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RESUMEN

Introduccidn. Las garrapatas son ectoparasitos vectores de enfermedades infecciosas para
humanos y animales. La vacunacion pudiera ser una alternativa ecolégica respecto a los qui-
micos para controlar estos ectoparasitos. Un péptido de la proteina ribosomal PO conjugado
a hemocianina del molusco Megathura crenulata (KLH) ha mostrado una efectividad de mas
del 90 % contra garrapatas de la especie Rhipicephalus sanguineus y microplus. Sin embargo,
KLH es una proteina costosa que no es una alternativa econémicamente viable para el desa-
rrollo del péptido como una vacuna comercial. Métodos. El péptido de PO sintético se conju-
g6 quimicamente a la proteina Bm86 obtenida en fermentacion de un clon de levadura Pichia
pastoris recombinante. Este conjugado se caracterizé mediante un analisis de SDS-PAGE y
espectrometria de masas y se utilizd en experimentos de inmunizacion y reto contra diferen-
tes especies de garrapatas. Resultados. El analisis de SDS-PAGE de este conjugado demos-
tré que es muy heterogéneo y que hay de 1 a 18 moléculas de pPO por molécula de Bm86. El
analisis de LC-MS/MS y la combinacién de 4 softwares diferentes mostro que 49 de los 54
residuos de lisina y el extremo N-terminal de la proteina Bm86 se encontraron parcialmente
conjugados al pP0. Este conjugado pP0-Bm86 en experimentos de inmunizacion de dife-
rentes animales generd una respuesta inmune contra el péptido que afecto la viabilidad y el
potencial reproductivo de diferentes especies de garrapatas. En conclusion, estos resultados
demuestran que el péptido de PO es un antigeno de amplio espectro y permite su desarrollo
como vacuna anti-garrapatas.
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The chemical conjugate pP0-Bm86 as an antigen of a
broad-spectrum vaccine against ticks

ABSTRACT

Introduction. Ticks are ectoparasites, which are vectors of infectious diseases for humans
and animals. Vaccination could be an ecological alternative to chemicals to control these
ectoparasites. A peptide of the ribosomal protein PO conjugated to hemocyanin from the
mollusk Megathura crenulata (KLH) has shown an effectiveness of more than 90 % against
Rhipicephalus sanguineus and R. microplus tick species. However, KLH is an expensive
protein that is not an economically viable alternative for developing this peptide as a com-
mercial vaccine. Methods. The synthetic PO peptide was chemically conjugated to the
Bm86 protein obtained by fermentation of a recombinant Pichia pastoris yeast. This con-
jugate was characterized by SDS-PAGE analysis and mass spectrometry and was used in
immunization and challenge experiments against different tick species. Results. SDS-PA-
GE analysis of this conjugate showed that it is very heterogeneous and that there are from
1to 18 molecules of pPQ per molecule of Bm86. LC-MS/MS analysis and the combination
of 4 different software showed that 49 of the 54 lysine residues and the N-terminal end of
the Bm86 protein were partially conjugated to pPQ. This conjugate pP0-Bm86 generated
an immune response against the peptide when used as an antigen in immunization expe-
riments of different animals. This immune response affected the viability and reproductive
potential of different tick species. Conclusion, these results demonstrate that the PO pepti-

de is a broad spectrum antigen and permit its development as an anti-tick vaccine.

INTRODUCCION

Las garrapatas son artrépodos ectoparasitos que causan
dafos directos a los organismos que parasitan, sin embargo,
su capacidad como vectores de muchos agentes patdgenos
que producen enfermedades en los hospederos es el princi-
pal perjuicio que ocasionan tanto a la ganaderia como a los
animales de compafifa y al hombre. ) Hasta finales de la dé-
cada de 1980, el control de garrapatas se basaba fundamen-
talmente en el uso de productos quimicos. @ Sin embargo, el
uso intensivo e indiscriminado de todos los tipos de quimicos
ha conducido al desarrollo de cepas de garrapatas multi-re-
sistentes en gran cantidad de paises. ¢

La idea de que las vacunas son potencialmente seguras,
mas baratas y mas eficaces como profilacticas que los aca-
ricidas se basa principalmente en nuestra experiencia con
las vacunas antimicrobianas. ® Sin embargo, la complejidad
bioquimica de los parasitos como las garrapatas, el alto nu-
mero de diferentes especies que existen y su capacidad para
parasitar todas las clases de vertebrados terrestres, las mul-
tiples etapas en su ciclo de vida y su contacto con el sistema
inmunoldégico del huésped soélo durante su periodo de alimen-
tacion, determinan que el control de estos ectoparasitos me-
diante inmunizaciones es una tarea desafiante para los desa-
rrolladores de vacunas contra las garrapatas. ©

