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Resumen

El inicio de la era gendémica ha conducido a la investigacion por el camino del desarrollo de vacunas contra garra-
patas y como resultado, se han conducido una gran variedad de estudios enfocados a la identificacion de nuevos antige-
nos blanco para el desarrollo de vacunas. El analisis computacional ha facilitado esta labor, ya que las herramientas
bioinformaticas y la disponibilidad de las bases de datos publicas, como la del National Center for Biotechnology In-
formation [Centro Nacional de Informacion en Biotecnologia ] (NCBI), ha concentrado la informacién dispersa en una
red sistematizada, con lo que es posible invertir el proceso de identificacion de las proteinas antigénicas a una estrate-
gia directa de vacunologia reversa.

Los retos actuales también incluyen el desarrollo de nuevas vacunas a partir de péptidos recombinantes y sintéticos,
derivados del analisis in silico de las secuencias de genes, en lo que un enfoque genémico, nos proporcionara una nue-
va perspectiva y una mejor maquinaria de analisis para el mejoramiento de antigenos existentes y el descubrimiento de
nuevas moléculas blanco para el desarrollo de vacunas contra las infestaciones por garrapatas, que nos ayuden a prote-
ger al ganado vacuno de las infestaciones, a mitigar el fendmeno de la resistencia a los acaricidas, a reducir el uso de
ixodicidas, a disminuir los decesos producidos por las enfermedades que transmiten y la contaminacién ambiental y
ademas, contribuir a la produccién de alimentos inocuos.

Palabras clave: Resistencia a acaricidas; Boophilus microplus; vacunas contra garrapatas

Abstract

Emergence of Genomic age has led research into the path for tick vaccine development. As a result, a large variety
of studies have been carried out in order to identify new target antigens for vaccine development. Computational analy-
sis have made this work easier, since bioinformatics tools and availability of public databases, such as National Center
for Biotechnology Information (NCBI), have help to spread out data into a systemic network, where it is possible to
reverse the process of antigenic protein identification, as an straightforward strategy of reverse vaccinology. Current
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challenges also includes new vaccine developments based on synthetic or recombinant peptides, derived from the in
silico analysis of gene sequences, Therefore, genomic approaches will provide a new perspective and a better screening
engine for improving existing antigens and discovering new targets for vaccine development. Vaccination of cattle in
order to prevent cattle tick infestations is a feasible and promising approach to protect animals against ticks and tick
borne diseases, as well as reduction of environmental pollution and production of safe food for human consumption.

Key words: Acaricide resistance; Boophilus microplus; Tick vaccines

Introduccion

Las enfermedades parasitarias representan un proble-
ma de importancia global en el contexto de un mercado
globalizado, debido a que la apertura comercial y los tra-
tados de libre comercio han traido como consecuencia la
libre exportacion e importacion de animales y productos
derivados de ellos y de manera concomitante, la libre cir-
culacion de patdgenos, mismos que afectan la salud ani-
mal y humana, afectando la inocuidad alimentaria (Food
and Agriculture Organization [FAO], 2003).

Los parasitos pueden ser internos (endoparasitos) 6
externos (ectoparasitos), por ahora, solo haremos referen-
cia a los ectoparasitos, especificamente a la garrapata Rhi-
picephalus microplus, debido a los recientes problemas de
resistencia multiple a los ixodicidas. Ante esta situacion,
los diferentes grupos de investigacion en México y en el
mundo, se han interesado en la busqueda de alternativas
tales como: los extractos de plantas con actividad ixodici-
da (Martinez, Rosario-Cruz, Castillo Herrera, Flores Fer-
nandez, Alvarez y Lugo Cervantez, 2011), proteinas re-
combinantes potencialmente utiles para el desarrollo de
vacunas que ofrezcan una alternativa para el control de las
infestaciones causadas por R. microplus (Prudencio, Ma-
rra, Cardoso y Goulart, 2010).

La buisqueda y el descubrimiento de nuevas proteinas
potencialmente ttiles para el desarrollo de vacunas recom-
binantes han sido el resultado del descubrimiento de nue-
vas tecnologias, asi como el nacimiento de nuevas areas
del conocimiento que se han desarrollado de manera para-
lela como la Bioinformatica y la genomica funcional
(Jensen, de Miranda Santos y Glass, 2007). En el caso
especifico de R. microplus, la integracion de estas areas
del conocimiento han permitido innovar y redescubrir
nuevas lineas de investigacion, asi como realizar grandes
avances en los enfoques de genética y vacunologia rever-
sa, lo cual ha facilitado el uso de los genomas de diversos
organismos con la finalidad de encontrar nuevas alternati-
vas utiles para el desarrollo de vacunas (Kongsuwan,
Josh, Zhu, Pearson, Gough y Colgrave, 2010).

