Monta8&R:/ Marcol 52) por dosis.

El grupo de animales tratado recibié una emuls@é®,& ml de solucion de BmO05br (200
pg) en PBS junto con 0,5 ml de adyuvante oleosanfifode 888 / Marcol 52) por dosis, asi como
0,5 ml de Bm86uy (100 pg) en PBS junto con 0,5 enhdyuvante oleoso (Montanide 888 / Marcol

52) por dosis. Los antigenos fueron administradbsigdneamente en diferentes lados del animal.
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Ambos grupos recibieron tres dosis con un interdald0 dias entre cada dosis. Los bovinos fueron
desafiados con 6.000 larvasRemicroplusde 10 dias de edad (Cepa Mozo) y librddbesiaspp.
y Anaplasmaspp.

Muestras de sangre fueron colectadas el primedeliamunizacién (dia 0) y 10, 30, 45, 60
y 80 dias luego del ultimo booster y las mismasdineonservadas a 4 °C por 16 hs. El suero fue

separado por centrifugacion a 5.000 g por 5 milicpatas fueron conservadas a -20 °C.

4.7.2.1. Analisis serologico y analisis de garrapatas

La respuesta humoral de garrapatas fue verificadaMestern blot y ELISA (Parizi et al.
2009). Brevemente, las placas de ELISA fueron ctdsecon 100 ng/pozo de rBmO05br (fraccion de
eluciéon usando buffer de elucién con Imidazole 20M), en buffer carbonato-bicarbonato 50 mM
(pH 9,6) a 4 °C overnight. Las placas fueron lagattas veces con solucion de lavado (0,5%
Tween20 in PBS: PBST). Luego se realizd el bloguen 5% Tween20 a 4 °C y se lavo
nuevamente. Los sueros fueron adicionados luego wn diluciéon de 1:6.400 en PBST e
incubados por 1 hs a 37 °C. Las placas fueron llegumlas con PBST y se utilizo una dilucién de
1:10.000 de conjugado IgG anti-bovino peroxidas@B&T blotto para la incubacién secundaria,
realizada por 1 hs a 37 °C. El revelado fue redtizasando 100 ul de solucién de 3, 37, 5, 5;
Tetramethylbenzidine (TMB) (Invitrogen) y la deraitléptica (DO) fue medida a 450 nm con 100
pl de HCI 1 N.

Para los ensayos de SDS PAGE y Western blot, 0g3@eurBmO5br fueron cargados en
cada carril de geles de poliacrilamida al 12% sbmupor transferencia en membranas de
nitrocelulosa. Las membranas fueron bloqueadas %%n de leche descremada en PBS vy
posteriormente incubadas con un pool de suerosdanionales vacunados con Bm0O5br y Bm86uy y
los controles (1:500). Luego fue utilizado comoi@argrpo secundario un conjugado anti 1gG
fosfatasa alcalina especie especifica (suero bpyin@0.000). El revelado fue realizado utilizando

NBT (nitro blue tetrazolium) y BCIP (5-bromo-4-chte3-indolyl phosphate) (Sigma) en PBS.
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Para el analisis de las garrapatas, las mismasrfuetectadas todos los dias (a partir del dia
20 post desafio). Luego garrapatas y huevos fupesados, clasificados e incubados como fue
descripto previamente por Da Silva Vaz et al. (3988 estimacion de la eficacia de la vacuna fue
evaluada por la determinacion del efecto sobreteteno de garrapatas teledgenas, peso de las
garrapatas, ovoposicion (peso de huevos/garragatsobrevivieron) y fertilidad de huevos (peso
de larvas/ peso de huevos) empleando la formulerigés previamente por Canales et al. (2009).

La eficacia de vacunacion fue calculada como 100x (CRTxCROxCRF)], donde CRT,
CRO y CRF respectivamente representan el nimegawlapatas teleégenas adultas, ovoposicion y

fertilidad de huevos comparando con el grupo cantro

4.8. Andlisis estadisticos:

Test estadistico ANOVA seguido por Tukey (p<0.01rbn realizados para los analisis de
gPCR y gPCR de las muestras de RNAI. Para el andkslos parametros biologicos de RNAIi y
alimentacion artificial fue realizado ANOVA seguide Dunnett’s (p<0.05). Para todos los analisis
se utiliza el programa Graph Pad Prism version &@fware (Graph Pad Software, Inc.). Para el
ensayo de vacunacion en boxes se utiliza el testdeStudant’s (P = 0.05), donde fue comparado
los resultados obtenidos del numero total de gataspadultas, peso de garrapatas, ovoposicion y

fertilidad de huevos entre los grupos vacunadonyrob
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5.  RESULTADOS:

5.1. Analisis de las secuencias de Bm05br, Bm0O5uy y R&§05

La secuencia nucleotidica de BmO5br presenta unavadierto de lectura (ORF) de 516 pb
y una secuencia aminoacidica de 171 aminoacidoermendo un péptido sefial con un sitio de
clivaje entre los residuos aminoacidicos 19 y 20p&so molecular predecible de la proteina
madura es de 19 kDa. La proteina presenta undstid-glicosilacién: Asn-Glu-Thr en la posicién
69-71.

El analisis comparativo de la secuencias de Bm@5BmO5uy (clonada de garrapat@s
micropluscepa Mozo) indica 100% de identidad en la secaematleotidica y aminoacidica.

La secuencia nucleotidica de RsO5brRlesanguineusensu latanuestra un ORF de 522
pb, codificante para un polipéptido de 173 amimb@sicon un peso molecular de 19,2 kDa. El
andlisis comparativo de BmO5br y Rs05br muestra96f0 de identidad en la secuencia
nucelotidica y 99% de similaridad en la secuenmiamaacidica.

La comparacion de las secuencias proteicaR.dmicroplusBm05br y BmO5uy con otras
secuencias homologas de garrapatas en GenBankrasuest100% de similaridad con la secuencia
de R. annulatusBa05, mientras que se observa 86%, 67% y 62%ntiégasdad con la secuencias

deH. longicornis |. scapularisy H. quighaiensisespectivamente (Fig. 9)
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Figura 9: Alineamiento mdltiple de las secuenciasnaacidicas deducibles de BmO5br y otras secugsaiailares de
garrapatas. Los numeros de acceso al GenBank dedaencias se encuentran en la seccion MateyidiEtodos Los
nameros a la derecha indican el nimero total da@duidos de cada secuencia de dicha linea,

5.2. Andlisis filogenético

Se realiz6 la construccion de un arbol filogenétion las secuencias de BmO05br, Bm05uy y
Rs05br junto a otras secuencias nucleotidicas XB)gEste andlisis indicé que las secuencias de
Rhipicephalusspp R. microplus R. annulatusy R. sanguineysse agrupan en un mismo grupo.
Mientras de las secuencias Haemaphysalisspp {. longicornisy H. ginghaiensis y Ixodes

scapularisforman un grupo distinto al d@hipicephalus.
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Figura 10: Arbol filogenético d&hipicephalus micropluBmO5br y otras secuencias seleccionadas, gengedel

programa MEGA. El arbol fue construido usando elauié neighbor-joining basado en el alineamientodgettidos

(10,000 repeticiones)os nimeros de acceso al GenBank de las secusecisuentran en la seccién Materiales y Métodos.

5.3. Perfil de expresion génica d®mO05br

Con la finalidad de evaluar la transcripcion edjxidel genBmO5bren los diferentes
tejidos y estadios de la garrapata, se extrajo RN&l de huevos, larvas y diferentes 6rganos
(glandula salival, ovarios, intestino y cuerpo grale garrapatas partendgenas y teledgenas); los
cuales fueron analizados por gPCR. La transcripg@rgen deBmO05brfue detectada en todos los
tejidos y estadios evaluados, excepto en intedéngarrapatas teledégenas (Fig. 11A). El mRNA de
BmO5br estaba presente en glandula salival y ovanidependientemente del peso de la garrapata
(Fig 11B, C y D). El mayor nivel de expresién dehgleBmO5brfue observado en cuerpo graso y
glandulas salivales de garrapatas parten6genasiighso, la expresion génica d&mO5br fue
detectada en todos los estadios de desarrolloe®$ianalizados. Un analisis mas detallado de la
transcripcion del gen dmO0O5bren glandula salival permitid observar la presededranscriptos
en garrapatas partendégenas de pesos entre 10 ta@f@sng (Fig 11C).

Un perfil similar fue detectado en tejidos de owaride garrapatas partenégenas con el

mismo rango de peso (Fig 11D).
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Figura 11: Perfil de expresion génica BenO5br de Rhipicephalus microplugn diferentes tejidos y estadios de

garrapatas. (A) Expresion relativa referente axaresion de BmO05br en cuepo graso de garrapatedgmtas (1
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unidad). (B) Imagenes representativas de difergmésss de garrapatas partendégenas usados endmntéf grupos
del perfil de expresion. (C y D) Perfil de expresigénica en glandula salival (C) y ovarios (D) dergpatas de
diferentes pesos. La expresion relativa se refideeexpresion de BmO5br en glandula salival y iogade garrapatas
partendgenas (35 mg). INT, intestino; GS, glandadival; OV, ovario; CG, cuerpo graso; H, huevosjdrvas; (p)
partenégenas (t) teledgenas. Los nimeros indicadifs en que fueron colectados los huevos y lafstsriscos (*)
muestran diferencias significativas entre cadarpaté entre si determinadas por test de ANOVA skyde test de
Turkey (P< 0.05).

5.4. ldentificacién de BmO5br nativa con suero policlonh

La expresion de rBmO5br fue realizadaEencoli y su purificacion por cromatografia de
afinidad, mediante una elucién con un gradientienigazol (100 mM y 200 mM).

La proteina fue detectada en la fraccidon solubbndlisis de Western blot revelaron una
proteina de aproximadamente 19 kDa (Fig 12A). Essultado concuerda con los resultados
obtenidos mediante andlisia silico donde se estim6 un peso molecular de 19,19 kDa). L
recombinante BmO5br purificada fue utilizada paraunizacién de conejos y produccion de suero
policlonal.

El suero de conejo anti rBmO5br fue capaz de rememla proteina nativa y fue utilizado
para determinar la presencia de BmO05br en teji@oR.dmicroplus BmO5br nativa (con un peso
molecular de 19 kDa) fue reconocida en ovariosandjilas salivales de garrapatas de diferentes
pesos (Fig. 12B). Asimismo, dicha proteina est&emte en todos los tejidos identificados a
excepcion de intestino de garrapatas partendgemaledgenas (12C). BmO5br fue reconocida en
glandulas salivales de garrapatas partendgenassds porrespondientes entre 21 a 70 mg asi como
en garrapatas teledgenas. De manera semejante,bBifu@sidentificada en saliva de garrapatas
partenégenas y teledgenas y en machoR.dwicroplus(Fig. 12C). El suero pre inmune utilizado

como control negativo no reconocié a Bm05br natiwdos diferentes tejidos (Fig. S1)
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Figura 12: Presencia de BmO5br nativa en tejidoRhdpicephalus microplugA) BmO5br recombinante analizada por
SDS-PAGE al 12% tefiidos con Coomassie blue G-2p6ryWestern blot usando anti Histidina. (B) Glardsélival
(GS) y ovarios (OV) de garrapatas teleégeRasnicroplus(T) o garrapatas partenégenas (tres grupos: 7g4Lmr0
mg; 4, 21mg a 40 mg y 2, 20 mg o menos) fueronizadds por Western blot. (C) Tejidos de garrap&iason
analizados por Western blot usando suero anti- BmG0GS, glandula salival; OV, ovarios; CG, cuegraso; INT,

intestino; S, saliva; H, hemolinfa; C, cemento;rivhcho.
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5.5. Inmunolocalizacion de Bm05br por Inmunohistoquimica
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Figural3; Representacion esquematica de los estaldida ovogenesis en una garrag&tanicroplus I: ovocito |I; II:

ovaocito II; IlI: ovocito III; IV: ovocito IV; V: ovocito V; ec: epitelio del ovario lu: lumen; ovd:iducto; gv: vesicula germinal. (Saito et al. 2005)

La morfologia caracteristica de los ovocitos (Eig):

» Ovocitos |: Redondeado con citoplasma homogénesinygranulos de vitelina, la vesicula

germinal tiene nucléolo prominente. En esta etipagsicula germinal ocupa una gran area del

citoplasma,;

 Ovaocitos Il: Mayor volumen celular en comparac@mom el oocito I. En esta etapa, el ovocito no

tiene granulos evidentes en el citoplasma y lacuésigerminal y nucléolo siguen siendo

prominentes.