Las propiedades inmunogénicas de la proteina PO han
sido demostradas en experimentos donde fue usada como

antigeno recombinante contra los microorganismos Toxoplas-
ma gondii, Neospora caninum, Trypanosoma cruzi, Leishmania
infantum y varias especies de Babesia y Plasmodium. 1% | os
experimentos realizados con ARNi especifico en los cuales se
silencio la expresion del gen de PO en la garrapata Haema-
physalis longicornis mostraron una disminucion considerable
en la ganancia de peso de estos parasitos y una mortalidad
del 96 %. 19 Sin embargo, la identidad de secuencia entre la
proteina PO de garrapatas y sus hospederos es mayor del
80 % ")y esto puede resultar en la induccién de tolerancia o
en la generacion de auto-anticuerpos en el organismo hospe-
dero inmunizado. Para evadir este inconveniente, un péptido
de 20 aminoacidos localizado cerca de la regién C terminal de
la proteina PO de garrapatas del género Rhipicephalus (de a.a.
282 al 301) (pP0) mostrando la mas baja identidad de secuen-
cia con la proteina ortéloga en mamiferos y una identidad de
secuencia mayor del 85 % entre especies de garrapatas se se-
lecciond como antigeno. Sin embargo, los péptidos son gene-
ralmente malos inmundgenos y son rapidamente aclarados
del torrente sanguineo. Es por ello que, en vacunas, se usan
conjugados a proteinas altamente immunogénicas que mejo-
ran su presentacion al sistema inmune del individuo vacuna-
do. Considerando las propiedades adyuvantes descritas para
las nano particulas de Bm86 producidas por la levadura Pichia
pastoris en el CIGB, (® esta proteina pudiera ser adecuada
para la presentacion eficiente del pP0 al sistema inmune del
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hospedero. El objetivo de este trabajo fue la caracterizacion
molecular detallada del conjugado quimico entre el péptido
de POy la proteina Bm86 y la evaluacién de su eficacia contra
diferentes especies de garrapatas mediante experimentos de
inmunizacion de diferentes mamiferos hospederos y reto con
diferentes especies de garrapatas de interés econdmico o de
salud publica.

METODOS

Obtencion del conjugado

El péptido de 20 aminoacidos correspondiente a los ami-
nodacidos 282-301 de la proteina ribosomal acidica PO de ga-
rrapatas (NH2-AAGGGAAAAKPEESKKEEAK-CONH2) (pPO)
sintetizado quimicamente usando el método Fmoc "% con un
residuo de Cys adicionado a su extremo N-terminal se conju-
go a la proteina Bm86 producida por fermentacion de un clon
recombinante de levadura Pichia pastoris y purificada segun
la PPO establecida para la obtencién de la IFA de la vacuna Ga-
vac ™. EI N-B (maleimidopropyloxy) succinimide ester (BMPS)
se utiliza como agente de enlace bi-funcional entre los grupos
aminos primarios (residuos de lisina y el grupo amino termi-
nal) de la proteina Bm86 y el grupo tiol del residuo de Cys
intencionalmente adicionado al extremo N-terminal del pPO.

Analisis SDS-PAGE y estimacion de la carga util de
pPO0 del conjugado pP0-Bm86

El conjugado pP0-Bm86, la proteina portadora Bm86 y los
productos desglicosilados de estas proteinas se analizaron
usando SDS-PAGE al 8 % en condiciones reductoras. El gel se
tifid con azul de Coomassie R-250 (Sigma, EE.UU.). Se utilizd
un kit de peso molecular de amplio rango (Bio-Rad; EE. UU.)
para estimar las masas moleculares de las proteinas. La car-
ga util del pP0 se determiné mediante el software Gel Analyzer
disponible en http://www.gelanalyzer.com/ calculando la dife-
rencia de masa entre la Bm86 desglicosilada y el centroide de
la banda correspondiente al conjugado pP0-Bm86 desglicosi-
lado y dividido por la masa molecular del pPO (2 kDa).

