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1 RESUMEN 

 

Rhipicephalus microplus (antes conocida como Boophilus microplus), ha sido combatida por 

más de 60 años en nuestro país mediante la aplicación de tratamientos garrapaticidas sobre el 

cuerpo de los bovinos, sin embargo, la aparición de garrapatas resistentes y multirresistentes a 

los distintos químicos es un problema creciente. Un Método alternativo para combatir a la 

garrapata es el inmunológico, tal es el caso de una vacuna comercial basado en antígeno del 

intestino medio de la garrapata denominado como Bm86. Esta vacuna ha sido probada en 

campo con un éxito aceptable. Sin embargo, variaciones en la secuencia de aminoácidos 

mayores al 3% en comparación con el antígeno vacunal, parecen afectar la efectividad de la 

misma. La que efectividad de esta vacuna parece estar sujeta a la prevalencia de los diferentes 

genotipos de Bm86 en las distintas regiones geográficas del mundo. No se conoce la 

variabilidad del gen Bm86 en México, tampoco se ha hecho un estudio sobre como estas 

variantes impactan en la antigenicidad de la molécula. Conocer dicha información, podría 

ayudar a proponer candidatos vacunales más específicos. En el presente trabajo aislamos y 

secuenciamos el gen Bm86 de ejemplares de R. microplus provenientes de 10 localidades 

distintas del país, las secuencias obtenidas fueron sometidas a análisis moleculares para 

identificar los haplotipos circulantes en México. Se encontraron un total de 64 haplotipos en un 

total de 125 secuencias mexicanas. Los promedios de identidad para dicha secuencia se 

mantuvieron entre 99 y 98.5% en sus cadenas de nucleótidos y aminoácidos respectivamente. 

Los porcentajes de divergencia en la cadena de aminoacidos entre la cepa vacunal de referencia 

Yeerongpilly y nuestros aislados, oscilo entre 3 y 7.4%, en tanto que, la comparación con 

secuencias reportadas para otras partes del mundo, los valores más bajos de divergencia con 

nuestras secuencias se observaron en los reportes texanos (1-2.2%).  Adicionalmente, en este 
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trabajo, desarrollamos un modelo de la teoría de las perturbaciones capaz predecir la propensión 

de un péptido de ser más, o menos antigénico después de una perturbación. Dicho modelo fue 

capaz de clasificar más de 26,112 casos de perturbaciones en péptidos provenientes de 14 

secuencias del estado de Colima, México. Posteriormente, el modelo se aplicó a las 125 

secuencias mexicanas.   El modelo tiene una sensibilidad del 71% y especificidad del 80% para 

las series de entrenamiento y validación respectivamente. Con este modelo se predijo el impacto 

en la inmunogenicidad de cada péptido debido a la variación de dichas secuencias, lo que nos 

permitió proponer 3 secuencias consenso que reúnen toda la información de los epítopos 

lineales para células B como los candidatos vacunales más específicos para México.  
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2 ABSTRACT 

 

Rhipicephalus microplus (formerly known as Boophilus microplus), has been combated by 

more than 60 years in our country. The most widely method used, has been the application 

acaricide treatments on the body of cattle. However, the emergence of acaricide resistance and 

multi-resistance ticks to different chemicals is a growing problem in our country. An alternative 

to fight the ticks is the immunological method, such is the case of the midgut antigen of the tick 

called Bm86. This commercial vaccine based on this antigen has been field tested with 

acceptable success. However, the effectiveness of this vaccine seems to depend on prevalence 

of the different genotypes of Bm86 in distinct geographical regions of the world. Ticks with 

variations in the Bm86 amino acid sequence greater than 3% in comparison with the vaccine 

antigen, are less sensitive to the vaccine. The variability of the Bm86 gene in Mexico is not 

known, nor has a study been carried out on how these variants impact on the antigenicity of the 

molecule. This information could help to propose more specific vaccine candidates. In the 

present work, we isolated and sequenced the Bm86 gene from R. microplus specimens from 10 

different localities of the country. The sequences obtained were analyzed to identify the 

circulating haplotypes in the country. A total of 64 haplotypes were found in a total of 125 

Mexican sequences, nucleotide and amino acid sequence identity means for the Bm86 were 

between 99 and 98.5% respectively. The percentages of divergence between the Yeerongpilly 

reference vaccine strain and our isolates, ranged between 3.1 and 7.4% in the amino acids 

sequence, while the lowest divergence values were observed between our sequences and the 