» Ovocitos lll: El citoplasma es rico en granulatigruesa y uniformemente distribuida y la

vesicula germinal se ha desplazado a la periférnieesta etapa, es posible identificar el corion que

rodea al ovocito.
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Ovocitos IV: Citoplasma con grandes y pequefiosujodnde vitelina. En esta fase, la vesicula
germinal y el nucléolo son periféricos y el corgmevidente;

» Oocyte V: El citoplasma estd completamente lldaagyranulos de vitelina grande y el corion es
MAs grueso;

El andlisis inmunoldgico del antigeno BmO5br e tigjidos de garrapatas partendgenas y
teledgenas se utilizé para identificar componeatggyénicos relevantes. Dado que el anticuerpo
anti BmO5br afectd el rendimiento reproductivo de barrapatas, el mismo fue utilizado para
localizar la proteina diana en secciones de tej@ovario de garrapatas teledégenas y partendgenas
(Figl4), asi como en garrapatas partenogenas eleliés pesos (Fig 15).

Por medio de estos ensayos, se logré identificarpuateina en los ovocitos con diferente
grado de desarrollo. Asimismo, la marcacién pareée intensa en las células mas desarrolladas o
estadios méas maduros, lo cual indiciaria que laesipn es mayor en estadios mas desarrollados
(Fig 14 A, Dy 12 A, D, G, J, M, P). Al compararsidejidos de garrapatas partendgenas de
diferentes pesos, no se observaron diferencia deagian entre las misma (15 A, D, G, J, M, P),
como lo observado para estadios de garrapatasipgeteas y tele6genas. Los controles utilizados,
tanto el control negativo (PBS) como el control sorero no relacionado no permitieron observar
marcacion, lo cual corrobora que la marcacion ofasker con el suero anti BmO5br es especifica del

mismo.
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Figura 14: Inmunohistoquimica de garrapatas teleégey partenégenas d& microplus Cortes transversales de
ovarios A a C: garrapatas tele6genas, D a F: gaaapartendgenas, A, D: Secciones de tejidos daepgéas con
anticuerpos anti-rBmO05br. B, E: Secciones de tegjidi® garrapatas con suero control preinmune (acioglado). C, F:
Secciones de tejidos de garrapatas con PBS. Pieefiedl: ovocito |, Oll: ovocito I, Olll: ovoci Ill, OIV: Ovocito
IV (Amplificacion X20). Escala 5 pm.
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Figura 15: Inmunohistoquimica de garrapatas telegdge partendgenas de diferentes pesoR.dmicroplus Cortes
transversales de A a C: garrapatas teledgenas;: @arapatas partendgenas pesos aproximados32rerd0 mg., G a

I: garrapatas partendgenas pesos aproximados BOveg5 J a L: garrapatas partendgenas pesos apegv4 a 96
mg., M a O: garrapatas partenégenas pesos aproagna@4 a 207 mg, P a R: garrapatas partendégenas pes
aproximados 245 a 291 mg. A, D, G, J, M, P: Se@asate tejidos de garrapatas con anticuerpos andsBB) E, H, K,

N, Q: Secciones de tejidos de garrapatas con sweitool preinmune (no relacionado). C, F, I, L,RD,Secciones de

tejidos de garrapatas con PBS. (Amplificacion XE6¢ala 5 pm.

5.6. Silenciamiento génico de BmO05br por RNAI

Con el fin de determinar el grado de transcripc&mnrealizaron ensayos de qPCR a cuatro
ovarios de garrapatas partendgenas (hembras cordpezs a 40 mg) de cada grupo silenciado. El
ensayo de gPCR mostré un nivel menor de mRNA de3®dmén el grupo tratado con BmO5br-
dsRNA comparado con los grupos controles inyectadosPBS y MSP1-dsRNA. Dicha diferencia
entre los grupos fue observada en la mayoria deovasios evaluados 48 horas luego de la
inyeccion con dsRNA (Fig 16A). Asimismo, la expdsiproteica también se vio reducida en el
grupo inyectado con dsRNA-BmO5br comparado conglopos controles inyectados con PBS y
MSP1-dsRNA (Fig 16B). De igual manera los ovari@s ghrrapatas inyectadas con BmO5br-
dsRNA presentaron significativo atraso en el dedlar(Fig. 16C). De acuerdo con el sistema de
ovarian growth phas€OGP) propuesto por Seixas, Friesen, et al. (2008)ovarios inyectados
con BmO5br-dsRNA mostraron un desarrollo escala QG 2, mientras que los controles
exhibieron un grado de desarrollo de los ovariaslasOGP 3 y 4 (Fig. 16C). La proporcion de
ovocitos maduros decrecié de un 60% en el gruptr@loRBS a un 10% en el grupo tratado con
BmO5br-dsRNA (Fig. 16C). El indice de nutricién lypeso de huevos no se vio afectado por el
silenciamiento génico de BmO5br (Fig 17A y B). Mias que el tratamiento de RNAIi con
BmO5br-dsRNA afectd significativamente parametresc&ados con la reproduccion, como ser
indice de eclosion (Fig 17C y E) y peso de lar#ag {7D y E). El andlisis del nivel de trascripcidon
en glandula salival fue realizado también pero dizkal pequefio tamafio de los 6rganos, los
ensayos de gPCR no fueron factibles (debido a gueseensayos de qPCR del silenciamiento se

evaluaron cada tejido por separado y no todo%jmos juntos como en los demas ensayos).
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Figura 16: Silenciamiento de BmO5br mediante RNAi@varios de garrapatéRhipicephalus microplus(A) La
expresion relativa de BmO5br fue determinada pdERjRuisando RNA extraido de cuatro ovarios de gaiaiafa
micropluscolectadas 48 horas luego de la inyeccion con Bm@SRNA (BmO05) y los controles (MSP1 o PBS). Los
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puntos representan los resultados de cada garrapatalualmente y la media de cada grupo. (B) Efete BmO05br-

dsRNA sobre el nivel de proteinas en ovario. Pnatédtal fue extraida de ovarios de garrapatastagias con dsRNA
y controles. Fue realizado inmunoblot usando aatjos contra BmO5br. Suero contra actina y preimswero fueron
usados como control de carga y control negativpees/amente. (C) Ovarios de garrapatas inyectadasBmO5br-

dsRNA(a), control MSP1-dsRNA (b) y PBS (c) fuerasedados a 0 hs, 24 hs y 48 hs luego de la inyeocn dsRNA

para realizar una evaluacion éptica del desarrdléo.proporcion de ovocitos maduros e inmaduros dnalizada

mediante la medida del &rea de cada segmento segigscriben en materiales y métodos. Ovocito disalos estan
indicados en negro. Barra de escala: 5 mm. Leeastdn diferencias significativas determinadastest de ANOVA

seguida por Dunnett’s (a, b) (P<0.05) (a, c) (PR0.0
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Figura 17: Efecto del silenciamiento de BmO5br RbIAI en pardmetros asociados con la alimentaciomoposicion
en garrapatas partendgenasRiepicephalus microplud.as garrapatas fueron alimentadas artificialmenteeés de
capilares y mantenidas a 27 °C con 80% de humedativa. Los parametros analizados fueron: (A)dedie eficacia
nutricional (%); (B) peso de huevos (mg/garrapatés) tasa de eclosion (%); (D) peso de larvas gargapata); (E)
Porcentaje de reduccion de peso de huevos y lavad grupo tratado en relacién con los contrddeseriscos (*)

denotan diferencias significativas determinadasgmirde ANOVA seguido por Dunnett’s<®.05).

5.7. Alimentacion artificial con capilares

Experimentos de alimentacion artificial fueron izadlos con el fin de evaluar los efectos de
los anticuerpos contra BmO5br en los parAmetresimiados con la nutricion y ovoposicion de las
garrapatas. Fueron utilizadas diferentes conceatr@s del anticuerpo, siendo las que se presentan
en resultados, la concentracion donde se obseffededcias significativas. Dichos ensayos de
alimentacion fueron realizados en dos oportunidades corroborar los resultados obtenidos. En la
Fig. 18 se detallan los principales parametrosci@teados con la nutricion y ovoposicion de las
garrapatas. No se encontraron diferencias sigtifasen el indice de eficacia nutricional entre lo
grupos evaluados, mientras que si se encontraferedcias significativas en el pardmetro asociado
con la eclosion de los huevos entre los gruposealiados con anticuerpos anti BmO5br y los

grupos controles.
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Figura 18: Pardmetros asociados con el procesa dedposicion de garrapatRhipicephalus (Boophilus) microplus
parcialmente alimentadas por alimentacion artifigitravés de capilares, mantenidos a 27 °C coretathrelativa de
80%. Garrapatas alimentadas con anticuerpos noioekdos (NR), solo sangre (Control) y con antiposranti-
BmO5br (Bm05 Los parametros analizados fueron: {#dice de eficacia nutricional (%); (B) peso de Vage
(mg/garrapatas); (C) tasa de eclosion (%); (D) pdsolarvas (mg/garrapata). Letras (a,b) denotaeretfitias
significativas determinadas por test de ANOVA sdguior Dunnett’s (R 0.05).

5.8. Desarrollo de la respuesta humoral en bovinos

La cinética de la respuesta inmune humoral antiQ®m inducida por la inmunizacién de
bovinos con rBmO5br conjuntamente con rBm86uy yteraw al desafio con garrapatés
microplusfue monitoreada por ELISA (Fig. 19).

Fue observado un incremento en los niveles de ummpos en los bovinos vacunados
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durante todo el periodo de inmunizacién y postexita infestacion con garrapatas. Los niveles de
anticuerpos permanecieron constantes hasta ed@haixperimento (dia 150).

Ensayos de Western blot con sueros de los bovimaisat e inmunizados mostro respuesta
de anticuerpos positivos en bovinos inmunizadogsant después el desafio con larvasRle
microplus.En los sueros controles negativos no se obsespesta a los anticuerpos anti-Bm05br
antes y luego del desafio (Figura 20). Los resaftaabtenidos en el estudio de la respuesta inmune
humoral nos sugiere que ésta proteina es inmurcaygnjue es capaz de desarrollar muy buenos
niveles de anticuerpos sanguineos

—e— |Inmunizado con rBm05

-=- No inmunizado

2.01 *
1.51
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o "
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Figura 19: Niveles de anticuerpos anti-BmO5brRdemicroplusen los sueros de bovinos con antigeno, medidos por
ELISA (media £ DS). Sangre fue colectada de losrms/por venopuncion en el dia de la primera inacion (dia 0,

y dias 30, 60, 75, 130 y 150, luego de la primenaunizacion). Infestacion con garrapatas (flecliiy de
inmunizacion (marcas). DO: densidad 6ptica. (*yastes denotan diferencias significativas detert@sapor el test de

t de Studant’s (P = 0.05),
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Figura 20: Western blot con rBmO05br, usando unacihh de suero de 1/500. Pool de suero del gruptradGC) y

del grupo vacunado (GV). Linea 1, suero pre-inm(dia 0); linea 2, suero pre infestacion (dia 30ad@rimera
inmunizacion), linea 3, suero post infestacion @llade la primera inmunizacidn); linea 4, suerotfale la primera

inmunizacion.