Analisis por Cromatografia liquida- espectrometria
de masas en tandem (LC-MS/MS)

Los péptidos proteoliticos resultantes de las digestiones
del conjugado pP0-Bm86 con tripsina (Promega, EE. UU.) y
la proteasa V8 de Staphylococcus aureus (Sigma, USA) se
separaron en una columna analitica de fase inversa con un
flujo constante de 400 nL/min mezclando el tampdn A (so-
lucién de FA al 0,1 %) y el tampon B (90 % de ACN/O,T % de
FA) en un gradiente lineal del 3 % al 70 % de B. Los espec-
tros de masas de los péptidos eluidos se adquirieron de 300
a 2000 Da a 2 GHz. El espectrometro de masas se calibro

usando una mezcla de polietilenglicoles (G1969-85000, Agi-
lent Technologies). Las corridas de LC-MS/MS se exportaron
como archivos *mgf utilizando el software de andlisis cuali-
tativo MassHunter (version 5.0) de Agilent Technologies y se
cargaron en cuatro software utilizados para la identificacion
de péptidos enlazados: Peaks, ?9B.</author><author>Zhang,
K. </author><author>Hendrie, C.</author><author>Liang,
C.</author><author>Li, M.</author><author>Doherty-Kirby,
A .</author><author>Lajoie, G.</author></authors></con-
tributors><titles><title>Peaks: powerful software for pep-
tide de novo sequencing by tandem mass spectrometry</
title><secondary-title>Mass ~ Spectrom</secondary-title></
titles><periodical><full-title>Mass Spectrom</full-title></
periodical><pages>2337-2342</pages><volume>17</vo-
lume><dates><year>2003</year></dates><urls></urls></
record></Cite></EndNote> pLink, @22 StavroX *® y Protein
Prospector .?4?% |_a identificacién de los sitios de conjugacion
se baso en la asignacion de los espectros MS/MS a péptidos
proteoliticos de Bm86 y pP0 unidos a través del BMPS, cono-
cidos como péptidos enlazados intermoleculares de tipo II. @9

Experimentos de inmunizacién y reto

Todos los procedimientos que involucraron animales se
llevaron a cabo segun la guia para el cuidado y empleo de ani-
males de laboratorio @y los protocolos de ensayo se apro-
baron por los Comités de Etica de las instituciones donde se
realizaron los experimentos. En todos los ensayos, se utilizd
el conjugado pPO-KLH como control positivo y animales in-
yectados con PBS como controles negativos. Los conjugados
se formularon en preparaciones oleosas utilizando Montanide
ISA 50 (SEPPIC, Francia) en una proporcién 60/40 de inmuno-
geno/adyuvante. Las inmunizaciones se realizaron los dias 0;
21y 36 con 500 ug/animal de los conjugados. En el caso de
los bovinos se utilizo la via intramuscular profunda en la tabla
del cuelloy en el caso de conejos y perros la via subcutanea.
Las muestras de suero de los animales en cada experimento
se utilizaron para medir la respuesta especifica de IgG totales
contra los antigenos mediante un ELISA indirecto. 829

Quince dias después del ultimo refuerzo de la vacuna se
retaron los animales con garrapatas en condiciones de infes-
tacion controlada en camaras elaboradas artesanalmente y
pegadas al dorso afeitado de los animales. Los bovinos se
retaron con 3000 larvas de Rhipicephalus microplus, los pe-
rros con los 3 estadios de Rhipicephalus sanguineus (300 + 25
larvas, 150 + 10 ninfas y 50 adultos: 30 hembras y 20 machos)
y los conejos con 1900 + 115 larvas de Amblyomma mixtum
en un ensayo y con 40 adultos (20 machos y 20 hembras)
de Ixodes ricinus en el otro. La eficacia de los conjugados se
calculd en porcentaje como E = 100x (1- [RL x VL x RN x VN
x RA x PA x FE]) donde RL y VL representan los efectos so-
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bre el rendimiento de larvas y la mortalidad en el proceso de
muda en comparacién con el grupo control, respectivamente.
RN y VN son los efectos de cada inmundgeno sobre el rendi-
miento y la mortalidad de las ninfas en el proceso de muda
en comparacién con el grupo control, respectivamente. RA y
PA son los efectos de cada inmundgeno en la recuperacion
y ovoposicion de las hembras en comparacion con el grupo
control, respectivamente. FE es el efecto de cada inmundge-
no sobre la fertilidad de los huevos. Se calculd como la rela-
cion entre los porcentajes de eclosion de los huevos puestos
por garrapatas alimentadas sobre animales vacunados en
comparacion con el grupo control. En el caso de R. microplus
gue es una especie de un hospedero se usaron solo los pa-
rametros relacionados a las hembras y en el caso de las de
3 hospederos en que no se usaron los 3 estadios se tuvieron
en cuenta solo los parametros correspondientes al estadio
utilizado. Los parametros de los grupos vacunados que no
fueron estadisticamente diferentes en comparacion con los
del grupo control no se incluyeron en el calculo de la eficacia.
Se realizaron ademas estudios de histologia y ultraestructura
de los ovarios de garrapatas R.sanguineus alimentadas sobre
los perros inmunizados.