Importancia de las garrapatas R. microplus

Las garrapatas son el grupo de vectores de patdogenos
mas importante que causan enfermedades a animales sal-
vajes y domésticos (de la Fuente, Estrada-Pena, Venzal,
Kocan y Sonenshine, 2008). Especificamente, la garrapata
del ganado vacuno R. microplus es endémica y dafia a la
produccién ganadera en las regiones tropicales y subtropi-
cales del mundo (Estrada-Pefia, Garcia y Sanchez, 2006).
Es la especie de mayor importancia econdémica y sanitaria
debido a su amplia distribucion, capacidad vectorial, sus
habitos hematofagos y la cantidad de bovinos que afectan
(Guerrero, Bendele, Chen, Li, Miller, Pleasance, Varhol,

Rousseau y Nene, 2007).

El control de las poblaciones de garrapatas y las enfer-
medades que transmiten en los paises con economias
emergentes de America Latina, es una necesidad imperante
debido a las millonarias pérdidas econéomicas que ocasio-
nan (de la Fuente et al., 2008). El uso de compuestos qui-
micos con efecto garrapaticida es la principal herramienta
disponible para el combate de las garrapatas (George,
Pound y Davey, 2004). Los garrapaticidas han sido utiliza-
dos de manera intensiva, esto combinado con la plasticidad
de los genomas de los acaros, ha conducido de manera
inevitable al desarrollo de la resistencia a las diferentes
familias de acaricidas (Rosario-Cruz, Almazan, Miller,
Dominguez-Garcia, Hernandez-Ortiz y de la Fuente,
2009), y en muchos de los casos a la aparicion de la resis-
tencia multiple, aunado al impacto ambiental producido
por la contaminacién del suelo, subsuelo y del manto frea-
tico, asi como el efecto sobre otras especies de artropodos
benéficos y la contaminacion de los productos como leche
y carne para consumo humano (Jongejan y Uilenberg,
2004).

El desarrollo de la seleccion de lineas de garrapatas
resistentes ha puesto de relieve la mayor inconveniencia
del uso indiscriminado y el uso de mezclas de acaricidas
(Rosario-Cruz et al. 2009). Como consecuencia, la vida
util de los productos en algunas regiones del norte de Mé¢-
xico se ha reducido a tal grado que ya no representan una
alternativa de control, por lo que nuevos enfoques han sido
utilizados para la busqueda de inmunédgenos potencialmen-
te utiles para el control de las poblaciones de R. microplus
(Almazan, Lagunes, Villar, Canales, Rosario-Cruz, Jonge-
jany de la Fuente, 2010).

Vacunas contra R. microplus

El desarrollo de vacunas durante la era pre-gendmica
estuvo basada en el uso de organismos muertos, vivos 6
atenuados y/6 el uso de proteinas sub-unitarias purificadas
a partir de extractos obtenidos de los organismos de interés
(Kay y Kemp, 1994).

Para desarrollar este tipo de vacunas es necesario un
paso critico, la identificacion y la purificacion de las pro-
teinas de interés. En este caso en particular se reconoce a
un antigeno como protector, siempre que al ser suministra-
do al huésped, sea capaz de inducir proteccion contra el
desafio subsecuente en contra del microorganismo, parasi-
to 6 plaga en cuestion (Willadsen, 2008).

El enfoque empirico para el desarrollo de vacunas
subunitarias incluye varios pasos: a) el cultivo del parasito,
microorganismo 6 plaga que se quiere controlar, b) El ana-
lisis y purificacion de sus componentes, c¢) la identificacion
de los antigenos que posean las caracteristicas inmunogé-
nicas requeridas para el desarrollo del producto y d) El
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desafio subsecuente con el agente infeccioso ¢ plaga con-
tra la cual se quiere elaborar la vacuna, en un modelo ani-
mal apropiado, para evaluar las caracteristicas inmunogé-
nicas de esta tecnologia (Mulenga, 2000; Willadsen,
2004).

Esta metodologia tiene dificultades inherentes al pro-
ceso de purificacion e identificacion de las fracciones que
poseen las caracteristicas antigénicas Optimas para el
desarrollo de la vacuna, y la disponibilidad del macro 6
microorganismo que se quiere controlar mediante esta
herramienta biotecnoloégica, ya que la produccion de la
vacuna se ve seriamente limitada cuando el organismo
blanco no se puede cultivar facilmente (Willadsen, 2008).
Existen otros inconvenientes que tienen que ver también
con la Biologia del organismo blanco, por ejemplo, en
algunos casos las proteinas mas abundantes no necesaria-
mente son inmunoprotectoras, ¢ es posible que los antige-
nos expresados durante la infeccion in vivo ¢ la infesta-
cién segun sea el caso, no sean las mismas que las que se
expresan durante el cultivo in vitro. El cultivo puede no
ser el caso de la garrapata R. microplus ya que en este
caso, la garrapata no se puede cultivar in vitro pero se
puede reproducir con relativa facilidad (Nuttall, Trimnell,
Kazimirova y Labuda, 2006).