5.9. Efectos de la vacunacion sobre la infestacion commapatas

Para determinar si la respuesta inmune inducida l@oinmunizacién de rBmO5br
conjuntamente con Bm86uy en los animales vacun&wmgprotectiva se infestdé el ganado con
larvas deR. microplus La dinAmica de la caida de garrapatas en loogrugcunados y control se
muestra en la Fig. 21. El nimero y peso total de darrapatas teledégenas obtenidas fue
significativamente menor en el grupo vacunado oespecto al grupo control, viéndose una
reduccion de 76,29 y 78,83% respectivamente. Tanfbi observada una reduccion del 51,23% de

la fertilidad de los huevos obtenidos entre amisopas.
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Figura 21: Dinamica del numero de garrapatas temaien ingurgitadas d&hipicephalus (Boophilus) microplus
recuperadas en bovinos del grupo inmunizado conOBbdmy Bm86uy y el grupo control. (*)Asteriscos d&am
diferencias significativas determinadas por el dest de Studant’s (P = 0.05),
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6. DISCUSION

El control de los parasitos se torn6 un gran problen la Ultimas décadas, sobre todo por la
aparicion de poblaciones resistentes luego delindiscriminado de antiparasitarios (FAO 2004).
La situacion es similar pam. microplus donde la resistencia a acaricidas fue identificad
practicamente todos los paises productores de gaitatkrrero et al. 201@lafke et al. 2006)
Luego de no observarse la aparicién de nuevoscidasi el control depende de nuevas drogas o un
manejo adecuado de las ya existentes para reti@ardgraricion de resistencia (FAO 2004). Una
alternativa al tema de la resistencia, podria $etoatrol inmunoldgico a través de vacunas
(Willadsen 2006). El éxito de una vacuna contrarggatas radica en la identificacion y
caracterizacion de moléculas inmunoprotectorasieReamente, un analisis protedmico de la saliva
de R. micropluspermitié identificar una proteina denominada Bnf{OBloni et al. 2014). Esta
proteina fue clasificada en el grupo de “proteBegetadas conservadas”, las cuales son proteinas
muy abundantes en la saliva 8 microplusy con un posible rol en la alimentacion de las
garrapatas. En este trabajo, nosotros analizamseclzgencia, realizamos una localizacion tisular y
estudiamos el efecto biolégico del silenciamientdoBin0O5br por RNAI, con el fin de aportar al
conocimiento del posible rol de BmO5br en la figglh de la garrapata. Asimismo, fueron
realizados ensayos de evaluacién de la capaciddadctiva de BmO5br a través de alimentacion
artificial por medio de capilares asi como ensagesinmunizacién de bovinos en boxes, para

evaluar el grado de proteccion inmunoldgica queapaz de desarrollar rBmO5br.

La secuencia de BmO5br es conservada y presentalbgos en las otras especies de
garrapatas. La comparacién de la secuencia dedudibl aminoacidos de BmO5br con otras
especies de garrapatas mostré que esta proteisendgr a las proteinas d&. annulatus H.

longicornis I. scapularisy H. ginghaiensis

Asimismo, BmO5br y RsO5br (dR. sanguineusensu lato) son muy similares, difiriendo

solamente en dos aminoacidos en la secuencia metzina madura. En consecuencia, el analisis
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de la secuencia de nucledtidos y la secuencia d#@dude aminoacidos mostré que las secuencias
de R. microplusBmO5br (cepa Porto Alegre) y Bm0O5uy (cepa Moza) gmales. Los homdélogos

de BmO5br tienen un peso molecular de 26 kDa (Sh&t¥8), sin embargo, dd. quinghaiensis
dos isoformas de HqO5 fueron identificadas, corogesoleculares de 23 kDa y 20 kDa. En este
trabajo, nosotros identificamos solo una isoforraalé kDa, tanto pam. micropluscomo pareR
sanguineusensu lato. Un sitio de N- glicosilacion fue pobdi en las secuencias aminoacidicas de
BmO5br y de Rs05br (identificada por analisissilico), dicho sitio también fue encontrado en
Hq05 y Ba05, lo cual puede contribuir a la variacide peso molecular. Asimismo, el arbol
filogenético de BmO5br realizado con secuenciasenticlicas y otras secuencias de garrapatas de
especie ixodidae, mostrado en la Fig 10 indicanegte gen es conservado a lo largo de todas las
especies de garrapatas testadas. El hallazgo de.quieroplusy R. annulatugiene una secuencia

idéntica no es inesperado, ya que estas espedgeréticamente relacionadas.

HQqO05, el homdlogo de BmO5br ¢h ginghaiensisindujo importantes niveles de proteccion
inmune en ovejas, al ser usado en una vacuna cbintginghaiensis Dicha vacuna causo la
reduccion de un 40% en la caida de huevos y unev&t indice de eclosion, sugiriendo que Hq05
es importante para la reproduccion de las garrag&ao et al. 2009). Esto es interesante ya que
una vacuna basada en BmO5br puede también comfesteccion contra otras especies de
garrapatas, particularmente consideraatigrado de conservacion de la secuencia encongrada
los homdlogos mas cercanos. Asimismo, el gen deSBmésta también expresado en machdR.de
microplusy a pesar que la funcién bioldgica exacta en matdmmpoco se conoce aun, esto también

puede servir como posible blanco u objetivo paradpuesta inmune del huésped.

BmO5br y Ba05 dék. annulatugShahein 2008) presentan un perfil de expresidnilasi
siendo detectados en huevos y larvas. En cambi@b Hqg fue encontrada ni en huevos ni en larvas
de H. ginghaiensigGao et al. 2009). Nuestros experimentos muesfoanla expresion génica de
BmO5br es mas alta en glandulas salivales de gaaggartendgenas que de garrapatas teledgenas,

sugiriendo que BmO5br puede tener un rol en laaaliacion de la garrapata. La proteina BmO5br
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fue detectada en glandula salival, ovario, cuerpsa saliva y hemolinfa, pero no en intestino, de
garrapatas partendgenas y teledgenas. La preseleci88mO5br en ovarios de garrapatas
partenégenas y teledgenas puede sugerir un rolnd@5Br en la reproduccion de las mismas

garrapatas.

La presencia de Bm05br en glandula salival y sadistd de acuerdo con los analisis de
protedmica previamente realizados donde fue erexdatBmO05 en saliva d&. microplugTirloni et
al. 2014) sugiriendo su participacion en la caprade sangre. Como fue demostrado para alguno
de sus homadlogos, rBm05br mostrd ser inmunogémicaeejos. La proteina nativa fue reconocida
por suero producido contra la proteina recombinaBte este estudio, BmO5br fue también
reconocida por anticuerpos especificos contraligasde garrapatas partenégemagnicroplus Sin
embargo, rHgO05 no fue reconocida por suero antissdle garrapata, sugiriendo que HgO5 nativa
no esta presente en saliva (Gao et al. 2009), esnmmunogénica para el huésped durante la
infestacion natural debido a su baja concentra@dnsaliva, como fue observada para otras
proteinas (Chmetaet al. 2016). La calreticulina es otro ejemplopdeteina de saliva de garrapata
gue mostré una baja inmunogenicidad cuando fuaalatante inoculada en el huésped a través de
la alimentacion de la garrapata (Sanchez Ferreigh 2002). Sin embargo, proteinas salivales no
inmunogénicas pueden ser inmunogénicas cuandonsmuladas conjuntamente con adyuvante
(Szaho et al. 1995, Sanchez Ferreira et al. 20G#.garrapatas segregan un cono de cemento
compuesto por muchas proteinas salivales, sin gmlin05br no fue identificada por anticuerpos

especificos en el cemento Bemicroplus

La técnica de RNA de interferencia fue usada phestadio de la funcién de BmO5br en
garrapatas. Para evaluar el rol biologico de Bm@siorRNAI, fueron realizados ensayos de qPCR
y Western blot usando ovario y glandulas salivdissecados de garrapata de los grupos tratados y
control. ComoR. micropluses una garrapata de un solo huésped, no volvianfiarse en el
huésped una vez removida, empleamos la técnicdirdengacion artificial usando sangre bovina

citratada, establecida desde hace tiempo en aldtmvim (Pohl et al. 2011, Gonsioroski et al. 2012)
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con el fin de analizar los efectos del silenciantiegénico de BmO0O5br en la reproduccién. Para este
experimento, fueron empleadas garrapatas parteasgamn peso entre 25 a 45 mg, siendo las
mismas de peso adecuado para una correcta alintentatficial a través de capilares (Pohl et al.
2011, Gonsioroski et al. 2012). Asimismo, ya hadifm determinado por Gonsioroski et al. (2012)
que las hembras de 25 a 60 mg de peso tenian yoapagormance en el proceso de alimentacion
artificial. Las hembras con un peso superior a &) m aceptan faciimente el capilar para la
alimentacion, probablemente debido a que con dibkso, la degeneracion de las glandulas
salivales ocurre mas rapido después de la separdeibhospedero, lo que hace mas dificil otra
alimentacion con sangre. De manera similar, lasbn@snmenores de 25 mg no tomar una gran
cantidad de sangre. Las hembras de la familia theadisolo inician el periodo de alimentacién
luego del apareamiento (Sonenshine 1993), siermlmapte que hembras con un peso promedio de
25 mg aun no estén en apareamiento, lo que lasihegpaces de ingerir grandes cantidades de
sangre. En nuestros ensayos las garrapatas paters®y microplusalimentadas con capilares de

microhematocrito tuvieron un significativo increniede peso.

Varios experimentos de RNAI previamente realizadas mostrado la efectividad de la
técnica para ser usada y provocar el silenciamidet@enes en garrapata (Nijhof et al. 2007)
(Kocan et al. 2007) (Fabres et al. 2010) (Pohl.e2@il1) (Lara et al. 2015) (Hajdusek et al. 2016).
En este estudio, cuando las garrapatas fuerontages con Bm05br-dsRNA, los niveles de RNAy
proteinas en ovarios decrecieron y permanecierfws l@sta 48 hs post inoculacién, comparando
con los grupos controles. Los ovarios de hembrgectadas con BmO5br-dsRNA también
mostraron pequefo tamafio y retraso en el desadellos ovocitos. De acuerdo con el sistema de
"ovarian growth phase(OGP) propuesto por Seixas y col. (Seixas, Frigse al. 2008), el grupo
de hembras inyectadas con BmO5br-dsRNA poseianesarmbllo de ovarios OGP 1 (donde los
ovarios estan translucidos y finos, los ovocitas swoides y presentan un diametro menor a 150
pm de longitud) y OGP2 (donde algunos ovocitos ti@tido hasta 250 pm de longitud, son
opacos, pero no tiene la suficiente vitelina paravssible aun). Los controles, en cambio exhibian
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ovarios con desarrollo OGP3 (donde se ha dado ygesarrollo del ovario, debido principalmente
al desarrollo de los ovocitos, muchos ovocitos dentamafio de 400 um y de color marrén,
mostrando la presencia de granos de vitelina) y O@&Bnde se da un desarrollo total del ovario,
siendo el mismo el 6rgano mas grande del hemogetempletamente cubierto de ovocitos con
granos de vitelina desarrollados). Un retraso etesérrollo del ovario fue observado también para
garrapatasAmblyomma hebraeuntratadas con hormona 20-hydroxyecdysone, pero o c
“vitellogenin uptake factor” (Seixas, Friesen, e2808). Asimismo, se vio una reduccién de la tasa
de eclosion en un 73% y 79% y una reduccién deb pleslarvas en un 75% y 80%, cuando
comparamos los resultados de los parametros regieas del grupo tratado BmO05br-dsRNA con
el grupo controles PBS y MSP1, respectivamenteosEsfectos bioldgicos, asociados con la
reduccion de la expresion génica de las garrapedtedas, sugieren que BmO5br podria estar

involucrada en la reproduccién de las garrapatas.