Experimento de microinyeccion de RNAi en
garrapatas Ixodes ricinus

Se microinyectaron 30 garrapatas hembras de /. ricinus
con aproximadamente 0,5 pL(5x10'> moléculas/ulL) de ARN

d
| . |

de doble cadena de PO (PO-dsRNA) y otras 30 con la cantidad
equivalente de ARN de doble cadena correspondiente a la se-
cuencia del gen codificante de la proteina verde fluorescente
(GFP-dsRNA) utilizado como control no relacionado. Un dia
después de la microinyeccion las garrapatas se alimentaron
sobre curieles durante 10 dias y luego se determiné el peso de
las hembras recogidas y su ovoposicion.

RESULTADOS Y DISCUSION

El conjugado pP0-Bm86 desglicosilado migra en el
SDS-PAGE como una banda difusa de 34 kDa de ancho que
varia de 93 kDa a 127 kDa. De acuerdo con la diferencia de
masa observada de 2 kDa a 36 kDa respecto a la proteina
desglicosilada Bm86 (91kDa) se estimo que la carga Util osci-
la entre 1y 18 moléculas de pP0 por cada molécula de Bm86
(figura 1). Este resultado demuestra que el conjugado pPO-
Bm86 es muy heterogéneo en tamafio, probablemente por-
que en la conjugacion quimica el exceso de BMPS reacciona
con todos los residuos de lisina accesibles en la superficie de
la proteina con la subsecuente unién extensiva del pP0O que
también se agrega en un exceso molar en el paso final de la
reaccion. ©9 En ensayo de Western Blot el conjugado pPO-
Bm86 es reconocido por un suero policlonal obtenido contra
el conjugado pPO-KLH (figura 1).

El andlisis de espectrometria de masas (LC-MS/MS) en-
contro 49 residuos de lisina de los 54 presentes en la secuen-
cia de la proteina Bm86 y su extremo N-terminal conjugados

b

v VvV Vi

200 kDa ==

116.3 kDa
97.4 kDa

66.2 kDa =5 -

3

L J

Fig. 1. A) Andlisis SDS-PAGE (8 %) en condiciones reductoras. I) marcador de peso molecular de amplio rango; 1) proteina Bm86 N-glicosilada ex-
presada por el clon de levadura de P. pastoris recombinante, IFA de Gavac™; 1) proteina Bm86 desglicosilada con PNGasa F; IV) conjugado pP0-
Bm86; V) conjugado pP0-Bm86 desglicosilado con PNGasa F; VI) Proteina estandar de peso molecular 67 kDa (BSA). B) Western Blot utilizando
anticuerpo policlonal generado en conejos inmunizados con el conjugado quimico pP0-KLH como anticuerpo primario. Se realizo la transferencia
a partir de un SDS-PAGE al 8 % en condiciones reductoras. 1) Quimera pP0-Bm86 producida en P. pastoris y 2) Conjugado quimico pP0-Bm86
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al pP0. Sin embargo, también se observo que 46 de los 49 re-
siduos de lisina conjugados también se encontraron sin mo-
dificar y se detectaron como péptidos lineales, lo que sugiere
su modificacion parcial después de la reaccion de conjugacion.
Esta conjugacion parcial de los residuos de lisina de la proteina
Bm86 contribuye a la heterogeneidad de tamafio mostrada por
el conjugado pP0-Bm86 en el analisis SDS-PAGE. Sin embargo,
la relacién cuantitativa entre los residuos de lisina libre y con-
jugada para cada sitio individual no se ha determinado. Solo 3
residuos de lisina en la secuencia de la proteina Bm86 se detec-
taron como completamente conjugados (K102, K302 y K600).
No se encontré evidencia de conjugacion en los residuos de
Lys (K) ubicados en las posiciones 180, 431, 484, 495y 505.

El andlisis de LC-MS/MS también permitio la verificacion
del 91 % de la secuencia de la proteina Bm86 superponiendo
la informacion proporcionada por todas las digestiones pro-
teoliticas, incluida la identificacion de péptidos lineales y en-
lazados. Ninguna de las 5255 proteinas incluidas en la base
de datos de secuencias de la célula huésped de P pastoris
se identifico en el conjugado pP0-Bm86, lo que confirma la
pureza de la proteina Bm86 (Lot: 14.1302-4) utilizada en el
proceso de conjugacion.