La genética reversa y el desarrollo de vacunas recombi-
nantes

La era post-gendmica ha traido nuevos enfoques en la
investigacion y estudio de los genomas de organismos de
interés en diversas areas de la salud humana y veterinaria,
uno de estos nuevos enfoques es la vacunologia reversa, la
cual estd basada en la busqueda de genes depositados en
las bases de datos generadas por los grupos de investiga-
cion dedicados al desciframiento de los genomas de orga-
nismos diversos (Jensen et al., 2007; de la Fuente et al.,
2008).

La busqueda de nuevos antrigenos vacunales en la era
post-gendmica, comienza con la investigacion in silico de
la informacion del genoma del organismo de interés 6 de
genes especificos, a los cuales mediante el uso de progra-
mas bioinformaticos especializados se les puede asignar
desde la funcién putativa de la proteina hasta la prediccion
de las caracteristicas de las secuencias antigénicas poten-
cialmente utiles para el desarrollo de vacunas (Prudencio,
Marra, Cardoso y Goulart, 2009). Estas secuencias de
genes pueden ser analizadas para posteriormente ser am-
plificadas mediante técnicas de sintesis in vitro de acidos
nucleicos, comunmente conocidas como Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (Polymerase Chain Reaction
[PCR]). Los productos de amplificaciéon por PCR a partir
de plantillas de acidos nucleicos (DNA genémico 6
cDNA) provenientes del organismo de interés, pueden ser
clonados y expresados en vectores cuyas caracteristicas
pueden variar dependiendo del interés del estudio ¢ inves-
tigacion (Nijhof, Balk, Postigo y Jongejan, 2009). Este
enfoque denota las bondades del sistema en su conjunto,
ya que no se requiere hasta este punto, el mantenimiento
del organismo vivo, lo cual es ya un ahorro en términos
del tiempo y del trabajo invertido, aunque el éxito del
proceso, todavia depende de la exactitud con la que se
pueden predecir las caracteristicas del antigeno, lo cual
depende del algoritmo utilizado por el programa

(Andreotti, Pedroso, Caetano y Martins, 2008). Esto es un
problema, ya que algunas proteinas aun cuando comparten
las caracteristicas estructurales y biologicas, carecen de
una semejanza obvia en la secuencia y por esta razon el
descubrimiento de antigenos verdaderamente nuevos pue-
de frustrarse ya que la antigenicidad de una secuencia se
puede codificar de una manera tan sutil que puede no ser
identificada por la sola alineacion de la secuencia, debido a
esa carencia de semejanza con los antigenos de proceden-
cia conocida (Freemen, Davey, Kappmeyer, Kammlah y
Olafson, 2010). Este problema estan siendo subsanado por
el desarrollo de la bioinformatica y se han inventado nue-
vos algoritmos capaces de identificar y predecir cuales son
las regiones mas antigénicas codificadas en la secuencia de
un gen, con esta informacién se puede amplificar, clonar y
expresar solo la region de interés del gen, reduciendo sig-
nificativamente el tiempo que se dedicaria a la investiga-
cion, para identificar un antigeno nuevo.

Perspectivas del desarrollo de vacunas contra R. mi-
croplus

El desarrollo de vacunas contra las garrapatas que afec-
tan al ganado vacuno en las unidades de produccién orien-
tadas a la produccion de carne, leche y de doble propdsito,
se vislumbra como un método de control que promete, ser
una alternativa viable para mejorar la salud animal, abatir
la contaminacion ambiental y contribuir con la inocuidad
de los alimentos derivados de este tipo de unidades de pro-
duccion (Prudencio et al., 2010).

Historicamente el estudio de las proteinas de garrapatas
para desarrollar inmunodgenos, han sido los antigenos que
participan en la interfase hospedador-parasito y que actual-
mente estan siendo redescubiertos a partir del analisis de
los mapas protedmicos de la saliva (Zivkovic, Esteves,
Almazan, Daffre, Nijhof y Kocan, 2010). Sin embargo la
experiencia observada en la interaccion entre la garrapata y
su hospedador, no parece arrojar evidencias de proteccion
ya que las infestaciones naturales en condiciones de cam-
po, no inducen una respuesta inmune sélida, aun cuando se
infestan reiteradamente, hasta tres veces por afio durante
toda la vida del animal.