La alimentacion artificial por capilares posibilia identificacion de antigenos protectivos
contra garrapatas, ya que permite una primera apaoiOon sobre el grado de proteccion
proporcionado por dichos anticuerpos. La técnicalteentacion artificial ha sido utilizada para
diferentes estudios, ya que es Util para, investighabilidad del huésped de transmitir patdgenos
para seguir el desarrollo de los parasitos dentolas garrapatagBaldridge et al. 2007)
(Bouwknegt et al. 2010). Asimismo, esta técnicabigém se utiliza con edbjetivo de observar los
efectos fisioldgicos causados por un microorganjspeo una droga (Pohl et al. 2011) o por un
anticuerpo, siendo la ingurgitacion total de gamtap de importancia como un aspecto del
experimento, dada la relacion entre el peso dedasbras ingurgitadas y su capacidad de postura
de huevos. Utilizando anticuerpos anti BmO5br (l§) en el proceso de alimentacion artificial, se
observé un incremento de peso en todos los gruedo(grupo en estudio, que recibieron
anticuerpos, anti BmO05br asi como grupos contr@eshorma similar, indicando que la ingestién
de esta concentracion de anticuerpos no intenfiegi@ativamente en el desarrollo de la garrapata.

Asimismo, con respecto a los parametros relativda avoposicion se encontraron diferencias

97



significativas en el indice de eclosion de los lmgeveflejando un resultado similar al observado
para los experimentos de silenciamiento por RNA.eSaluaron diferentes concentraciones de
anticuerpo siendo 150 pg, la concentracién necegaiia poder observar diferencias fenotipicas

entre los grupos en evaluacion.

Los estudios previos de Gao y col. (Gao et al. p0@@mprobaron el potencial de Hg05
como posible candidato vacunal, ya que los mismesnitieron observaruna significativa
reduccion de la cantidad de huevos puestos pgalaapatas (40%), y un descenso de la capacidad
de eclosion de huevos en un 37% comparado conupbgeontrol. Otro homologo a BmO5br
testado en un ensayo de vacunacion fue la recomtbirdl9 que junto con otras dos proteinas
recombinante (rP8 y rP23), permitié observar qebalinmunizacion, limita la alimentacion de las
ninfas de garrapatas en conejos, sugiriendo sblpasapacidad como candidatos para el control de
garrapatas (Schuijt et al. 2011). Luego de dicmssigos, no se han investigado otros homoélogos a
BmO5br como inmundgenos en un ensayo vacunal. BB bhaeso, se estudid el potencial de
rBmO5br en bovinos en un ensayo multiantigénicorabDie este experimento de vacunacion en
bovinos, las inoculaciones contenian el adyuvardatihide 888/Marcol 52, el cual mostré inducir
una produccién de anticuerpos adecuada. El andamsidVestern blot de sueros de bovinos
inmunizados con rBmO5br y bovinos controles (inadok con PBS) revelaron un reconocimiento
especifico de la proteina Bm05br no observado ersieros de los animales controles. No se
detect6 ninguna sefial anti rBmO0O5br en los suerdesdbovinos controles. Asimismo, la presencia
de anticuerpos anti BmO5br fue detectable hastmall de la fase de infestacion, lo que muestra
que la inmunizacion resulté en el desarrollo denespuesta inmune de memoria contra la proteina
recombinante, sugiriendo que la proteina BmO5brripodstar secretandose por la saliva y
activando el sistema inmune del huésped. Los beviexunados con rBmO5br y rBm86uy
mostraron una reduccion significativa tanto entegharo como el peso de teleégenas. También se
vio afectada la fertilidad de los huevos en el grupcunado. El uso de vacunas multi-antigénicas

se ha descripto como util para incrementar la efficde la vacunas, porque pueden optimizar la
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respuesta inmune del huésped. Usualmente los mofigeecretados, como BmO5br, tienen el
potencial de ser protectivos contra varias espgcestadios diferentes de garrapatas (Nuttall.et al
2006); asimismo, la presencia de diferentes antigyesn una vacuna puede proteger contra
diferentes estadios del desarrollo de garrapatdgeyentes especies (Parizi et al. 2012), (de la
Fuente 2012), (Willadsen 2008),(Nuttall et al. 20@h el mismo sentido una vacuna doble accién
con antigenos expuestos y ocultos, parece ser nomyepedora (Trimnell et al. 2002), como es el
caso de la presente formulacion, donde BmO5brgambi expuesto presente en la saliva de las
garrapatas) junto con otro antigeno testado Bm&6éluygual es un antigeno oculto), mostraron

buenos niveles de proteccion.
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo, hemos caracterizado, identifigadbicado filogenéticamente a BmO5br y

BmO5uy deR. microplusy a RsO5br d&®. sanguineusensu lato.

Se logré el silenciamiento de BmO5br, y se obsguwe una reduccién en la expresion de
BmO5br puede interferir en la fisiologia reproduatde las garrapatas. Los resultados sugieren que
BmO5br tiene un rol en la ovogenesis, en el delbarde los ovocitos y en la embriogénesis de las

garrapatas.

Con respecto a la evaluacion de la capacidad piadede BmO5br como antigeno candidato
para una vacuna, consideramos que los resultadestran el efecto del anticuerpo BmO5br a
través de alimentacion artificial, el cual reflegliferencias significativas en algunos de los

parametros relacionados con la ovoposicion.

En lo que tiene que ver con la inmunizacion de mawien boxes, consideramos que los
resultados obtenidos son prometedores, siendo argresnuevos ensayos para esclarecer el

presente escenario.

Finalmente, los datos presentados sugieren que BnpREde ser un antigeno candidato a

ser usado para el desarrollo de una vacuna mudtespontra garrapatas.
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8. ANEXOS

8.1. ANEXO 1: FIGURAS SUPLEMENTARIAS:

8.1.1. Figura suplementaria S1
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Figura suplementaria S1:(A) Expresion de BmO5br nativa en tejidos Riipicephalus microplusinalizado por
Western blot con suero pre inmune (1:1000). (B)s@meia de BmO05br en extractos de tejidosRdamicroplusde
gandula salival y ovarios de rangos de diferents®® analizados con suero pre inmune (1:1000)gl@Sdula salival;
OV, ovario; CG, cuerpo graso; INT, intestino; Slivea H, hemolinfa; C, cemento; M, macho; T: teleégs; 7:
partendégenas con peso entre 41 mg a 70 mg, 4npgereas con peso entre 21 mg a 40 mg; 2: parteasg@am peso
igual o menor a 20 mg

101



8.1.2. Figura suplementaria S2:

Cuadro

Disefio experimental y
recoleccién de nuestras

Descripcidn de muestra

2 MIQE Datos de experimentos de gRT-PCR

Todas las muestras fueron colectadas, colocadéRlkwol e
inmediatamente frisadas

S

Tejidos de garrapatas (ovarios, glandulas salivaresstino y
cuerpo graso): 6 -10 de cada tejido (juntos).

NUmero de muestras

Ovarios, glandulas salivares de diferentes pesdd @le cada
tejido y peso (juntos).

Numero de replicas de
muestras

Fue realizado en dos oportunidades

Condiciones de
conservacion de muestr

Procedimiento

Muestras fueron colocadas en -70 °C por aproximad&una

as semana.

Extraccion de acidos
nucléicos

El RNA total fue extraido usando el reactivo TRIzol{trogen)
siguiendo el protocolo del fabricante.

Cuatro ovarios para RNAI: cada tejido fue evalupdoseparado,

Las muestras fueron colocadas en tubos eppenduitizando
pistilos fueron disgregadas con 1 ml de reactivdR&zol por
cada 50 mg de tejido.

El RNA purificado fue disuelto en agua tratada B&PC y
guardado a -70 °C.

Nombre del kit y detalle
o modificaciones

Reactivo TRIzol (Invitrogen). Se si exactamente el protoco
del fabricante.

Reactivos adicionale
utilizados.

Cloroformo (Merck); -propanol (Merck); Etanol (Merck); ag
tratada con DEPC (Ambion)

de DNase o RNase

Detalles del tratamientd

1 ug de RNA fue tratado con 1 U de Dnase | (Ingém) en un

volumen final de 10 ul. La digestién de DNA se togrcubando

por 15 minutos a temperatura ambiente. La reado@nletenida

con 1 ul de solucion de EDTA 25 mM (Invitrogen)gsila por
una incubacién de 10 min a 65 °C para inactivar

Evaluacion de la
contaminacion (DNA o
RNA)

Fueron realizados ensayos de PCR usando muestRiSAlg
primers de actina: (forward: 5 TGTGACGACGAGCTTGCGG
reverse: 5" GAAGCACTTGCGGTGGACAATG 3). No se
observaron bandas de amplificacién en ninguna mauest

Cuantificacion

Espectrofotometro (Amersm Biosciences, Pharmacia Biote
ultraspec 1000).

Pureza

Determinacioén realizada a 260/280 (valdi-1120)

de Dnase

Detalles del tratamientd

La resuspencion del RNA fue realizada en aguadaatan DEP(
y las reacciones de transcripcion reversa fueralizeglas con
muestras tratadas con DNAse (Invitrogen).
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Transcripcion reversa

Procedimiento/ kit Life Technologies Super_Scrlpt 1] F!rst-Strand 881t System co
Oligo-dTyg primer

=]

Cantidad de RNA 3.0 - 5,y de RNA total
Volumen de reaccion 20
Temperatura y tiempo 65 °C por 5min; 50 °C por 69D °C por 15min

Informacién secuencias

RT-gPCR
Numero de acceso a 40S ribosomal: EW679928
secuencias
RT-gPCR
oligonucleotidos

40S ribosomal: forward:
secuencias de primers 5" ACGACCGATGGCTACCTCCTCCGC 3; reverse:
7 5 TGAGGCGAACCTGGTTGTGCTGAGCG'3
BmO5br: forward: 5" TTCGACCGTGCCAGGACTGAG 3;
reverse: 5 TGCACTTGAGCCACGAACTGGT 3

Protocolo de RT-gPCR
Volumen de reaccion: 21

Condiciones de reaccion Primer: 1.0uM
cDNA: 100 ng
gPCR kits Rotor-Gene SYBR® Green PCR Kit
Parametros de 95 °C por 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacio® 8® por 30 s,
termociclador anilamiento a 60 °C por 30 s y extension a 72 °C30cs.
RT-gPCR instrumento Rotor Gene® Q (Qiagen)

Optimizacién/validacion

Detalles de amplicén tamafio de amplicon: 40S rimas@106 pb), BmO5br (133bp)

Eficacia de PCR ovarios: 40s ribosomal: 91% BmO5br: 93%
calculada desde la , ) -
pendiente glandulas salivares: 40s ribosomal: 102% BmO5k#b 97
r2 de la cuerva de ovarios: 40s ribosomal: 0,97 BmO5br: 0,99
calibracion glandulas salivares: 40s ribosomal: 0,99 BmO05i98 0,
Ranao lineal Se considero el rango lineal teniendo en cuerliadalidad de las
9 curvas estandar; de 10, 50, 100, 200 y 500 ng 8&cD

Andlisis de datos
o Relative Expression Software Tool (REST -MC8ersion 2)
Software estadistico (Pfaffl et al. 2002)

El gen constitutivo 40s ribosomal (GenBank: EW6/)98irvio
n como gen referencia para la normalizacion
"' Los valores de Ct normalizados frente a los valestandar de

40s ribosomal valores se obtuvieron para calcalaatiacion
cuantitativa de los genes diana

Método de determinacid
de Ct
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La sefal de la grafica de amplificacion fue mugia(Ct> 34) y
Resultados de NTCs | por lo tanto hubo una diferencia de Cq entre elrnvé¢l control
negativo y todos los cDNA de las muestras.