Las modificaciones post-traduccion (PTM) encontradas
en el conjugado pP0O-Bm86 fueron caracteristicas de las pro-
teinas expresadas en levaduras ¢V y por tanto no deberian
asociarse a la reaccion quimica usada para obtener el con-
jugado. La N-glicosilacién fue la PTM mas abundante encon-
trada con residuos heterogéneos de manosa desde Man,a

Man,,, donde los mas abundantes fueron Man, y Man, (2 g

secuencia de aminoacidos de la proteina Bm86 tiene cuatro
sitios potenciales de N-glicosilacion en los residuos de Asn
122,163, 329 y 363. En este analisis se observaron también
péptidos con un incremento de su masa molecular en 162 Da
gue tentativamente pudieran deberse a la presencia de O-gli-
copéptidos porque esta es una PTM también encontrada con
frecuencia en las proteinas heterdlogas expresadas en leva-
duras. 2% Sin embargo, la asignacién certera de esta O-glico-
silacion basada en las evidencias experimentales del analisis
de MS/MS no fue posible debido a la inestabilidad de esta
PTM en las condiciones utilizadas.

En todos los experimentos de inmunizacion realizados
se obtuvieron titulos de anticuerpos IgG totales especificos
contra el pP0O presentes en el suero de los animales inmuni-
zados. También se observaron titulos de anticuerpos contra
las proteinas transportadoras usadas para la conjugacion
del péptido. En ningun caso se observaron diferencias esta-
disticamente significativas entre los titulos contra el péptido
generados por el conjugado pP0-Bm86 comparados a los ob-
tenidos con el conjugado pPO-KLH. Las tablas 1y 2 resumen
los efectos de estas respuestas inmunes en perros y bovinos
contra garrapatas R. sanguineus y R. microplus, respectiva-
mente. Se obtuvieron reducciones significativas, en compara-
cion con el grupo control, en los rendimientos de ninfas y adul-
tos y también en la mortalidad durante el proceso de muda de
las ninfas de las garrapatas R. sanguineus. Como se describid
previamente, (7 una gran cantidad de hembras ingurgitadas
de animales vacunados con pP0 no fueron capaces de poner
huevos y murieron pocos dias después de ser recolectadas.

Tabla 1. Efecto de la inmunizacidn de perros con los conjugados del pPO sobre la infestacion de garrapatas R. sanguineus

Porciento de reduccion respecto al grupo control de:

Grupos Recuperacion de Larvas Viabilidad de larvas (%) Recuperacion de Viabilidad de ninfas (%)
ninfas

pPO-KLH (n=4) 15 % (167 + 75)° 0% (95 +2)° 63 % (40 + 15)° 47 % (50 + 4)°

pP0O-Bm86 30 % (138 + 61)° 0% (92 +5)° 38% (67 +21)° 33 % (64 +9)°

(n=4)

PBS (196 + 72)° (92 +3)° (108 + 15)° (95 + 6)°

(n=4,Control)

Porciento de reduccion respecto al grupo control de

Grupos Recuperacion de Peso de la masa de huevos Eclosion (%) E (%)
hembras (mg)

pPO-KLH (n=4) 54 % (11 + 8)° 22 % (51.01 + 8,4) 28 % (68 + 7)° 95 %

pP0-Bm86 38 % (15 + 3)° 5% (62,06 + 25,0)* 9% (86 + 3)° 86 %

(n=4)

PBS (24 + 6)° (64,93 + 18,06)? (94 + 5)°

(n=4,Control)
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Esta mortalidad se incluyo en el parametro de rendimiento de
las hembras, que resulté ser estadisticamente diferente en
los grupos vacunados en comparacion con el grupo control.
También hubo diferencias estadisticamente significativas en
el porcentaje de huevos eclosionados en el grupo inmunizado
con conjugados de pP0 en comparacion con el grupo control.
La eficacia global calculada para los inmundgenos pPO-KLH y
pP0-Bm86 fue del 95 % y 86 %, respectivamente.

La E (eficacia) se calculd como 100 x [1 - (RL x VL x RN x
VN x RA x PA x FE)] donde RL, VL, RN, VN, RA, PA'y FE repre-
sentan el efecto del inmundgeno sobre la produccion de lar-
vas, viabilidad de larvas, rendimiento de ninfas, viabilidad de
ninfas, rendimiento de hembras, peso de la masa de huevos
y fertilidad de los huevos, respectivamente. En el célculo solo
se incluyeron los parametros que mostraron diferencias esta-
disticamente significativas en comparacion con el grupo con-
trol. Entre paréntesis, se muestra el promedio + DE de cada
parametro registrado. Diferentes letras a y b como superin-
dices significan grupos estadisticamente diferentes (ANOVA,
prueba multiple de Bonferroni, p < 0,05).

