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RESUMEN. El artrépodo Rhipicephalus microplus, es un ectoparasito hemat6fago que representa un serio problema
en la industria ganadera mundial, por su gran capacidad expoliativa y vectorial para transmitir organismos patégenos
al ganado bovino, como Babesia spp. y Anaplasma spp., En este sentido, R. microplus, posee una amplia variedad de
mecanismos inmunolégicos de proteccion, que incluyen la produccién de péptidos antimicrobianos. Al momento,
existen escasos reportes del papel del sistema inmune de R. microplus, ante la exposicién con bacterias patdgenas. Por
lo anterior, este trabajo pretende comparar el papel de un péptido antimicrobiano (Preprodefensina), involucrado en la
interaccion patdgeno-vector de la garrapata con bacterias patdgenas. Nuestros resultados muestran un cambio en la
expresién de la Preprodefensina presente en hemolinfa de garrapatas infectadas con S. saprophyticus, y ausente en
hemolinfa de garrapatas infectadas con A. marginale. Asi mismo, se demostré la expresion basal del péptido
antimicrobiano en hemolinfa de garrapatas sin infeccion. Estos hallazgos, corroboran la idea de la alta plasticidad que
presenta la respuesta inmune de los artropodos, dependiente del patdgeno. El avance en el conocimiento de la biologia
de R. microplus, contribuye al descubrimiento de blancos, para el desarrollo de nuevos farmacos y/o vacunas para el
control integrado de plagas.
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Evaluation of Preprodefensin expression in Rhipicephalus microplus Horak, 2002
(Ixodoidea: Ixodidae) in response to the infection for Anaplasma marginale y
Staphylococcus saprophyticus

ABSTRACT. The hematophagous ectoparasite Arthropod Rhipicephalus microplus, represent a serious problem in
the world livestock industry, due to its vector capacity to transmit pathogenic bacteria in the cattle, such as Babesia
spp. and Anaplasma spp. In this regard, R. microplus, has a wide variety of immunological mechanisms, thet include
production of antimicrobial peptides (AMP’s). At the moment, few reports describe the role of the immune system
when the tick are exposed to pathogenic bacteria. For the above, the goal of this work were compared the role of AMP-
Preprodefensine involved in the pathogen-tick relationship. Our results show a change in Preprodefensin expression,
present in hemolymph ticks infected with S. saprophyticus, and absent in hemolymph of infected ticks with A.
marginale. Likewise, the basal expression of this antimicrobial peptide in hemolymph of ticks without infection was
demonstrated. These findings support the idea of high plasticity presenting the immune response of arthropods. The
advance in knowledge of the biology of R. microplus, contributes to the discovery of targets for the development of
new drugs and, vaccines for pest control.
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INTRODUCCION

La garrapata del ganado bovino Rhipicephalus microplus, es un ectoparasito hemat6fago
obligado, el cual, se encuentra distribuido en zonas tropicales y subtropicales del mundo. Este
artropodo, es considerado uno de los ectoparasitos mas importantes en salud veterinaria, debido a
su capacidad expoliativa y vectorial para transmitir enfermedades al bovino asociadas a pérdidas
econdmicas. Actualmente, el uso desmedido de ixodicidas, ha resultado en el surgimiento de
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poblaciones resistentes a estos compuestos, aunado a la plasticidad del sistema inmunoldgico de R.
microplus, que juega un papel primordial en la detoxificacion y proteccion contra diversos agentes
patogenos. Este sistema presenta un conjunto de mecanismos asociados a la defensa celular,
humoral y enzimética de la garrapata, para la proteccion y prevencion de infecciones de origen
microbiano (Sonenshine et al., 2002).

Acaropatdgenos. Las bacterias Staphylococcus saprophyticus son las causantes de la
enfermedad del pico amarillo en las garrapatas de R. microplus. Esta infeccidn, produce un exudado
amarillento en las hembras del artrépodo, que bloquea el poro genital impidiendo la oviposicion
que resulta en la muerte de la garrapata (Miranda-Miranda et al., 2010). Anaplasmosis: Esta
infeccion es causada por Anaplasma marginale, una bacteria Gram negativa, que representa un
serio problema en la productividad bovina (Kocan et al., 2003). La carencia de componentes como
el peptidoglicano (PGN) y lipopolisacaridos (LPS) en la pared celular de esta especie, genera una
respuesta inmune celular que puede ser diferente a la convencional (Lin y Rikihisa, 2003). En el
vector R. microplus, existen escasos reportes del papel de los péptidos antimicrobianos (AMP’s),
en la respuesta inmune del artrépodo. Sin embargo, algunos estudios han demostrado que la
presencia de A. marginale en la garrapata, induce un aumento en los niveles de expresion de AMP’s
como Varisina y Microplusina (Young, 2004).