Numero y etapa (RT o

gPCR) de replicas Las reacciones de gPCR fueron realizadas en ddplica
técnicas
Justificaciéon estadistica Replicas bioldgicas
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8.2. ANEXO 2: PRESENTACION DE DATOS EN ARTICULO:

Datos de caracterizacion molecular y funcional d&Bbr presentados en esta tesis, se encuentran

en:
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Rhipicephalus microplus is a cattle-specific tick, causing considerable losses in the livestock industry. The
identification of molecules responsible for modulation of host defenses during different parasite stages
can help in the development of alternative methods, such asvaccination, to control tick infestations. Hg05,
a protein of unknown function identified in the tick Haemaphysalis ginghaiensis, induced a significant pro-
tective immune response when used as avaccine in sheep. In the present study, we investigated Bm0O5br,
the Hg5 homologous gene from R. microplus. Besides H. ginghaiensis, Bm05br homologous found in other
tick species such as Rhipicephalus annulatus, Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Haemaphysalis longicor-
nis and Ixodes scapularis were comparatively analyzed. Bm05br expression profile in different R. microplus
tissues and life-stages was determined by qRT-PCR and Western blot. BmO5br was detected in ovaries,
salivary glands and the fat body of both partially and fully engorged females. The highest transcription
levels were observed in partially engorged females fat body and salivary glands. Gene knockdown by RNAi
reduced egg hatching rate and the weight of tick larvae obtained from treated group, when compared to
controls. These results indicate that Bm05br may be involved in R. microplus reproduction. Together with
its distribution and high sequence conservation across different tick species, our data suggest Bm05br as

a potential antigen for development of a multispecies anti-tick vaccine.

© 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

1. Introduction

Ticks are ectoparasites and important vectors of pathogens to
both humans and animals (Bowman et al., 1996). Specifically, Rhipi-
cephalus microplus causes major losses in the livestock industry due
to a reduction in productivity and to the damage caused to host
skin via scare tissue formation (de la Fuente et al., 2007 ). Chemical
acaricides are the most common method for tick control, although

* Corresponding author at: Centro de Biotecnologia, Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500, Prédio 43421, Campus do Vale,
Caixa Postal 15005, Porto Alegre, RS 91501-970, Brazil. Tel.:+ +55 51 3308 6078;
fax: +5551 3308 7309

E-mail addresses: mafealga@gmail.com (M.F. Alzugaray),
luisfparizi@cbiot.ufrgs.br (LF. Parizi), adriseixas@gmail.com (A. Seixas),
ubenavides@gmail.com (U. Benavides), itabajara.vaz@ufrgs.br (1. da Silva Vaz Jr.).

http://dx.doi.org/ 10.1016/j.ttbdis.2016.12.008
1877-959X/@ 2016 Elsevier GmbH. All rights reserved.

alternative methods in the form of vaccines are under development
(dela Fuente and Contreras, 2015). The increasing knowledge about
novel molecules involved in essential tick physiological processes,
such as feeding and reproduction, is important for the identification
of antigens for tick vaccines.

The immunogenic protein Ba05 was first identified in salivary
glands and in 3-days-old eggs from the tick Rhipicephalus annulatus
(Shahein, 2008). Subsequently, in Ixodes scapularis salivary glands.
Schuijt et al. (2011) detected protein P19, a homolog of Ba05 with
93% identity in amino acid sequence, expressed in larval, nymphal
and adult tick stages, as well as in female salivary glands. However,
the function of P19 remains unknown. The protein did not show
any activity typically found in tick saliva, such as anti-complement
or anticoagulant (Schuijt et al., 2011). A vaccine trial using recom-
binant P19, in combination with two other recombinant proteins
(rP8 and rP23), impaired nymph tick feeding on rabbits, suggest-
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ing that the combination could be a target for tick control (Schuijt
et al., 2011). In 2009, Gao et al. identified another BaO5 homo-
logue protein, named Hq05, in the tick Haemaphysalis ginghaiensis
(Gao et al., 2009). Hg05 was recognized by anti-tick salivary glands
serum, but not by anti-tick saliva serum, suggesting that Hg05 is
not secreted during tick feeding. Sequence and phylogenetic analy-
ses showed that HqO05 presented 78% similarity with Ba05 in amino
acid sequence. Assessment by RT-PCR indicated that the Hq05 gene
is expressed in nymphs and in adult salivary glands. In vaccina-
tion trial against H. ginghaiensis, recombinant Hq05 was shown to
reduce egg laying by 40% and egg hatching by 37% (Gao et al., 2009).

Recently, a proteome analysis identified the presence an Hq05-
homologue, called BmO5, in R. microplus saliva (Tirloni et al., 2014).
In the present work, we contribute to the current knowledge of
this antigen by describing it from two different populations of
R. microplus ticks, from Brazil (Bm05br) and Uruguay (BmO5uy),
and one Brazilian R. sanguineus sensu lato population (RsO5br).
We compared the coding sequences and investigated the biolog-
ical role of BmO5br by means of gene silencing (RNAi), to gain
insight into the role of BmO5br protein in tick fitness and fecun-
dity. This technique was first used in ticks by Aljamali et al. (2003)
to describe the effects of silencing of a salivary gland-specific
histamine binding protein on the feeding pattern of Amblyomma
americanum females. After that, this technique rapidly became
widely adopted, and different strategies have been used to conduct
tick gene silencing by RNAi (Miyoshi et al., 2004; Narasimhan et al.,
2004; Galay et al., 2016). RNAi experiments presented here were
based on BmO5br-dsRNA inoculation into the tick hemocele, fol-
lowed by artificial feeding using the capillary method described by
(Gonsioroski et al., 2012). The reproduction parameters of females
treated with BmO5br-dsRNA were affected (egg hatching rate and
the weight of tick larvae), suggesting that BmO5br has a role in tick
reproduction. This approach aims to explore the physiological role
ofthe antigen BmO5br in order to provide a better understanding of
tick physiology, as well as to characterize a potential novel vaccine
target.

2. Material and methods
2.1. Animal hosts and ticks

New Zealand White rabbits were used for R. sanguineus sensu
lato tick infestation (ticks originated from a colony of R. sanguineus
sensu lato ‘tropical species’ established at the Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Brazil) (Cunha et al., 2009), and Hereford
cattle were used for infestation with R. microplus (Porto Alegre
strain, Brazil). Animals were housed at the Faculdade de Veterindria
of the Universidade Federal do Rio Grande do Sul (UFRGS), Brazil.
The R. microplus Mozo strain (Uruguay) was reared in Hereford
cattle at a tick-free area at the Division Laboratorios Veterinarios
(DILAVE), Montevideo, Uruguay. The experiments were approved
and conducted following the guidelines of the Ethics Committee
on Animal Experimentation of UFRGS and DILAVE. Rhipicephalus
microplus of Porto Alegre (Brazil) and Mozo (Uruguay) strains were
reared on Hereford calves (Bos taurus taurus), which were brought
from a naturally tick-free area and maintained in insulated pens.
Calves were infested with 15-day-old tick larvae. After 22 days, par-
tially and fully engorged adult female ticks were collected for tissue
dissection. R. sanguineus sensu lato were maintained by experi-
mental infestation on rabbits. Partially engorged females (5 days
post-infestation) were collected directly from rabbits, while fully
engorged females were collected after spontaneous detachment.
For all species, femaleswere keptat 27 "Cand 85% relative humidity
for egg laying. Larvae were collected 5 days after hatching.Partially
engorged ticks were grouped according to their weight (10 ticks

in each group) for gene expression analyses in salivary gland and
ovary, as described below. For transcription analysis, 8 groups of
partially engorged ticks ranging from 10mg to 270 mg (10 ticks
in each group) were separately evaluated. For protein expression
analysis, 3 groups of partially engorged ticks (10 ticks in each group)
were assessed: ticks weighting less than 20 mg, between 21 mg
and 40 mg and between 41 mg and 70 mg. The grouping of partially
engorged tick by weight was used to represent different stages of
development, since R. microplus is a one-host tick and it is hard
to separate or distinguish stages beyond the binary classification
in partially or fully engorged. For RNAi experiment ticks weight-
ing between 25 mg and 45 mg were selected, because this range
showed the best performance for artificial capillary feeding.

2.2. RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was extracted using TRIzol” reagent (Invitrogen) fol-
lowing the manufacturer's recommendations. The concentration
and quality of the RNA were determined by spectrophotome-
try (Ultrospec 1000, Amersham Biosciences, Pharmacia Biotech).
Total RNA was resuspended in diethylpyrocarbonate (DEPC)-
treated water and treated with DNase 1 (Invitrogen). The total
RNA was reverse- transcribed using oligo (dT) p12-18 primer and
Superscri pt'E]II (Invitrogen), following the manufacturer’s protocol.
The resulting cDNA was stored at —707C until use.

2.3. Cloning of Bm05br and homologous sequences

The same procedure was used for Bm05br, Bm05uy, and Rs05br,
using total RNA extracted from ovaries of R. microplus ticks from
Porto Alegre strain (from Brazil), Mozo strain (from Uruguay)
and R. sanguineus sensu lato ticks (from Brazil), respectively. Tick
ovary RNA was extracted and RT-PCR was performed using spe-
cific primers (forward: 5’ATGGTGGCTTTCAAGGCAGCCi3; reverse:
5TAACCATGGGCCGGCGCI3) based on R. microplus gene sequence
(T15540) deposited in BmiGI-TIGR Gene Indices (TGI) (Guerrero
etal., 2005); and Gao et al. (2009). The PCR products were separated
by electrophoresis on 0.8% agarose gel and a fragment with 516bp
was excised and purified using the Glassmilk DNA purification
kit (BIO 101 Systems). The amplified fragments were ligated into
pGEM-T easy vector (Promega), transformed into Escherichia coli
TOP10 cells, and sequenced using vector-specific primers (T7 and
SP6).

In addition, for BmO5br, the procedure was continued until
protein expression. Mature BmO5br protein-encoding sequence
was directionally cloned into pET-5a expression wvector. The
BmO5br ORF was amplified from the pGEM-T clone contain-
ing BmO5br using the following gene-specific primers: forward:
STITTTCATATGGTGGCTTTCAAGGCAGCCI3; reverse:

5'AAAAAGGATCCCTAGTGGTGGTGGTGGTGGTGACCATGG
GCCGGCGCAI3. The PCR product and pET-5a vector were digested
with BamHI and Ndel restriction enzymes. The amplicon was
separated by electrophoresis on 0.8% agarose gel, excised, purified
and ligated into plasmid pET-5a (Novagen).