En el experimento con bovinos, se obtuvo una reduccion
significativa en el rendimiento de hembras R. microplus ali-
mentadas sobre bovinos inmunizados con conjugados de
pP0 en comparacién con el grupo control (tabla 2). Un gran
numero de ellas no pusieron huevos y murieron pocos dias
después del desprendimiento o pusieron significativamente
menos huevos que las alimentadas sobre bovinos del grupo
control (figura 2A). La muerte durante la ovoposicion se in-
cluyod dentro del parametro de rendimiento de las hembras.
También se encontraron diferencias estadisticamente signi-
ficativas en la eclosion de los huevos cuando se compararon
los grupos vacunados con el grupo control. La eficacia global
calculada para los conjugados pPO-KLH y pP0O-Bm86 contra
garrapatas R. microplus fue del 89 % y 84 %, respectivamente.
Se encontro tanto en el experimento en perros como en el de
bovinos que la eficacia estaba positivamente correlacionada
con los titulos de anticuerpos especificos contra el pP0 (Coe-
ficiente de Pearson r > 0,99).

La E (eficacia) se calculd como 100 x [1 - (RA x PA x FE)]
donde RA, PA y FE representan el efecto del inmundgeno

sobre el rendimiento de las hembras, el peso de la masa del
huevo vy la fertilidad de los huevos, respectivamente. Sélo los
parametros que muestran diferencias estadisticamente signi-
ficativas en comparacion con el grupo control se incluyeron
en el cdlculo de E. Entre paréntesis, se muestra el promedio +
DE de cada parametro registrado. Las letras a y b como supe-
rindices significan grupos estadisticamente diferentes (ANO-
VA, prueba multiple de Bonferroni, P< 0,05).

Los cambios morfo-histolégicos observados en los ova-
rios de las hembras R. sanguineus alimentadas sobre los
perros inmunizados podrian explicar los efectos sobre la
eclosién de los huevos (figura 2C). Los ovocitos pre-vitelogé-
nicos de hembras alimentadas sobre ambos grupos inmuni-
zados con conjugados de pP0 mostraron formas irregulares
y también vacuolizacion citoplasmatica, lo que es indicativo
de muerte celular. Ademas, se observaron gran cantidad de
ovocitos con una reduccion significativa en la deposicion de
granulos de vitelo en relacion al grupo control. La microscopia
electrénica de barrido (SEM) verificd que los ovarios de hem-
bras alimentadas en perros control estaban mas desarrolla-
dos, presentando una cantidad significativamente mayor de
ovocitos maduros que los ovarios de hembras alimentadas
en grupos inmunizados (figura 2B). Los ovarios de las hem-
bras alimentadas sobre los perros inmunizados con pP0-KLH
y pP0-Bm86 tenian algunos ovocitos maduros, pero también
una gran cantidad de ovocitos inmaduros adheridos a la pa-
red del ovario.

No se realizd un andlisis ultraestructural de ovarios de
garrapatas R. microplus alimentadas sobre ganado vacuna-
do, pero probablemente ocurrieron los mismos cambios que
los observados en los ovarios de garrapatas R. sanguineus
alimentadas sobre perros vacunados, teniendo en cuenta el
efecto similar observado.

En el experimento en conejos, después del desafio con
larvas de garrapatas A. mixtum, el rendimiento medio de lar-
vas alimentadas mostr¢ diferencias estadisticamente signifi-
cativas entre el grupo vacunado y el grupo control (17 % + 11
vs. 35 % + 24 de larvas recuperadas) asi como el nimero de
ninfas recién mudadas a partir de las larvas alimentadas en el
grupo vacunado en comparacion con las ninfas mudadas del

Tabla 2. Efecto de la inmunizacién de bovinos con conjugados del pP0 sobre la infestacién de garrapatas R. microplus

Porciento de reduccion respecto al grupo control de:

Grupos Recuperacion de
hembras (mg)
pPO-KLH (n=5) 84 % (102 + 24)°

pP0O-Bm8&6 (n=5)
PBS (n=5,Control)

72 % (177 + 56)°
(639 + 222)°

Peso de la masa de huevos

7 % (72,89 + 51,94)®
22 % (69,36 + 44,81)°
(78,29 + 44,84)

