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RESUMEN. El objetivo de este estudio fue disefiar un péptido recombinante, con potencial
inmunoprotector. Se disefiaron oligonucleétidos especificos para amplificar por PCR un fragmento de 303
pb. El producto de PCR se clon6, expreso y se analizd por electroforesis en gel de poliacrilamida y
Western blot, el producto expresado fue un péptido de 15 kDa. El péptido recombinante se purifico por
cromatografia de afinidad y se inmunizaron dos becerros con 2 dosis de 100 ug/dosis del péptido
recombinante adyuvado. Quince dias después de la segunda inmunizacion, los dos becerros se infestaron
con 250 mg de larvas de garrapata. Se utilizaron dos becerros como grupo control. Se colectaron las
garrapatas adultas en el dia 21 y se evalué el nimero de garrapatas, el peso de las garrapatas adultas, el
peso de la masa de huevos y la tasa de eclosion. La reduccion en el niamero de garrapatas y la tasa de
eclosion fué estadisticamente significativa (p <0,05).
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Design and expression of a recombinant Peptide potentially useful for prevention of cattle
tick infestations

ABSTRACT. The aim of the study was to design a recombinant peptide. Specific oligonucleotides were
designed to amplify by PCR a 303 bp fragment. The PCR product was cloned, expressed and analyzed by
polyacrylamide gel electrophoresis and Western blot, the resulting expressed product was a 15 kDa
peptide. The recombinant peptide was purified by affinity chromatography. Two calves were immunized
with two doses of 100 ug/dose of purified and adjuvated recombinant peptide on day 0 and 30 with 250
mg of tick Rhipicephalus microplus larvae. Fifteen days after the second immunization, they were infested
with 250 mg of tick larvae. Two calves were used as a control group. Adult ticks were collected on day 21
and the number of ticks, the weight of engorged females, the egg mass weight and hatching rate were
evaluated. The reduction in the number of ticks and the hatching rate was statistically significant (p
<0.05).
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INTRODUCCION

El desarrollo econdémico de la industria ganadera bovina es seriamente amenazada por los
parésitos externos e internos (Craig, 2003). Entre ellos, se encuentran las garrapatas con una alta
capacidad para transmitir enfermedades, ocupando el segundo lugar después de los mosquitos.
Ambos son vectores importantes que afectan a la salud humana y animal, han sido combatidos
mediante el uso de programas de control basados en el uso de ixodicidas (George, 2004). Esta
practica ha originado problemas de salud, de contaminacion ambiental y de los alimentos
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destinados para consumo humano, que se derivan de esta actividad, como la carne y la leche, asi
como la aparicion de garrapatas resistentes a los pesticidas. Esto ha puesto de relieve la
importancia de impulsar nuevas alternativas de control y acelerar los procesos de investigacion
que apunten hacia la busqueda de blancos moleculares para el desarrollo de vacunas
recombinantes que ayuden a prevenir las infestaciones por garrapata, a reducir el uso de
pesticidas y mitigar la resistencia a los acaricidas y la contaminacion ambiental (Dominguez-
Garcia et al., 2010).

Existe una gran cantidad de genes que han sido identificados como candidatos vacunales
pero pocos han demostrado ser efectivos para controlar las infestaciones por garrapatas. EI Gen
Subolesin (Sub) se ha descrito como un gen protector altamente conservado a nivel de
nucledtidos y aminodcidos entre especies de garrapatas pertenecientes a la misma familia
(Almazan et al., 2005). Posteriormente, se encontrd que la proteina recombinante expresada
derivada del gen Sub, protege contra todas las etapas de desarrollo de la garrapata, pero la
eficacia es de aproximadamente 50%. (Almazan et al., 2010). Estos resultados demuestran que el
gen Sub es un importante candidato vacunal, sin embargo, es necesario elevar la eficacia para que
se pueda utilizar como inmunogeno. Por lo anterior, el presente estudio fue identificar la region
inmunogénica del gen Sub con la finalidad de amplificarla, clonarla, expresarla y caracterizar su
potencial inmunoldgico e inmunoprotector.

MATERIALES Y METODOS

Se utilizo la cepa media Joya, mantenida en el CENID-PAVET INIFAP, de la cual se
obtuvo el material genético que se utilizé para los ensayos de amplificacién por PCR. Se obtuvo
la secuencia del gen Sub a partir de la base de datos disponible en el GenBank con el fin de
analizar y predecir la regién inmunogénica de la secuencia del gen para su amplificacion
mediante PCR utilizando los oligos disefiados para hibridar las regiones adyacentes de la region
de interés y por consiguiente clonar, expresar y purificar la proteina codificada en el fragmento
del gen.

La region inmunogénica y las propiedades hidrofébicas e hidrofilicas del gen fueron
identificadas a partir del analisis in silico utilizando el algoritmo (Kolaskar-Tongaonkar, 1990), la
funcion putativa del mismo se predijo con la utileria bioinforméatica disponible en la red
(BLAST) vy las variaciones se dedujeron a partir de las alineaciones con el algoritmo Klustal W
(Larkin et al. 2007).

Se amplifico la region de interés y se clond en E. coli, a partir de la cual se indujo la
expresion de las clonas recombinantes. Se llevo a cabo la identificacion y purificacion del
producto de expresion por cromatografia de afinidad en columnas de Niquel, confirmandose la
pureza del péptido por electroforesis en geles de poliacrilamida.

El producto de expresion purificado, se emulsificd con el adyuvante comercial Montanide
(1:1 v/v) en una concentracion de 50 pg/ml el fin de aplicarlo de manera intramuscular en dos
bovinos usados en el experimento para demostrar la capacidad de producir una respuesta inmune
solida.