24. Sequence alignment and phylogenetic analysis

DNA sequence analysis, amino acid translations and sequence
alignments were done using BioEdit version 7.2.5 software (Hall,
1999). A rooted neighbor-joining phylogenetic tree was created
using the MEGA software, version 5.05, for phylogenetic analy-
sis using coding mRNA sequences (Tamura et al., 2011). Bootstrap
support was assessed using 1,000 and 10,000 replicates. The pre-
diction of a secretory signal sequence was investigated using
SignalP4.1 sever program (Nielsen et al., 1997). N-glycosylation
was predicted using the NetNGlyc 1.0 server program (Gupta
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et al.,, 2002). GenBank accession numbers of the sequences used
in this work are: R. microplus BmO5br (KX611485), R. annulatus
Ba05 (EF675686), Haemaphysalis longicornis (GQ499841.1), 1. scapu-
laris P19 (XM_002399589.1), H. ginghaiensis Hq05 (AY626791.1),
R. sanguineus sensu lato RsO5br (KX611486), R. microplus Bm0O5uy
(KX611484), Pandinus cavimanus (XM_015938856.1).

2.5. gqRT-PCR

For analysis of mRNA expression levels using quantita-
tive RT-PCR (qRT-PCR), gene specific primers were designed
(forward: 5' TTCGACCGTGCCAGGACTGAGIZ and reverse:
5'TGCACTTGAGCCACGAACTGGTi3) to amplify a 133-bp frag-
ment of Bm05br. The amplification of a 106-bp fragment of the
405 ribosomal RNA (Parizi et al., 2013) was used as a reference
gene (forward: 5’ACGACCGATGGCTACCTCCTCCGCI3 and reverse:
5'TGAGGCCAACCTGGTTGTGCTGAGCGI3). Relative quantification
was carried out with 100ng of cDNA prepared from the gut,
salivary glands, ovary and fat body of partially and fully engorged
females, 14- and 18-day old eggs, and 16-day old larvae. Addition-
ally, cDNA from ovary and salivary glands from ticks of different
weights, as well as from ovaries dissected during RNAI silencing
experiments, were analyzed by this protocol. Cycling parameters
were 5 min at 95°C, followed by 35 cycles of denaturation at 95°C
for 30s, annealing at 60 °C for 30s and extension at 72°C for 30s,
After amplification was complete, a melting curve analysis was
performed using the default parameters of the instrument (Rotor
Gene  Q, Qiagen). All samples were analyzed in duplicate and
each experiment was repeated twice. The relative expression ratio
of BmO5br gene in each experiment was calculated according
to the mathematical model described by Pfaffl, (2001) and used
in the Relative Expression Software Tool (REST —MCS©, version
2) (Pfaffl et al.,, 2002). PCR efficiency was calculated from the
log-linear portion of the standard curves. Data were corrected
for efficiencies (above 90%) for each primer assay individually,
followed by normalization of expression of target genes to the
expression of reference gene. The qPCR experiment was per-
formed in accordance with the Minimum Information Required
for Publication of Quantitative Real-time PCR Experiments (MIQE)
Guidelines (Bustin et al., 2010) (Supplementary Fig. 52).

2.6. RNA interference

The BmO5br sequence (516bp) was amplified by PCR from
the recombinant plasmid with gene-specific primers contain-
ing the T7 promoter recognition sites at the 5' ends (forward:
5'GGATCCTAATACGACTCACTATAGGGTGGCTTTCAAGGCAGCCI3
and reverse: 5’'GGATCCTAATACGACTCACTATAGGACCCTGGATCTGA
ATGCCAI3).

The PCR product was purified using a Glassmilk DNA purifi-
cation kit (BIO101Systems) and used to synthesize dsRNA with a
T7 Ribo Max Express RNA Kit (Promega) according to the man-
ufacturer’s protocol. The dsRNA synthesis was evaluated by 2%
agarose gel electrophoresis, and the concentration was determined
spectrophotometrically at 260nm (Ultrospec 1000, Amersham
Biosciences, Pharmacia Biotech). dsRNA produced from an unre-
lated gene, M5P1 from Plasmodium falciparum (accession number
AF061132), was used as control (dsCont). This gene was obtained
from a plasmid kindly provided by Dr. Gerhard Wunderlich { Depar-
tamento de Parasitologia, USP, Brazil). To ensure dsRNA specificity
and to exclude potential nonspecific targets, dsCheck program
(Naito et al., 2005) was used to determine the dsRNA sequence.
Because R. microplus genome is not available, this analysis was
performed based on similar regions of the orthologous genes and
genome sequences of Drosophila melanogaster (accession number
AC092233). Also, BLAST algorithm was employed to identify pos-

sible off-target sequences using sequences deposited in Genbank
(Sabirzhanov et al.,, 2011).

Partially engorged female ticks of the Porto Alegre strain
(weighing between 25 mg and 45 mg) were manually removed
from experimentally infested cattle. Groups of 23 females were
immobilized on a glass plate covered with double-sided adhe-
sive tape, and dsRNA solutions were injected into the hemocele
(1 L, 8 pgftick) using syringe (Hamilton). These ticks were artifi-
cially fed using microhematocrit capillary tubes filled with blood
from non-infested bovines, collected in the presence of sodium cit-
rate (Gonsioroski et al., 2012; Pohl et al., 2011). The females were
allowed to feed for approximately 28 h, and then kept in separate
vials at 27-28°C and 80-90% relative humidity. After Oh, 24 h or
48 h of dsRNA injection (four females for each time-point), ticks
were dissected and the ovaries were collected for RNA and protein
extraction. The determination of ovarian growth phases was done
by optical assessment of development using the ovarian growth
phase (OGP) system (Seixas et al., 2008). The proportion of mature
oocytes was analyzed by measuring the area occupied by mature
and immature oocytes in each image, using the software Image]
(Abramoff et al., 2004). Before and after the feeding process, the
females were weighed to determine blood ingestion. After that,
the remaining females (11 ticks) were placed in Petri dishes and
maintained at 27°C and 85% humidity. The biological parameters
analyzed were: nutrition index (NI), weight of eggs, weightoflarvae
and hatching rate (Bennett, 1974; Fabres et al., 2010).

2.7. Expression and purification of recombinant Bm0O5br
(rBm05br)

E.coli BL21 (DE3) strain was transformed with the expres-
sion vector pET-5a containing the BmO5br coding region. The
recombinant protein BmO0O5br was expressed in SOB medium with
1 mM isopropyl [3-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) at 37 °C for
4h. After centrifugation (10,000g; 5min at 4°C) the cell pel-
let was suspended in binding buffer (20 mM sodium phosphate
buffer, 500 mM NacCl, pH 7.4) with 20 mM imidazole. Cell disrup-
tion was achieved by sonication on ice at 40MHz in 5 pulses of
30s at 30s intervals. The soluble and insoluble fractions were sep-
arated by centrifugation at 10,000 g for 20 min at 4 °C. The soluble
fraction containing the rBm05br was purified by nickel-chelating
Sepharose chromatogrphy (HisTrap, GE Healthcare). Briefly, sam-
ples were filtered through 0.45 p.m-pore membranes (Whatman)
and then applied onto the column previously equilibrated with
binding buffer. Protein elution was done with imidazole gradient
(100, 200, 300, and 500 mM). Protein concentration was deter-
mined using the BCA Protein Assay kit (Thermo Scientific) following
the manufacturer’s instructions.

2.8. Tick tissue, saliva, hemolymph and cement collection for
protein extract preparation

Salivary glands, ovaries, guts, and fat bodies of partially and
fully engorged ticks were separated using a fine-tipped forceps,
washed, and homogenized in PBS using a pestle on an ice bath.
The homogenate was centrifuged at 10,000g for 10min at 4°C
to remove insoluble material, and the soluble supernatant was
collected. Protein extracts were prepared in PBS according to
the method previously described (Da Silva Vaz et al, 1998).
Tick hemolymph was collected as follows: engorged R. microplus
females were washed in ethanol 70% and immobilized on Petri
dishes kept at 4°C; the cuticle was slit with a razor blade, the
exuding hemolymph was recovered with pipette and stored at
—20°C. Saliva was collected after pilocarpine injection as pre-
viously described (Tirloni et al., 2014). To obtain cement, ticks
were removed from calves and placed in a tube. Cement that

107



M.F. Alzugaray et al. / Ticks and Tick-borne Diseases 8 (2017} 320-329 323

R. m in POA)

Rz I 1 Mozo) ¢
R. sanguineus

R. annulatus

H. ginghai

H. longi

I. scapula

R. :
R, 4
R. :

P e
o B W W W

6

Il

138
138
: 136
o 13B
Fg e |
132

L5

Fig. 1. Multiple alignment of the deduced amino acid sequence of Bm05br and similar tick sequences. Genbank accession numbers: Rhipicephalus microplus Bm05br
(KX611485), R. annulatus Ba05 (EF675686.1), Haemaphysalis longicornis (GQ499841.1), Haemaphysalis ginghaiensis Hg05 (AY626791.1), Ixodes scapularis (XM _002399589.1),
R. sanguineus sensu lato RsO5br (KX611486), R microplus BmO5uy (KX611484), Pandinus cavimanus (XM_015938856.1 ). Numbers on the right indicate total number of amino
acids on sequences in each line; the degree of residues conservation is indicated by the gray scale.

was still attached to mouthparts was removed using forceps. The
cement was homogenized in PBS on a tissue grinder, and mixed
with sample buffer (0.5M Tris, pH 6.8, containing 10% 5DS5, B-
mercaptoethanol 3% and glycerol 30%) in the following ratio: two
volumes of cement suspension to one volume of sample buffer.
The mixture was boiled for 5 min, and centrifuged at 14,000 g for
10 min (Bishop et al., 2002). All supernatants were analyzed on 12%
SDS-PAGE gels, as described below.

2.9. Anti-BmO5br serum production

One rabbit was subcutaneously immunized three times at 14-
days intervals, with 100 g of rBmO5br emulsified in Montanide
B888/Marcol 52 adjuvant (Exxon Mobil Corporation). The rabbit's
blood was collected 14 days after the last booster, and serum was
separated by centrifugation at 10,000g for 5min at 4°C. Serum
aliquots were preserved at —20°C until use. 1gG was purified from
serum samples using HiTrap™ Protein G HP (GE Healthcare) fol-
lowing the manufacturer's recommendations.

3. SDS-PAGE and Western blot analyses

rBmO5br production and the presence of native BmO5br in tis-
sues were analyzed by SDS-PAGE (Laemmli, 1970) and Western
blot(Johnsonetal., 1984). For Western blotanalyses, rBmO5br(1 g
protein/lane), saliva (20 pg protein/lane), hemolymph (60 j.g pro-
tein/lane) and tissue extracts (50 g proteinflane) were resolved
in 12%-SDS-PAGE, followed by electrotransfer to nitrocellulose
membranes. The membranes were blocked with 5% non-fat dry
milk-0.1% Tween in PBS and further incubated with anti- rEBm05br
rabbit serum ( 1:400 for tissue from dsRNA-treated ticks or 1:1,000
for all other tissue samples). Polyclonal antibody against actin
(A2066, Sigma) was used (1:2,000) as loading control in samples
from RNAI experiments, to normalize the signal from the target
protein. Pre-immune serum was used as negative control (1:400 for
tissue from dsRNA-treated ticks or 1:1,000 for all other tissue sam-
ples). Alternatively, for rBm05br expression analysis, anti-histidine
tag antibodies (1:1,000) were also used. After primary incuba-
tions, anti-lgG alkaline phosphatase conjugate (1:5,000) was used

as secondary antibodies. Alkaline phosphatase revelations were
performed with NBT (nitro blue tetrazolium) and BCIP (5-bromo-
4- chloro-3- indolyl phosphate, Sigma) in development solution
(5mM MgC12, 100 mM NaCl in 100 mM Tris pH 9.5).

3.1. Statistical analyses

ANOVA and Tukey post hoc test (p < 0.05) were used for gRT-PCR
analysis; for qRT-PCR of RNAi samples, larvae weight, and hatching
rate, ANOVA was used followed by Dunnett’s test (p <0.05). All anal-
yses were performed using Graph Pad Prism version 6.00 Software
(Graph Pad Software, Inc.).