El desarrollo de vacunas que ha tenido mas éxito son
las vacunas que han sido derivadas de los intestinos de la
garrapata (de la Fuente et al., 2007), a partir de los cuales
se han analizado las proteinas ancladas a la membrana de
las células intestinales, los ejemplos clasicos son las vacu-
nas Tickgard producida en Australia (Odongo, Kamau,
Skilton, Mwaura, Nitsch, Musoke, Taracha, Daubenberger
y Bishop, 2009) y la vacuna Gavac producida en Cuba
(Vargas, Montero, Sanchez, Pérez, Valdés, Alfonso, Jo-
glar, Machado..., 2010) las cuales son elaboradas a partir
de los genes homologos de una cepa de R. microplus aus-
traliana y cubana respectivamente denominados como
BmS86, en Australia y Cuba y como Bm95 en Argentina
(de la Fuente et al., 2000; Canales, de la Lastra, Naranjo,
Nijhof, Hope, Jongejan y de la Fuente, 2008). A partir de
estas observaciones se publicaron diferentes grados de
susceptibilidad a la vacunacion asociados con las variacio-
nes en la secuencia del gen Bm86 (Kopp, Diaz, Amacker,
Odongo, Beier, Nitsch, Bishop y Daubenberger, 2009;
Canales, Almazan, Naranjo, Jongejan y de la Fuente,
2009).
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Conclusiones

Los resultados de los experimentos utilizando el gen
Bm95, sugirieron que era un antigeno universal que resol-
vi6 el problema de las poblaciones susceptibles y resisten-
tes a la vacunacion con el antigeno original, sin embargo
lo que es claro es que la diferencia realmente fue el uso de
un gen nativo local, ya que el alineamiento de la secuencia
del gen Bm95 con las secuencias de Bm86, demuestran
que se trata de una variante del mismo gen. De esto se
desprende la importancia de utilizar antigenos nativos
para mejorar la eficiencia de las vacunas contra infestacio-
nes por garrapatas, especialmente cuando se trata de vacu-
nas basadas en la secuencia de un solo gen.

La vacunologia reversa es el area del conocimiento
que mas ha contribuido al descubrimiento y la innovacion
de nuevos enfoques en la investigacion de nuevos antige-
nos vacunales para el control de las garrapatas que afectan
a la ganaderia bovina. Sin embargo, el conocimiento de
los genomas de garrapatas aun es limitado ya que en el
caso particular del genoma de R. microplus aun no se ha
completado y el acceso a los bancos de informaciéon se
limita a lo que se ha descifrado de manera parcial. Por
esta razon es necesario impulsar proyectos para descifrar
el genoma de las garrapatas ya que este tipo de avances en
la investigacion, impactara de manera directa el descubri-
miento de nuevos genes Utiles para el desarrollo de vacu-
nas recombinantes.

La integracion de la Bioinformatica, la Genética Mole-
cular y la Genomica Funcional han innovado y redescu-
bierto nuevas lineas de investigacion que han permitido
realizar grandes avances con base en la mineria de datos
mediante los enfoques de genética y vacunologia reversa,
lo cual ha permitido hacer uso de los genomas de diversos
organismos con la finalidad de desarrollar nuevos produc-
tos ttiles para el desarrollo de vacunas y de sistemas diag-
nostico.

El uso de la bioinformatica y la genémica nos permiti-
ra utilizar la secuencia de los genes que ya se encuentran
en las bases de datos para el desarrollo biotecnoldgico de
nuevas vacunas recombinantes, redisefiadas por ingenieria
genética, para el mejoramiento de las vacunas ya existen-
tes. La elaboracion de vacunas utilizando cepas nacionales
y/6 locales, establecera la diferencia de un excelente siste-
ma de control integrado en un futuro cercano.

El futuro en el campo del desarrollo de las vacunas
cada vez es mas corto, y los alcances de la tecnologia mo-
derna en el campo de la gendmica cada vez mayores, el
aterrizaje del conocimiento con respecto al desarrollo de
esta herramienta para el control de garrapatas estd muy
cerca de rendir frutos por la lista creciente de nuevos anti-
genos descubiertos, aunque el campo aun representa un
reto para la comunidad cientifica de México y del mundo.

El uso de vacunas contra las garrapatas se vislumbra
como un método de control que promete ser una alternati-
va factible para mejorar la salud animal, abatir la contami-
nacion ambiental, y promover la produccion de alimentos
inocuos con lo cual se contribuye al desarrollo de una
ganaderia sustentable, amigable con el ambiente y con la
salud humana.
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