Respuesta inmune en artrépodos. El sistema inmune de los invertebrados presenta maltiples
mecanismos, Sse componen por barreras estructurales, las cuales, constan de una cuticula protectora
y epitelios de revestimiento que forman parte de las primeras lineas de defensa contra los
patdgenos. Por tanto, en garrapatas, asi como en insectos y otros invertebrados, la hemolinfa
contiene toda la maquinaria bioldgica que constituye la principal fuente inmunoldgica del
organismo. Este sistema basicamente se divide en dos respuestas, una de tipo celular dirigida por
los hemocitos, que reconocen, controlan y eliminan patdégenos cuando han traspasado las barreras
estructurales (Hoffmann, 2003; Strand, 2008), activando diversos mecanismos de defensa como la
fagocitosis, encapsulacion, formaciéon de nddulos y liberacion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y nitrogeno (NOS) (Palmer, 2002). Por otra parte, la respuesta inmune humoral consiste en
moléculas efectoras solubles como lisozimas, defensinas, factores de coagulacion, lectinas,
glicoproteinas, proteasas e inhibidores de proteasas, y un vasto repertorio de AMP’s (Sonenshine
y Hynes, 2008; Iwanaga y Lee, 2005; Mcphee y Hancook, 2005; Taylor 2006;). En garrapatas, los
AMP’s son considerados componentes limitantes de la infeccion, multiplicacion y transmision de
patégenos, inhibiendo la viabilidad de los microorganismos, son polipéptidos genéticamente
codificados y sintetizados en los ribosomas que se almacenan en granulos citoplasmaticos presentes
en los hemocitos. Primordialmente, se sintetizan en el cuerpo graso y se liberan en la hemolinfa de
manera rapida y efectiva, como consecuencia de la invasion por microorganismos. Al ser moléculas
efectoras clave en la inmunidad innata, actian generalmente ante una infeccion o mediante
reconocimiento de componentes superficiales de microorganismos como el LPS y PGN generados
por las bacterias Gram positivas y Gram negativas. Estos péptidos pueden ser clasificados en 3
clases de defensinas (Xiang, et al., 2012; De la Fuente, et al., 2001; Bulet, Hetru y Dimarcq, 1999):
Péptidos lineales que forman a-hélices sin residuos de cisteina, Péptidos ciclicos con residuos de
cisteina y Péptidos con una representacion excesiva en residuos de aminoacidos.

De acuerdo con esto, las defensinas forman parte de los tipos de péptidos antimicrobianos mas
estudiados, mostrando un arreglo conservado de residuos de cisteina Cys-1-Cys-4, Cys-2-Cys-5, y
Cys-3-Cys-6, los cuales, estan unidos entre si por tres puentes disulfuro que estabilizan la molécula
y mantienen la estructura terciaria (Ganz, 2003). Asimismo, cuentan con un amplio espectro
bactericida contra bacterias Gram positivas y Gram negativas, mediados por la interaccion entre el
péptido cationico y la membrana anionica de un microorganismo a causa de la atraccion
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electrostatica. Este mecanismo se da por la formacién de poros en la membrana por incorporacion
de los péptidos en la membrana, y su organizacion en poros, generando una lisis celular resultado
del chogue osmdtico generado (Boman, 1995; Ogata, 1992; Miyakawa, 1996). Dentro de este
grupo de defensinas podemos encontrar 2 péptidos antimicrobianos reportados para R. microplus,
la Microplusina (presente en hemolinfa y huevos) (Fogaga et al., 2004), y la Ixodicina (aislada de
hemocitos) (Fogaga, et al., 2006). El sistema de clasificacion de los AMP’s es un sistema que
posibilita caracterizar los péptidos segin su tamafo, estructura, propiedad y actividad
antimicrobiana, asi como, agrupar y calcular el nimero de péptidos ante la gran biodiversidad
existente especie-especifica. En general, los AMP’s se componen de 12 a 50 aminoacidos, donde
el 88.6 % son moléculas cationicas por ser ricos en residuos de lisina, arginina e histidina, que son
residuos béasicos de caracter anfipatico cuando el pH es menor o igual a 7 (Hancook, 2001). Por lo
anterior, el objetivo principal de este trabajo fue caracterizar los mecanismos asociados a la
respuesta inmune de R. microplus durante la infeccion con Staphylococcus saprophyticus y
Anaplasma marginale.