Texan reports (1-2.2%). Additionally, another task of this work was developing a model of 

perturbation theory capable of predicting the propensity of a peptide to be more or less antigenic 

after a disturbance. This model was able to classify more than 26112 cases of perturbations in 
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peptides from 14 sequences from the state of Colima, Mexico. Subsequently, the model was 

applied to the 125 Mexican sequences. The model has a sensitivity of 71% and specificity of 

80% for the training and validation series, respectively. We predicted with our model the impact 

on the immune response due to the variation of these sequences, which allowed us to propose 

3 consensus sequences that gather all the information of the linear epitopes for B cells as vaccine 

candidates more specific for Mexico.  
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3 INTRODUCCIÓN 

 

La garrapata Rhipicephalus microplus (anteriormente conocida como Boophilus  microplus) es 

considerada unos de los principales ectoparásitos del bovino en países tropicales y subtropicales 

de todo el mundo. De hecho, R. microplus ha sido combatida por más de 60 años en nuestro 

país por el programa federal “ACUERDO por el que se establece la Campaña Nacional para el 

control de la garrapata Boophilus spp.”, antes “Campaña nacional contra la garrapata Boophilus 

spp. (NORMA Oficial Mexicana NOM-019-ZOO-1994)”, debido al alto impacto económico 

negativo que la garrapata tiene sobre la ganadería bovina de carne y leche. Los esfuerzos de la 

campaña han sido sumamente importantes ya que han logrado mantener zonas libres y evitar 

hasta cierto punto la reproducción de la garrapata en zonas bajo control (Róger Iván Rodríguez-

Vivas et al., 2006), sin embargo, aproximadamente el 66% del territorio nacional se encuentra 

infestado por cepas de garrapatas R. microplus. El principal método de control utilizado por la 

campaña es la aplicación de productos químicos, sin embargo, en la actualidad el uso de 

garrapaticidas tiene una eficacia limitada debido a la aparición de garrapatas resistentes o 

multiresistentes a las distintas familias de químicos hasta ahora conocidos (Alonso-Díaz et al., 

2006). La resistencia de la garrapata a los garrapaticidas químicos, ha impulsado el desarrollo 

de vacunas para combatir al ectoparásito, este es el caso de una glicoproteína de las células 

epiteliales del intestino medio de la garrapata que en la década de los 80s fue caracterizada, 

secuenciada y denominada como Bm86 (Rand et al., 1989). El antígeno Bm86 ha demostrado 

ser una alternativa viable para combatir a la garrapata, y al mismo tiempo bloquear la trasmisión 

de enfermedades como la anaplasmosis y babesiosis que las garrapatas trasmiten a su 

hospedero. Diversos estudios han mostrado que existen variaciones en la secuencia de la 

proteína Bm86 en cepas presentes en diferentes partes del mundo con respecto a las secuencias 
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en las que se basan las vacunas comerciales, lo que representaría una posible explicación al 

rango de eficacia de la vacuna (Anbarasi et al., 2014; Freeman et al., 2010; Kaewmongkol et 

al., 2015). Una revisión de la efectividad de la vacuna a mediados de la primera década de este 

siglo mostró que el uso combinado de la vacuna y las sustancias químicas en baños inmersión 

redujo el uso de acaricida hasta en un 87% en Cuba, 100% en algunas regiones de Australia, 

67% en algunas regiones de México, 77% en Colombia y 50% en Brasil (Andreotti et al., 2008; 

de la Fuente et al., 2007; de La Fuente et al., 1999; Odongo et al., 2007). Hasta ahora no se ha 

estudiado el grado de diversidad en la secuencia del gen Bm86 en México, por lo que se decidió 

evaluar el grado de polimorfismo y la estructuración geográfica de los haplotipos circulantes. 

Por lo que para este estudio se aisló y secuenció el gen Bm86 de ejemplares de garrapata R. 

microplus colectadas en 10 distintas localidades de México. 