R. annulatus

36 R. microplus {strain Mozo)

| R micronlus (strain POA)

R. sanguineus sensu lafo

H. ginghaiensis

40 ———————————————————— |. scapularis

39

H. lengicomis

Pandinus cavimanus

ni

Fig. 2. Phylogenetic tree of Em05br from Rhipicephalus microplus and other selected
sequences, generated by the program MEGA. The tree was built using neighbor-
joining method based on the alignment of the nucleotide sequences (10,000
replicates). Mumbers close to the nodes show the support value for each branch.
GenBank accession number for all sequences can be found in Material and methods.
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Fig. 3. BmO5br gene expression profile in Rhipicephalus microplus tissues and different stages. (A) Relative expression refers to BmO5br expression (1 unit) in fully engorged

female fat body. (B) Representative images of ticks allocated by weight in the different groups used for Bm0O5br expression profile. (C and D) Gene expression patterns in sali-
vary glands {C)and ovaries (D) from ticks of different weights. Relative expression refers to Bm05br expression (1 unit) from salivary glands or ovary of partially engorged adult
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4. Results
4.1. Bm0O5br, Bm05uy and Rs05br sequence analyses

BmO5br nucleotide sequence showed an ORF of 516 bp, and the
17 1-residue deduced amino acid sequence containing a signal pep-
tide with cleavage site between amino acid residues 19 and 20.
The predicted molecular mass for the mature protein is 19 kDa.
The deduced protein has one potential N-glycosylation site, Asn-
Glu-Thr, at position 69 — 71. Comparative analysis of Bm05br and
BmO5uy (cloned from tick strain Mozo) indicated 100% identity in
mRNA and protein sequences.

The nucleotide sequence of Rs05br from R. sanguineus sensu lato
showed an ORF of 522 bp, encoding a polypeptide of 173 amino
acids with a calculated molecular weight of 19.2 kDa. Comparative
analysis of BmO5br and Rs05br showed 95% identity in nucleotide
sequence, and 99% in the amino acid sequence.

Comparison of R. microplus BmO5br and BmO5uy protein
sequences with tick homologous sequences in GenBank showed
100% identity with R. annulatus Ba05, whereas similarities of 86%,
67% and 62% were found for sequences from H. longicornis, I. scapu-
laris and H. ginghaiensis, respectively (Fig. 1).

4.2. Phylogenetic analysis

A neighbor-joining tree constructed with Bm0O5br, Bm05uy,
Rs05br and other nucleotide sequences is shown in Fig. 2. This
analysis indicates that Rhipicephalus spp sequences (R. microplus,
R. annulatus and R. sanguineus sensu lato) grouped in the same
clade, while sequences from Haemaphysalis spp (H. longicornis and
H. ginghaiensis) and Ixodes scapularis form a clade distinct from
Rhipicephalus.

4.3, BmO5br gene expression profile

To evaluate tissue- and life stage-specific expression of Bm05br,
total RNA from eggs, larvae, and from adult organs (salivary glands,
ovaries, midgut and fat body of partially and fully engorged female
ticks) were subjected to qRT-PCR analysis. Bm05br transcription
was detected in all tissues and stages evaluated, except in the
midgut of fully engorged ticks (Fig. 3A). Bm05br mRNA was present
in salivary gland and ovary, regardless of the tick's weight (Fiz. 3B,
C and D). The highest Bm0O5br expression levels were observed in
fat body and salivary glands of partially engorged females. Also,
BmO5br expression was detected in all stages of egg development
analyzed. A more detailed analysis of BmO5br expression in salivary
glands showed the presence of transcripts in partially engorged
female ticks weighting between 10mg and 270 mg (Fig. 3C). Sim-
ilarly, BmO5br was detected in ovary tissue of partially engorged
ticks of the same weight range (Fig. 3D).

4.4, Production of recombinant BmO5br protein

rBm0O5br was expressed in E. coli and purified by affinity chro-
matography, eluting at 100 mM and 200 mM imidazole. The protein
was detected in the soluble fraction, and Western blot analysis
revealed a protein of approximately 19 kDa recognized by anti-
histidine antibodies (Fig. 4A). This result is in accordance with
in silico molecular weight estimation (19.19kDa). The purified
rBmoO5br was used for subsequent rabbit immunization and West-
ern blots.

4.5. Recognition of native Bm05br by immune sera

Rabbit serum against rBm05br was able to recognize the native
protein, and was used to determine the presence of EmO5br in
R. microplus tissues. Native BmO5br (apparent molecular mass of
19 kDa)was recognized in ovaries and salivary glands of ticks of dif-
ferent weights (Fig. 4B) by the serum. The protein was presentin all
tissues, except the midgut, from partially and fully engorged female
ticks and in cement (4C). Bm0O5br was recognized in salivary glands
of partially engorged females weighing between 21 and 70 mg, as
well as in fully engorged females. In ovary, BmO05br was recognized
in ticks weighting between 40 mg and 70 mg, and in fully engorged
females. Similarly, Bm0O5br was identified in saliva of partially and
fully engorged ticks and in male (Fig. 4C). The pre-immune serum
did not recognize native BmO5br in these tissues (Supplementary
Fig. S1).

4.6. RNA interference silencing of Bm0O5br gene

Individual qRT-PCR analysis of four tick ovaries (from females
weighing between 25 mg to 40 mg) from each experimental group
showed a decreased abundance of BmO5br mRNA in BmOS5br-
dsRNA-treated ticks compared to PBS and MSP1- dsRNA injected
controls; the difference was observed in most of the ovaries eval-
uated 48 hours after the dsRNA inoculation (Fig. 5A). Also, the
expression of Bm05br protein was reduced in BmO5br-dsRNA-
treated ticks compared to PBS and M5SP1- dsRNA injected controls
(Fig. 5B). Ovaries dissected from females injected with Bm05br-
dsRNA presented significantly delayed development (Fig. 5C).
According to the ovarian growth phase (OGP) system proposed
by Seixas et al. (2008), BmO5br-dsRNA injected females showed
ovaries between OGP stages 1 and 2, whereas the controls exhib-
ited ovaries around OGP 3 and 4 (Fig. 5C). The proportion of
mature oocytes decreased from 60% in PBS control group to 10% in
BmO5br-dsRNA-treated ticks (Fig. 5C). The nutrition efficacy index
and weight of eggs was not affected by Bm05br gene knockdown
(Fig. 6A and B). However, RNAI treatment with BmO5br-dsRNA had
significant effects on parameters associated with reproduction, like
eggs hatching rate (Fig. 6C and E) and larvae weight (Fig. 6D and E).
Analysis of the transcription level in salivary glands was attempted;
however, due to the small size of these organs, the qRT-PCR analysis
was not feasible.

5. Discussion

In response to concerns regarding the spread of worldwide aca-
ricide resistance, new tick control strategies, such as vaccines, have
been proposed (Willadsen, 2006). The success of a tick vaccine
depends on the identification and characterization of immune-
protective molecules. Recently, a proteomic analysis in R. microplus
saliva identified a protein denominated BmoO5 (Tirloni et al., 2014).
This protein was classified in the group of “secreted conserved pro-
teins”, which are proteins abundantin R. microplus saliva, and with
probable role in tick feeding. In the present work, we analyzed the
sequence, tissue localization and the biological effect of silencing
BmOS5br by RNAI, in order to improve the knowledge about the role
of this protein on tick physiology.

BmO5br sequence is conserved, with homologues in other
tick species. Comparison of the deduced amino acid sequence of
BmO5br with other tick sequences showed that this protein is
similar to R. annulatus, H. longicornis, I. scapularis and H. ginghaien-
sis proteins. Additionally, BmO5br and Rs05br (from R. sanguineus

female ticks (35 mg). MG, midgut; SG, salivary glands; OV, ovary; FB, fat body: E, eggs: L, larvae; (p), partially engorged adult female ticks; (f}, fully engorged adult female
ticks. Numbers indicate the day of eggs and larvae collection. Asterisks (*) denote significant differences as determined by one-way ANOVA followed by Tukey’s test (P = 0.05).
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Fig. 4. Presence of native Bm05br in Rhipicephalus microplus tissues. (A) Recombinant Bm05br analyzed by SDS-PAGE 12% stained with Coomassie blue G-250 and by Western
blot using anti-histidine tag antibodies. (B) Salivary glands (SG) and ovaries (OV) of R. microplus fully engorged females (F) or partially engorged females (three groups: 7,
41 mg to 70 mg; 4, 21 mg to 40 mg; and 2, 20mg or less) were analyzed by Western blot. (C) Tick tissues were analyzed by Western blot using rBm05br anti-serum. SG,
salivary glands; OV, ovary; FB, fat body: MG, midgut; S, saliva; H, hemolymph: C, cement; M, male.

sensu lato) are very similar, differing only by two amino acids in
the mature protein. Accordingly, analysis of nucleotide sequences
and deduced amino acid sequences of R. microplus BmO5br (Porto
Alegre strain) and BmO05uy (Mozo strain) shows they are identi-
cal. Bm0O5br homologues have molecular weights around 26 kDa
(Shahein, 2008); however, in H. ginghaiensis two isoforms of Hg05
were identified, with molecular weights of 23 kDa and 20kDa.
In our study, we identified only one 19-kDa isoform, both in R.
microplus and in R. sanguineus sensu lato. One N- glycosylation site
is predicted in BmO5br and in Rs05br amino acid sequences (iden-
tified by in silico analyses), like found for Hq05 and Ba05, which can
contribute for the observed molecular weight variations. Also, the
phylogenetic tree of Bm05br nucleotide sequences and other ixodi-
dae tick species shown in Fig. 2 indicates that this gene is conserved
among all tested tick species. The finding that R. microplus and R.
annulatus have identical sequences was not unexpected, since these
species are genetically closely related.

HqO5, the Bm05 homologue from H. ginghaiensis, induced
important levels of immune protection in sheep, when used as vac-
cine antigen against H. ginghaiensis; the vaccine caused a reduction
of 40% and 37% in egg laying and hatching rate, respectively, sug-
gesting HqO5 is important for tick reproduction (Gao et al., 2009).
This is interesting since a vaccine based on BmO05br may also induce
immunity and confer protection against other tick species, partic-

ularly considering the degree of sequence conservation found in
the closest homologues. Furthermore, BmO5br is also expressed in
males and, although the exact biological function of Bm05br in male
remains to be explained, it could also serve as a target for the host
immune system.

BmoO5br and R. annulatus Ba05 (Shahein, 2008) have similar
expression profile, being detected in eggs and larvae. In contrast,
Hq05 was not detected in eggs and larvae of H. ginghaiensis (Gao
etal.,2009).0ur experiments showed that Bm05br gene expression
is higher in salivary glands of partially engorged ticks than of fully
engorged ticks, suggesting that BmO05br could play a role during
tick feeding. The BmO5br protein was detected in female salivary
glands, ovaries, fat body, saliva and hemolymph, but not in midgut
of partially and fully engorged ticks. The presence of Bm05br in
partially and fully engorged female ovaries may suggest a role for
this protein in tick reproduction.