MATERIALES Y METODO

Infeccion de garrapatas R. microplus con S. saprophyticus y A. marginale. Para la expansién
de la colonia de garrapatas se llevé a cabo una infestacion de un bovino macho infectado con A.
marginale, con 1g de huevos equivalente a 20,000 larvas de R. microplus susceptibles a ixodicidas
(cepa Media Joya CA). La comprobacion de la infeccion se realizé por amplificacion de la
secuencia del gen msp5 de Anaplasma, a partir de DNA de carcas de garrapatas infectadas,
mediante ensayos de PCR punto final. Asimismo, para las infecciones de garrapatas con S.
saprophyticus, se llevé a cabo una infestacion de un bovino hembra como lo descrito anteriormente,
con un refuerzo de 0.5 g de larvas (10,000 larvas) de la misma cepa. A los 21 dias post-infestacion
se llevd a cabo la recoleccion de garrapatas hembras ingurgitadas, y fueron lavadas con
antibidtico/antimicético e infectadas por bafio en medio liquido selectivo en presencia de S.
saprophyticus. Los controles internos fueron garrapatas ingurgitadas sin infeccién, pero tratadas
bajo las mismas condiciones en presencia de medio selectivo. La confirmacién de la presencia de
la bacteria se llevo a cabo por la amplificacion del gen 18s Ribosomal de S. saprophyticus por PCR
punto final. Andlisis in silico: actualmente, no se encuentra reportada la secuencia de
Preprodefensina para R. microplus, por lo tanto, se realizaron analisis in silico por homologia para
la obtencion de la secuencia. Una vez identificada la secuencia, se llevaron a cabo un andlisis de
BLASTnN en 3 diferentes bases de datos con el fin de corroborar la identidad de la secuencia
encontrada (todos los anlisis in silico se realizaron en los servidores Pubmed, SwissProty KEGG).

A partir de la secuencia obtenida se disefiaron oligonucledtidos especificos para la amplificacién
del gen (Fw: 5’-TGCGGTCTTGTTTCTGGACT-3’, Rv: 5-TTGATTAGGCCAGCGCAGTA-
3’). Todas las extracciones de acidos nucleicos, se realizaron por el método de fenol: cloroformo:
alcohol isoamilico, y reactivo de Trizol, (DNA y RNA respectivamente), a partir de hemolinfa de
garrapatas infectadas con bacterias patogenas (A. mariginale y S. saprophyticus), y de los controles
sin infeccion). Para la validacion del gen constitutivo, se realizaron ensayos de PCR punto final y
RT-PCR de la secuencia parcial del gen de la Fosfolipido-hidroperoxidasa glutation peroxidasa
(phgpx) de R. microplus (Cossio-Bayugar et al., 2007). Para comprobar la presencia de la secuencia
del gen de la Preprodefensina en el genoma de la garrapata R. microplus, se realizé un ensayo de
PCR punto final, a partir de DNA de células embrionarias de R. microplus. La determinacién de
los niveles de expresion relativa de Preprodefensina, en garrapatas infectadas con diferentes
bacterias patogenas, se realiz6 mediante RT-PCR, con los oligonucleétidos previamente
mencionados. A partir de la secuencia obtenida, se realizaron modelajes en el programa
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SwissModel para la prediccion de la estructura tridimensional, junto con la validacion
estereoquimica y energética de la estructura de la molécula, ademéas, por comparaciéon de la
estructura y composicion del AMP, basada en la estructura basica de los péptidos antimicrobianos
de insectos (Ganz, 2003). Para determinar las regiones conservadas de cisteinas, se realizd un
analisis de alineamiento con el programa MUSCLE, a partir de secuencias previamente reportadas
para Drosophila melanogaster (Ganz, 2003). Por otra parte, se realiz6 un andlisis filogenético
comparando secuencias de preprodefensina de otras especies con la de R. microplus. Todas las
secuencias obtenidas, fueron alineadas mediante el programa Muscle del servidor EXPASy, vy el
analisis filogenético en el programa MEGA 7, resultando en un éarbol filogenético con 500
Bootstraps, y un grupo externo, por el método de Mé&xima Verosimilitud y Jones-Taylor-Thornton.