 

En los últimos años, se han desarrollado modelos de Teoría de Perturbación para predecir los 

cambios en la actividad de epítopos de células B después de múltiples 

variaciones/perturbaciones en sus secuencias péptidicas además de las variaciones en las 

distintas condiciones experimentales en las que estos fueron probados como antigénicos. Existe 

una gran cantidad de información disponible en bases de datos públicas (Immune Epitope 

Database and Analysis Resource, IEDB http://www.iedb.org/) que puede ser de gran 

importancia para el diseño de vacunas y la predicción de péptidos. Dado que la eficacia de la 

vacuna parece depender de las variaciones alélicas del gen Bm86 (Freeman et al., 2010; García-

García et al., 1999; Kaewmongkol et al., 2015; Lima et al., 2000; Sossai et al., 2005), se decidió 

desarrollar un modelo que pudiera predecir: 1) El impacto en la respuesta inmunológica debida 

a la variación de dichas secuencias y 2) La capacidad de un péptido de comportarse como un 

epítopo de células B. basados en esta información, propusimos candidatos vacunales 

http://www.iedb.org/
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hipotéticamente más específicos para combatir a los genotipos Bm86 de la garrapata R. 

microplus de México. 
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4 MARCO TEÓRICO 

 

4.1 La garrapata del ganado bovino. 

4.1.1 Generalidades de la garrapata 

Las garrapatas son arácnidos, sistemáticamente próximas a las arañas, pero sobre todo a los 

ácaros, representan después de los mosquitos el segundo vector transmisor de enfermedades a 

humanos y animales, transmitiendo bacterias, protozoarios y virus. Son ectoparásitos 

hematófagos obligados ya que requieren de ingerir sangre de sus hospedadores  para completar 

su desarrollo, su ciclo de vida es complejo presentando dos principales fases: Fase parasitaria 

que puede ocurrir sobre un mismo hospedador o tener dos o tres diferentes, según la especie 

que se trate, en esta fase se alimentan de sangre al penetrar la piel de su huésped con ayuda de 

sus piezas bucales, Fase de vida libre que incluye el periodo de ovoposición y etapas entre 

mudas (Botello et al., 2011; Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006; Walker et al., 2003).  

 

Cada hembra de garrapata puede poner entre 3 y 4 mil huevos, esto sucede una vez que se ha 

dejado caer del hospedador preferentemente en pastizales. Durante su ciclo biológico, todas las 

garrapatas cursan cuatro estadios de maduración: huevo, larva, ninfa y adulto (Figura 1). Las 

garrapatas en su fase parasítica representan un problema sanitario para sus hospedadores, ya 

que es reservorio potencial de agentes infecciosos que pueden desencadenar en el hospedero 

alguna enfermedad en cuestión de días o semanas (Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006).  

 

 



Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 19 

 

Figura 1.- Ciclo de vida la garrapata de un solo hospedero. En la imagen se puede observar el ciclo de vida de 

R. microplus, incluyendo su fase parasítica con el bovino como su principal hospedero y su fase no parasítica 

(Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006). 

 

Las garrapatas, causan perdidas a la ganadería bovina, ya que afectan la ganancia de peso de 

los animales y la producción de leche, además reducen la fertilidad del ganado y provocan 

tiempos más prolongados de engorda, dichos daños pueden ser clasificados en directos o 

indirectos: Daños directos: lesiones y deterioro a las pieles por la acción de las piezas bucales 

de la garrapata; Efectos tóxicos debido a las enzimas y neurotoxinas presentes en la saliva que 

contribuyen a inhibir el apetito y la inmunidad del animal; Anemia y debilitamiento debido a la 

succión de sangre por parte del parásito (Nuttall et al., 2006; Zivkovic et al., 2010). Daños 

indirectos: desencadenados principalmente por la acción de agentes patógenos de suma 

importancia sanitaria trasmitidos por la garrapata R. microplus como: Babesia bovis, Babesia 

bigemina y Anaplasma marginale (Domínguez-García et al., 2010; Olaya Escobedo, 2007; 

Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006). 
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4.1.2 Distribución de la garrapata  

La garrapata pude encontrarse en las regiones tropicales y subtropicales de todo el mundo. Se 

han adaptado con éxito a la mayoría de los nichos terrestres, sin embargo, factores 

medioambientales como la altura (nivel del mar hasta los 2600msnm) temperatura (22-28ºC) y 

la humedad relativa (80%) son determinantes en la distribución de las especies. Otros factores 

que considerar para la sobrevivencia de la garrapata son la presencia o ausencia de hospederos 

y vegetación, además de las prácticas de control y erradicación. En el caso específico de la 

garrapata R. microplus, es importante considerar que la presencia en zonas ganaderas de dicha 

garrapata podría deberse principalmente a los trasportes comerciales de ganado. La migración 

rutinaria de los animales silvestres en algunas regiones geográficas es un factor no menos 

importante ya que estos podrían estar participando en la distribución de la garrapata, lo que a 

su vez hace difícil su control ya que es prácticamente imposible capturar a las poblaciones de 

fauna silvestre para tratarlos por métodos químicos (Freeman et al., 2010; Róger Iván 

Rodríguez-Vivas et al., 2006).  