The presence of Bm0O5br protein in female salivary glands and
saliva is in accordance with previous proteomic analyses that
showed BmO5 in R. microplus saliva (Tirloni et al., 2014), suggest-
ing the participation in blood uptake. As demonstrated for some
of its homologous proteins, rBm05br showed to be immunogenic
in rabbits. The native protein was recognized by serum produced
against the recombinant protein. In this study, Bm05brwas also rec-
ognized by specific antibodies against saliva of partially engorged
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Fig. 5. RNAi-mediated Bm05br silencing in Rhipicephalus microplus tick ovary. (A) Relative expression of Bm05br was determined by qRT-PCR using RNA extracted from
ovaries of four R. microplus females collected 48 hours after repletion and injected with Bm05br-dsRNA (Bmo05br), and from ticks in control groups (MSP1-dsRNA or PBS).
Points represent results from individual ticks, and the line indicates the group’s average. (B) Effect of Bm05br-dsRNA on BmO5br protein levels in ovary. Total protein was
extracted from the ovary of dsRNA-injected and control ticks. Immunoblotting was performed using antibodies against Bm05br. Serum against actin, and pre-immune serum
were used as loading and negative control, respectively. (C) Ovaries from females injected with Bm05br-dsRNA (a), control MSP1-dsRNA (b), or PBS {c) were dissected at
0h, 24 h and 48 h after dsRNA inoculation for optical assessment of development. The proportion of mature and immature oocytes was analyzed by area measurements, as
described in Material and methods. Developed ococytes area is indicated (black). Scale bar: 5 mm. Different letters indicate significant differences as determined by one-way

ANOVA followed by Dunnett’s test {a, b) (P<0.05)(a, c) (P<0.01).

R. microplus. In conftrast to our results, rHq05 was not recog-
nized by anti-tick saliva serum, suggesting that native HgO05 is
not present in saliva (Gao et al., 2009), or it is not immunogenic
for the host during natural parasitism due to the low concen-
tration in saliva, as observed for other proteins (Chmelal et al.,
2016). Calreticulinis another example of salivary tick protein which
shows a low immunogenicity when naturally inoculated in the host
during tick feeding (Sanchez Ferreira et al., 2002). Nevertheless,
non-immunogenic salivary proteins can be immunogenic when
inoculated in the presence of adjuvant (Szahé et al., 1995; Sanchez
Ferreiraetal., 2002).Ticks secrete a cement cone composed of many
salivary proteins; however BmO5br was not recognized by specific
antibodies in cement of R. microplus.

RNA interference technique was used to study the function
of BmOS5br in ticks. To evaluate the biological role of BmO5br by
RNAi experiments, qRT-PCR and Western blot were performed
using ovary and salivary glands dissected from treated and control
groups. Because R. microplus is a one-host tick and do not reattach

to the host after being removed, we took advantage of the artificial
feeding technique already established in our lab using bovine blood
(Pohl et al., 2011; Gonsioroski et al., 2012), in order to analyze the
effects of Bm0O5br gene silencing in ticks's reproduction. For this
experiment, partially engorged female ticks weighting between
25 mg and 45 mg were used, since this stage is adequate for artifi-
cial feeding through capillaries (Pohl et al., 2011; Gonsioroski et al.,
2012).

Several previous RNAi experiments have shown that double-
stranded RNAs are effective to knock down different genes in ticks
(Nijhofetal.,2007; Kocanetal.,2007; Fabres et al.,, 2010; Pohlet al.,
2011; Lara et al,, 2015; Hajdusek et al., 2016). In this study, when
female ticks were injected with BmO05br-dsRNA, BmO5br RNA and
protein levels in ovaries decreased and remained low up to 48h
post-inoculation, compared with the control groups. Ovaries from
females injected with BmO5br-dsRNA also showed smaller size
and delayed oocyte development. According to the ovarian growth
phase (OGP} system proposed by Seixas et al. (2008), BmO5br-
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Fig. 6. Effect of BmO5br silencing by RNAi on parameters associated to feeding and oviposition in partially fed Rhipicephalus microplus females. Ticks were artificially fed
through capillaries, and kept at 27°C and 80% relative humidity. Analyzed parameters were: (A) Nutritional efficacy index (%); (B) eggs weight {mg/tick); (C) hatching rate
(%): (D) larvae weight {(mgftick). (E) Percentage reduction of eggs and larvae weight in treated group is presented relative to controls. Different letters indicate significant

differences as determined by one-way ANOVA followed by Dunnett’s test (P = 0.05).

dsRNA injected females generally possessed ovaries between OGP
1 (thin and translucent ovaries, oocytes are ovoid in shape and less
than 150 pm in length) and OGP 2 (same oocytes have grown to
about 250 pm in length, are opaque, but have not yet taken up a
visible amount of yolk). The controls, in turn, generally exhibited
ovaries of approximate OGP 3 (growth of the ovary has occurred,
due primarily to oocyte development; many oocytes are as large as
400 pwm and with brown color, showing the presence of yolk gran-

ules) and OGP 4 (ovary is the largest organ in the haemocoel and is
completely covered with large, yolk-filled oocytes). Adelay in ovary
development was observed in virgin Amblyomma hebraeum females
treated with the hormone 20-hydroxyecdysone, but not with the
“vitellogenin uptake factor” (Seixas et al., 2008). In addition, 73%
and 79% reduction in egg hatching and 75% and 80% reduction in
the weight of larvae were observed in the BmO5br-dsRNA-treated
group compared with PBS and MSP1 controls, respectively. These

113



M.F. Alzugaray et al. / Ticks and Tick-borne Diseases 8 (2017} 320-329 329

biological effects, associated to a reduction in Bm05br gene expres-
sion in the treated ticks, suggest that Bm0O5br may be involved in
tick reproduction.

In conclusion, we have characterized R. micropius BmO05br and
showed that a reduction in BmO5br expression can interfere with
tick reproductive biology. Taken together, these results suggest that
BmO5br may have a role in cogenesis, oocyte development and
embryogenesis in ticks. Finally, the data suggest that this molecule
can be used as an antigen in the development of a multispecies
vaccine to be used as an alternative method for tick control.
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A vaccine cocktail protects against the cattle ticlRhipicephalus microplus
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8.3.ANEXO 3: MEDIO DE CULTIVO, SOLUCIONES Y PROTOCOLOS GENERALES
MEDIOS DE CULTIVO:
Medio Luria-Bertani (LB): 10 g triptona; 5 g exttaale levadura; 10g NaCl. Se llevo a un litro con
agua destilada, se ajusto el pH a 7 y se esteniadiante autoclavado a 1 atm durante 20 min.
Para los medios solidos se agreg6 1.5% agar.
Se utilizé6 Ampicilina y se agreg6 a una concenénade 50 mg/ml
Medio SOB: 20 g de triptona; 5 g de extracto deadawva y 0,5 g de NaCl por litro. Luego de
esterilizar mediante autoclavado 1 atm. durantmi2Q se agregan 10 ml de KCI 250 mM y 5 ml de

MgCl, estériles.

SUPLEMENTOS:
Ampicilina: Se prepara una solucién madre 100 mg@mhHO.

Bromuro de Etidio (EtBr): Se prepara una soluci@dre de 10 mg/ml en0.

Isopropil B-D-1 —tiogalactopiranosido (IPTG): Se prepara wiagon madre 100 mM en @

SOLUCIONES:
Soluciones utilizadas para extracciéon y analisis R&IA
H,O DEPC: 1 ml de DEPC (diethylpyrocarbonato) ers & agua miliQ.

Etanol 70%: 70 ml Etanol, 30 ml de H20O destilada.

Soluciones utilizadas para la extraccion y analisle DNA

Solucién I: Glucosa 50Mm, Cl 25mM (pH8); EDTA 10MipH 8)

Solucién 1I: NaOH 0,2N; SDS 1% (preparar en el motog

Solucidn 1lI: Acetato de K 5M; Acido Acético, @

Buffer Tris-acetato (TAE) 50X: 242 g de Tris baS&;1 ml de acido acético glacial; 10 ml EDTA
0,5M pH8 por litro.

Buffer de carga 6X para DNA: 30% glicerol; 0,25%lade bromofenol; 0,25% azul de xilencianol.
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Soluciones utilizadas para la expresion y andlidis proteinas

SDS-PAGE:

Sample buffer (SB) 4X: 200 mM Tris-HCI pH 6,8; 460 DDT; 8% SDS; 0,4% Azul de
bromofenol y 40% de glicerol.

Buffer de corrida Tris-glicina: 25 mM Tris, 250 mdficina pH 8,3; 0,1% SDS.

Azul de Coomassie: 0,05% Coomasie brillant bluép430H; 10% acido acético.

Solucion decolorante: 70% Acido acético, 30% EtOH.

Western blot:

Buffer de transferencia: 25 mM Tris, 250 mM glicipid8,3; 0,1% SDS; 20% v/v EtOH.
PBS (Phosphate Buffered Saline): 137 mM NaCl; 2y IKCI; 10 mM NgHPQy; 1,8 mM
KH,PO,.

PBST (PBS +Tween 20): PBS plus, 0,05% Tween 20 v/v)

Solucién de bloqueo para Western blot: PBST, 5%dem polvo descremada, p/v).

TRF (Buffer de revelacion para Fosfatasa): 100 mig-HCI pH9,5; 100mM NacCl; 5mM Mg@gl

Purificacién por Columnas HisTrap™ FF®
Buffer de ligacion: 20 mM Fosfato de Sodio, 0.5 M@, 20 mM imidazole, pH 7.4
Buffer de elusion (100 mM a 500 mM): 20 mM sodiuhogphate, 0.5 M NaCl, 100 a 500 mM

imidazole, pH 7.4

Purificacién por Columnas HiTrap ™ Protein GHP®
Buffer de ligacion: NgHPO,7H,0 20 mM pH 7,0.
Buffer de elusién: Glicina-HCI 100mM pH 2,7.

Buffer de Neutralizacion: Tris-HCI 1M pH 9,0
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Protocolos complementarios y descripciones generale

a. Cepa BacterianaE. coli TOP10 (Invitrogen)

Esta cepa bacteriana es ideal para amplificar jpifspara su produccion con alta eficiencia.
Permite la replicacion estable del plasmido coa alimero de copias. El genotipo de las células
TOP10 ofrece las siguientes caracteristicas:merA A(mrr-hscRMS-mcBC) ¢80lacZAM15
AlacX74 recAl araD139 A(araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG. Debido a la
mutacion en el geandAlesta cepa es deficiente en endonucleasas lo goeante produccion de
DNA plasmidico. Ademas la mutacion en el gestAl implica que son deficientes en
recombinacion, lo que aumenta la estabilidad dedrio en un pldsmido. La mutacibsdRimpide
el clivaje del DNA por el sistema de endonucleaBasK. El genlacZ1iM15 en el epitoma
F permite la seleccion por color azul-blanco de ptsmidos recombinantes y el gercrA es
importantes para la transformacion eficiente delADhetilado en los preparados gendémicos. (One

Shof® TOP10 Competent Cells, Invitrogen).

b. Preparacion de células competentes para choque téicn

Se incubd colonias aisladas de una placa fresé®@ml de LB. Se llevo al shacker 37°C por
aproximadamente 3 hs, hasta que llegé a ungdaproximadamente de 0,35- 0,4. Se comenzar a
procesar cuando llegd a 0,35. Se transfirié a t@stériles de 50 ml, colocando luego 10 min en
hielo. Se centrifug6 a 2.700g por 10 min a 4°C yeseispendio el pellet con 30 ml de MgCI-GaCl
(80mM MgCh, 20mM CaCl). Se centrifugé nuevamente a 2.700rdLpanin a 4°C y se descarto el
medio. Luego se resuspendié con vortex suave eind2 M 1M de CaGlpor cada 50 ml del cultivo
original y por ultimo se congel6 las células corepéts, para lo cual se junt6 los 2 ml de cada tubo
obtenido anteriormente y se agregé 140 pl de DM80Ocpda 4 ml de células resuspendidas,
mezclando suavemente y dejando 15 minutos en Hielego de los 15 minutos se repitié este

altimo procedimiento. Se alicuoté de a 50ul en substériles y se guardo a -70°C.
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