RESULTADOS Y DISCUSION

Determinacion de la presencia de Preprodefensina en el genoma de la garrapata R. microplus
mediante PCR punto final. La determinacion de la presencia de la secuencia de la Preprodefensina,
en el genoma de R. microplus, se realizé mediante un ensayo de PCR punto final. Los templados
utilizados, son el resultado de tres diferentes extracciones de ADN gendmico, obtenido a partir de
tres cultivos de células embrionarias de R. microplus de la cepa Media joya. Los resultados de la
PCR mostraron amplificacion de una banda de aproximadamente 356 pb, en las tres diferentes
extracciones de ADN realizadas (Fig. 1)

MPM A B C

500 pb —

- @ 356 pb
250 ph e—

Figura 1. PCR para determinar la presencia de la secuencia del gen de la Preprodefensina en el genoma de R.
microplus. Se observan tres bandas de aproximadamente 356 pb. Los carriles A, B y C corresponden a ADN genémico
extraido de tres diferentes muestras. MPM: corresponde al marcador de peso molecular de 1Kb.

Determinacion de los niveles de expresion relativa de Preprodefensina mediante RT-PCR. La
determinacion de la expresion relativa de la Preprodefensina en hemolinfa, con las bacterias
patdgenas A. marginale y S. saprophyticus, y sin infeccion (control), mostraron una banda de 160
pb, con expresion relativa diferencial (Fig. 2, panel a). Cabe resaltar, que esta expresion se ve
aumentada en la condicion donde no existe ninguna infeccion, en contraste con las garrapatas
infectadas con A. marginale, donde no se observa expresion del mensajero (Fig. 2, panel a). Asi
mismo, en los tratamientos con S. saprophyticus, se observa menor expresion relativa en
comparacion con los controles, pero mayor, que la observada en las infecciones con A. marginale
(Fig. 2. panel a). Los anélisis densitométricos de los amplicones obtenidos, se normalizaron con el
gen constitutivo phgpx. Los resultados mostraron, un porcentaje de expresion relativa en hemolinfa
de garrapatas sin infectar (control) de 126.683% (Fig. 2, panel ¢), mientras que, en la hemolinfa de
garrapatas infectadas con S. saprophyticus, se observé una disminucion de 2.3 veces el porcentaje
de expresion relativa, quedando en 54.047% (Fig. 2, panel c). Interesantemente, en hemolinfa de
garrapatas infectadas con A. marginale, no existe presencia de expresién del péptido (Fig. 2, panel
c). Adicionalmente, los resultados del plot profile, revelan una marcada variacion en la intensidad
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de los amplicones, en hemolinfa de garrapatas infectadas con S. saprophyticus y A. marginale (Fig.
2, panel b).

Ka B

Figura 2. Expresién relativa de
Preprodefensina expuesta a S.
saprophyticus y A. marginale mediante
ensayos de RT-PCR. Panel a) carril A:
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ‘ expresion relativa en hemolinfa sin infectar
S0, il & I (control); carril B: expresion relativa en
' ' ' hemolinfa de garrapatas infectadas con S.
saprophyticus; carril C: expresion relativa
- | en hemolinfa de garrapatas infectadas con

F TN A. marginale; MPM: marcador de peso
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Todos los amplicones obtenidos presentan un peso de 160 pb. Panel b) plot profile (Image j),
muestra la variacion de intensidad de las bandas correspondientes a hemolinfa de garrapatas sin
infeccion, y hemolinfa de garrapatas infectadas con S. saprophyticus. Panel c) hemolinfa de
garrapatas infectadas con S. saprophyticus y A. marginale. La grafica muestra expresiones relativas
diferenciales entre el control constitutivo (phgpx) y los experimentales de las diferentes infecciones
en hemolinfa de garrapatas infectadas con S. saprophyticus y A. marginale.

Andlisis estructural de Preprodefensina. La validacion estereoquimica y energética de la
estructura 3D (Z-score, Local Quality Estimate y Comparison PDB structures), mostré valores
dentro de los parametros establecidos para la calidad del modelo estimado. Interesantemente, los
resultados muestran regiones altamente conservadas, con el patron clasico Cys-1-Cys-4, Cys-2-
Cys-5, y Cys-3-Cys-6, descrito en otros AMP’s presentes en insectos (Ganz, 2003) (Fig. 3). Con
base a la estructura conservada de los AMP’s reportados en insectos, se realizoé un analisis, para
demostrar el arreglo espacial de cisteinas presentes en la Preprodefensina (Cys-1-Cys-4, Cys-2-
Cys-5, y Cys-3-Cys-6). Los resultados de los alineamientos de las secuencias homologas mostraron
regiones de cisteinas altamente conservadas, como las presentes en D. melanogaster. (Fig. 4).