Se inmunizaron intramuscularmente dos bovinos y se tom6 una muestra de sangre
semanal durante 11 semanas con el fin de analizar la cinética de produccion de anticuerpos
mediante el inmunoensayo de ELISA y confirmar las caracteristicas inmunologicas del péptido
predichas por el algoritmo de Kolaskar-Tongaonkar (1990). La prueba de ELISA se llevé a cabo
en microplacas sensibilizadas con 10 microgramos por pozo del péptido purificado y un
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anticuerpo dirigido contra la cadena pesada de la molecula de 1gG.

Se llevaron a cabo dos infestaciones artificiales con aproximadamente cinco mil larvas de
B. microplus antes y después de la inmunizacién y se colectaron a los 21-25 dias las hembras
adultas ingurgitadas para analizar los efectos antes y después de la inmunizacion, sobre el peso de
las garrapatas y de la masa de huevos, el nUmero de garrapatas y la tasa de eclosion.

Los datos serologicos fueron analizados mediante la prueba t de Student para la
comparacion de medias entre los grupos experimentales.

RESULTADOS Y DISCUSION

Con base en la secuencia del gen obtenida del GenBank se derivaron oligonucleétidos en
las regiones adyacentes a la region inmunogénica predicha mediante el algoritmo de Kolaskar-
Tongaonkar (1990). Dicha region de interés se amplifico por PCR (Figura 1), se clond, se
secuencid y se expresd confirmandose un 100% de similitud con la secuencia de la cepa Santa
Luisa disponible en el GenBank (DQ159965), el peso molecular del péptido y la longitud del
fragmento de interés derivado del gen Sub y amplificado por PCR a partir del material genético
de la cepa de referencia Media Joya correspondieron a una longitud del fragmento de ADN de
303 bp, a una longitud deducida del péptido de 101 aminoacidos y una masa molecular de 15 kDa
(Figura 2).
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Figura 1. Amplificacién por PCR de 5 colonias recombinantes para confirmar la presencia y la longitud del inserto de
303 pares de bases (pb). (Lagunes et al, 2013).
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Figura 2. Western-Blot de las proteinas totales de dos colonias recombinantes en las cuales se muestra una colonia en
la que no se indujo la expresién (1) y otra en la que se indujo la expresion (2), el producto de expresion tuvo una
masa molecular de 15 kDa.
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Los resultados obtenidos a partir de las muestras de sueros colectadas cada semana y
analizadas mediante la prueba de ELISA, demuestran que el péptido posee una capacidad
antigénica que concuerda con la antigenicidad predicha por el algoritmo de Kolaskar-Tongaonkar
(1990); y los niveles de anticuerpos posteriores a la segunda inmunizacion se mantienen
elevados (p<0.05) hasta la semana nimero 11 (Figura 3).
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Figura 3. Cinética de produccion de anticuerpos inducidos por la aplicacion intramuscular del péptido recombinante,
en muestras de sangre tomadas durante 11 semanas. La grafica muestra la inmunizacion en la semana 1y 4
respectivamente, asi como la infestacién en la semana 6.

Se observo una disminucién significativa del 79% en el nimero de garrapatas (Cuadro 1)
y la tasa de eclosion disminuy0 en un 19%, sin embargo, no se observaron diferencias
significativas en cuanto al peso de las garrapatas ni en el peso de la masa de huevos. Estos
resultados concuerdan con lo reportado por Almazan y colaboradores (2005; 2010) donde
menciona que el gen Sub, protege contra todas las etapas de desarrollo de la garrapata, pero la
eficacia es de aproximadamente 50%. Estos resultados demuestran que el gen Sub es un
importante candidato vacunal. Asi como la proteina p64, identificada en Rhipicephalus
appendiculatus; que disminuyd la sobrevivencia de garrapatas en cobayos infestados con ninfas y
adultos de 48 a 70 % de forma respectiva (de la Fuente y Kocan, 2003). A la fecha subolesin es
considerado como un candidato vacunal de importancia (de la Fuente et al., 2005). En bovinos
inmunizados con subolesin e infestados artificialmente con R. microplus para evaluar el efecto de
la inmunizacién, reportdndose, una reduccion de garrapatas hembras adultas del 47%, una
reduccidn de la oviposicion del 18%, y una eficacia general de la vacunacién de 60% (Merino et

al., 2013).
Cuadro 1. Pardmetros reproductivos de las garrapatas afectados por la inmunizacion.

INMUNIZADOS NO INMUNIZADOS REDUCCION
Numero de 1303+221 2731133~ 79%
garrapatas
Peso de garrapatas 273%42 302187 0%
(mg)
Masa de huevos (mg) 126136 145150 0%
Eclosion (%) 6310.16 44+0.25* 19%
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CONCLUSIONES

Con base en los resultados del andlisis electroforético y de secuenciacion obtenidos
concluimos que el producto de expresion corresponde a un fragmento de 303 bp y 101
aminoéacidos derivado del gen Sub de acuerdo con el andlisis in silico.

El péptido es muy antigénico y capaz de producir anticuerpos, a esta capacidad se le
atribuye un efecto adverso en las poblaciones de garrapatas, observandose una disminucion del
79% en el nimero de garrapatas y un 19% de disminucion en la tasa de eclosion, por lo que se
sugiere que el desarrollo de esta tecnologia puede ser de gran utilidad para el control integral de
las infestaciones por garrapatas que afectan a la ganaderia bovina y para reducir el uso de los
pesticidas, en programas que sean amigables con el ambiente, que coadyuven con la produccion
de alimentos inocuos, que mitiguen los riesgos asociados con las préacticas tradicionales de
control y disminuyan los problemas de salud publica.
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