Eclosién (%) E (%)
28%(71+10)° 89%
34 % (65 + 18)° 84 %
(98 +5)°

Anales de la Academia de Ciencias de Cuba; Vol. 12, 2 (2022): mayo-agosto
ISSN 2304-0106 | RNPS 2308



pPO - Bm86

pPO- KLH

PBS pPO-KLH pP0-Bm86

Fig. 2. A) Hembras ingurgitadas de R. microplus. Ovoposicién normal en hembras alimentadas sobre bovinos del grupo control, rara y anormal
para muchas hembras alimentadas sobre los bovinos inmunizados con pPO-Bm86 y no se observd ovoposicion en absoluto para muchas hem-
bras alimentadas sobre los bovinos inmunizados con pP0-KLH. B) Microscopia electronica de barrido de ovarios de hembras R. sanguineus
alimentadas sobre perros pertenecientes al grupo control (A, By C), al grupo inmunizado con el conjugado pPO-KLH (D, E'y F) y al grupo inmu-
nizado con el conjugado pP0-Bm86 (G, H e I). mo = ovocitos maduros; io = ovocitos inmaduros, ovd = oviducto; pe = pedicelo. Barra de escala:
A, G=2mm;D, E H=1mm;B,|=500um;C, F=300um. C) Cambios histolégicos en ovocitos de hembras de R. sanguineus alimentadas sobre
perros inmunizados. AA Representacion esquematica donde A representa el desarrollo normal de los ovocitos en el grupo control (PBS); B y
C representan cambios histolégicos que aparecen en ovocitos de hembras alimentadas sobre perros inmunizados con pP0O-KLH y pP0-Bm86,
respectivamente; | = ovocito [; Il = ovocito Il, Il = ovocito III; IV = ovocito IV, V = ovocito V; pm = membrana plasmatica; nu = nucleolo; gv = vesi-
cula germinal; ¢ = citoplasma; yg = granulos de vitelo; ch = corion; v = vacuolizacion. BB Cortes histolégicos de hembras R. sanguineus; A, By C
muestran ovocitos pre-vitelogénicos y vitelogénicos de los 3 grupos experimentales; D, E y F muestran la morfologia de ovocitos pre-vitelogénicos
con formas anormales sefialadas en Ey F; G, H e | muestran ovocitos Il con vacuolizacién citoplasmatica en ovocitos de grupos inmunizados
(punteados) en Gy H; J, Ky L muestran ovocitos vitelogénicos donde la vacuolizacién y formas anormales también son evidentesen Ky L; M, Ny
O muestran detalles de ovocitos maduros de hembras de los 3 grupos experimentales; Barras de escala: A, D, G, J, M = 200pm; B, C, N = 100 ym;
E,F H K=50pm; I, L, O0=20pm. El niumero de ovocitos maduros e inmaduros adheridos a la pared del ovario en cada muestra y el nimero de
granulos de vitelo dentro de los ovocitos en las secciones histologicas se compararon mediante ANOVA y prueba de comparacién multiple de
Bonferroni realizadas en Prism (version 6.0 para Windows; GraphPad Software, EE. UU.).
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grupo control (24 % + 6 de mortalidad en el grupo pP0O-KLH vs.
16 % + 8 en el grupo de control, (figura 3A). No hubo diferen-
cias estadisticamente significativas en el peso de las larvas
entre los grupos. La eficacia calculada fue del 54 % y el 46 %
para los antigenos pPO-KLH y pP0-Bm86, respectivamente
contra larvas de garrapatas A. mixtum. La eficacia global cal-
culada de la vacunacion con cualquier antigeno contra una
especie de garrapatas debe considerar los efectos en cada
etapa de su ciclo de vida. En las garrapatas de un huésped, el
efecto de la vacuna observado en los adultos es el resultado
acumulativo del efecto en cada etapa de la vida de la garrapa-
ta alimentada sobre el mismo huésped vacunado. En el caso
de las especies del género Amblyomma que son garrapatas
de 3 huéspedes,®* debe esperarse un aumento en la eficacia
si al efecto observado sobre las larvas se le adicionaran los
efectos sobre ninfas y adultos. ¢>%) No obstante, este ensayo
constituye un estudio que sugiere que el antigeno basado en
el péptido de la proteina PO de las garrapatas del género Rhipi-
cephalus podria ser util en el control de garrapatas del género
Amblyomma. Existen pocos ensayos publicados que utilicen
antigenos contra especies de este género de garrapatas y
dentro de estos, todos utilizaron una de sus 3 etapas parasi-
tarias en los ensayos de desafio ©® debido a las dificultades
para el establecimiento de colonias de este género de garra-
patas en condiciones de laboratorio para su uso como mo-
delos experimentales. La eficacia obtenida en este ensayo se
encuentra entre las mas altas informadas hasta el momento.