Figura 3. Prediccién de estructura 3D de
Preprodefensina, con el programa Swiss-
Model y VMD 1.9.3. EI modelo muestra la
presencia de B-plegadas y a-hélice, con 6
residuos de cisteinas conservados en la
familia de las defensinas, (arreglo Cys-1-
Cys-4, Cys-2-Cys-5, y Cys-3-Cys-6).
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Figura 4. Anélisis del arreglo espacial de residuos de cisteina con el programa MEGA 7. Se muestra, el alineamiento
de cinco secuencias homélogas a la Preprodefensina de R. microplus, alineadas con la secuencia de D. melanogaster.
El cuadro rojo indica el arreglo espacial Cys-1-Cys-4, Cys-2-Cys-5, y Cys-3-Cys-6 presente en la mayoria de los
AMP’s.
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Andlisis Filogenético. Para determinar las distancias evolutivas entre las diferentes secuencias
del péptido, se realizd un analisis de maxima verosimilitud con el método evolutivo de Jones-
Taylor-Thornton (JTT), con un bootstrap de 500 y utilizando como grupo externo la secuencia de
Arthroderma otae (tr|I1T3C7|I1T3C7_ARTOT). El &rbol filogenético (Fig. 5) muestra la secuencia
de R. microplus como grupo monofilético, dentro un grupo donde se encuentra R. pulchellus, R.
appendiculatus, R. zambeziensis, y un grupo hermano donde se agrupa R. sanguineus.

Ixodes scapulan

i
&

Figura 5. Analisis Filogenético de la secuencia de la Preprodefensina de R. microplus mediante un andlisis de Maxima
Verosimilitud y el método evolutivo de Jones-Taylor-Thornton. La imagen muestra un &rbol filogenético con un
bootstrap de 500. Los nimeros cercanos a los nodos muestran los replicados del bootstrap. Como grupo externo se
utilizo la secuencia de Arthroderma otae (tr|I1T3C7|I11T3C7_ARTOT).

Nuestros resultados muestran el andlisis de expresion relativa de la Preprodefensina, en diversas
condiciones, que resulta un gran avance en la biologia de la garrapata de ganado bovino R.
microplus. En este trabajo, se muestra por primera vez el papel de Preprodefensina como mediador
de la respuesta inmune de la garrapata, como resultado a la exposicion a dos bacterias patdgenas
con fenotipos y ciclos biolégicos diferenciales. Uno mediado por la presencia de una bacteria gram
positiva (S. saprophyticus), altamente patdgena para la garrapata, y otra, gram negativa (A.
marginale), bacteria trasmitida por R. microplus al bovino. Interesantemente, ambas bacterias son
capaces de generar una respuesta inmune, donde la Preprodefensina presenta un patrén de
expresion diferencial, apoyando la idea de la alta plasticidad que presenta la respuesta inmune de
los artropodos, donde se ha observado que, dependiendo del patdgeno, es el tipo de respuesta que
se monta. Adicionalmente, la estructura terciaria de la Preprodefensina, confirma el arreglo
espacial de los residuos de cisteina clasico (cys-1-cys-4, cys-2-cys-5, y cys-3-cys-6) presentes en
los AMP’s de los insectos. Finalmente, los analisis filogenéticos demostraron la cercania evolutiva
de la Preprodefensina de R. microplus con secuencias presentes en otros géeneros de garrapatas,
agrupadas en un solo clado, y con altos valores de boostrap. Los resultados de este trabajo,
contribuyen al avance en el conocimiento y dilucidacion de las interacciones vector-patdgeno,
abriendo la posibilidad de la busqueda de nuevos blancos, que coadyuven al avance en el desarrollo
de nuevas estrategias, para el control integrado de plagas.

CONCLUSIONES

Se determind por primera vez la presencia del gen de Preprodefensina en el genoma de R.
microplus. La expresion relativa del ARNm de Preprodefensina mostré que se expresa de forma
basal en hemolinfa de garrapatas sin infeccion, se mantiene en hemolinfa de garrapatas infectadas
con S. saprophyticus, y esta ausente en hemolinfa de garrapatas infectadas con A. marginale.
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Se comprobo el arreglo espacial de los residuos de cisteina segun lo que describe Ganz en el
2003. La secuencia de la Preprodefensina de R. microplus muestra cercania evolutiva con las de
otros géneros de garrapatas.
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