Recuperacion de larvas alimentadas (%)

b

Hembras colectadas de cada grupo

10 dias de alimentacion

bFP PO

4 5 i e e ||

8
3

8
8

3
8

6 i 8

Peso de las hembras (mg)
8
8

IrGFP dsRNA

En los ensayos con garrapatas /. ricinus, el peso de las
hembras microinyectadas con el dsRNA de PO se redujo sig-
nificativamente con respecto al de las hembras microinyec-
tadas con el dsRNA de GFP utilizado como grupo control. Un
dia después de la recoleccion final de las hembras alimen-
tadas sobre los curieles, todas las hembras microinyectadas
con el dsRNA de PO estaban muertas. Por el contrario, todas
las hembras microinyectadas con el dsRNA de GFP pudieron
completar la ovoposicion y los huevos eclosionaron normal-
mente (figura 3B). En el experimento de inmunizacion en co-
nejos usando el conjugado quimico pP0-Bm86, las hembras
de I ricinus alimentadas sobre el animal vacunado con el con-
jugado pP0-Bm86 tuvieron una reduccion estadisticamente
significativa en su peso en comparacion con las hembras ali-
mentadas sobre animales inyectados con PBS.

La eficacia obtenida contra estas cuatro especies de ga-
rrapatas demuestra la hipotesis de que debido a la conser-
vacién de la secuencia del pP0 entre diferentes especies de
garrapatas, este pudiera ser un antigeno de amplio espectro.
Estos resultados demuestran también que el efecto sobre la
ovoposicién en cantidad y calidad estd mediado por afecta-
ciones en el desarrollo de los ovocitos y en la disminucion del
contenido de granulos de vitelo dentro de los ovocitos.

Otra conclusion importante de este trabajo es que la
proteina Bm86 podria ser una sustituta adecuada de KLH
como transportadora del pP0 ya que fue capaz de estimular
la respuesta inmune de los animales vacunados contra el

Eficacia

E (%)=100x[1—-(RLxVL)]
pPO-KLH E (%)=54%
pP0-Bm86 E (%)=46%

=]
w
1

=}
N
N

e
-
f

Peso de las hembras (mg)

0.0-

IrP0 dsRNA

PBS P0O-Bm86

Fig. 3. A) Porcentajes promedio de larvas de Amblyomma mixtum recuperadas de grupos experimentales y mortalidad de las larvas alimentadas
en el proceso de muda. Las desviaciones estandar de los grupos estan representadas por barras de error en la direccion positiva. Los asteriscos
representan diferencias estadisticamente significativas (Anova seguida de prueba de Bonferroni, * P < 0,05). B) Efecto observado sobre las ga-
rrapatas hembras de I. ricinus microinyectadas con dsRNA de PO (Prueba t, ****P < 0,0001). C) Efecto sobre el peso de las hembras adultas de .
ricinus alimentadas sobre conejo inmunizados con el conjugado pP0-Bm86 (Prueba t, **P < 0,01)
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péptido. El conjugado pP0-Bm86 seria una variante factible
desde el punto de vista econémico para el desarrollo del pPO
como vacuna comercial contra garrapatas ya que la protei-
na Bm86 es el ingrediente farmacéutico activo de la vacuna
Gavac™. (® Desde hace mas de 20 afios, esta proteina se
produce por fermentacion de un clon de levaduras P pastoris
obtenido por técnicas de ADN recombinante con un proceso
robusto y muy bien establecido con buenas practicas de pro-
duccion.

En las condiciones experimentales ensayadas, el conju-
gado pP0-Bm86 a pesar de ser eficaz contra las garrapatas
no muestra un aumento de la eficacia con respecto a las ob-
tenidas con el conjugado pP0-KLLH, como podria esperarse de
una vacuna candidata en la que se combinan 2 antigenos di-
ferentes. Una explicacion a este hecho, sugerida por nuestros
resultados, es que la conjugacion parcial de pP0 a 49 de 54
residuos de Lys y el extremo N terminal de la proteina Bm86
podria eliminar, al menos en cierta medida, epitopos impor-
tantes de Bm86 que son responsables del efecto protector
de este antigeno contra las garrapatas. No obstante, nuestra
experiencia con el uso de Gavac™ nos permiten afirmar que
la reduccion de las poblaciones de garrapatas en condiciones
de produccion es posible mediante el empleo de estrategias
de manejo integradas cuya columna vertebral es la vacuna-
cion, incluso si la eficacia de la vacuna no es del 100 %. (353949
En este caso, los antigenos basados en este péptido de la
proteina PO han mostrado eficacias suficientes contra dife-
rentes especies de garrapatas que lo convierten en un candi-
dato muy atractivo para el disefio de estrategias sostenibles
de control de garrapatas.
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