 

4.1.3 Especies a las que afecta la garrapata 

Las garrapatas pueden parasitar al hombre y a todos los animales vertebrados de sangre caliente, 

domésticos como: caballos, burros, cabras ovejas, cerdos, perros; además de animales silvestres 

como ciervos y búfalos. 

 

4.1.4 Las garrapatas en México 

En México existen alrededor de 82 especies de garrapatas que afectan a los vertebrados 

domésticos, silvestres y al hombre. Las especies que se asocian al ganado bovino son los 

géneros Boophilus, Amblyomma y Rhipicephalus, sin embargo, la especie de mayor 

importancia para la ganadería bovina en nuestro país es Rhipicephalus microplus 
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(anteriormente conocida como Boophilus microplus), (Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 

2006; SAGARPA et al., 2013). 

 

4.1.5 Breve consideración taxonómica de la garrapata 

Aproximadamente 899 especies de garrapatas han sido descritas en el mundo, todas ellas se 

agrupan en el suborden Ixodoidea, este da origen a tres familias (Ver Figura 2): Ixodidae a 

menudo llamadas garrapatas duras por la presencia de placas duras en su cuerpo, Argasidae 

llamadas garrapatas blandas debido a la ausencia de estas placas y Nuttalliellidae que comparte 

varias características de las familias anteriores, vive en África y está representada por el género 

mono-específico Nuttalliella namaque (Bazán Tene, 2002; Dwight, 2011; Róger Iván 

Rodríguez-Vivas et al., 2006). 

 

 

Figura 2.- Taxonomía de la garrapata. Se puede observar los niveles taxonómicos de la garrapata, además de 

ejemplares de las familias: A Ixodidae o garrapatas duras; B Argasidae o garrapatas blandas; C género mono-

específico Nuttalliellidae; Tomado de www.unl.edu.ar/santafe/museocn.htm.  

 

 

 

http://www.unl.edu.ar/santafe/museocn.htm


Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 22 

4.1.6 Morfología de la familia Ixodidae 

Las garrapatas se pueden diferenciar morfológicamente hablando entre las fases de su ciclo de 

vida; por ejemplo, la larva presenta tres pares de patas mientras que en las fases ninfa y adulta 

se observan cuatro pares de patas, se pueden diferenciar también entre familia, género y 

especies, para fines prácticos de este trabajo nos dirigiremos a la familia Ixodidae. La familia 

Ixodidae, son las denominadas garrapatas duras, se caracterizan por tener un cuerpo 

redondeado, aplanado en estado de ayuno y globular cuando están repletas, pueden alcanzar 

dimensiones entre 1-12mm de longitud, presentan cuatro pares de patas con seis segmentos, su 

color puede variar de amarillento a café obscuro según la cantidad de sangre que ha ingerido 

(Alonso-Díaz et al., 2006; Domínguez-García et al., 2010). En su parte dorsal cuentan con la 

presencia de una gran placa esclerotizada. Las piezas bucales, están separadas del idiosoma y 

su posición es anterior a diferencia de argásidos que se encuentran en la cara ventral. Presentan 

dimorfismo sexual, se puede reconocer al macho por la presencia de un escudo dorsal 

quitinizado que lo cubre casi por completo, en las hembras dicho escudo dorsal se limita a la 

mitad anterior, además, el macho de menor tamaño que la hembra (Walker et al., 2003). Un 

esquema más completo de las características morfológicas de la familia Ixodidae, se muestra 

en la Figura 3.   
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Figura 3.- Características morfológicas de la familia Ixodidae. Se puede observar un esquema representativo 

con las características morfológicas para la familia Ixodidae del macho y la hembra. 1.- Hipostoma, 2.- Dientes, 

3.- Queliceros, 4.- Pedipalpos, 5.- Prosoma, 6.- Gnatosoma, 7.- Areas porosas, 8.- Escudo, 9.- Ocelos, 10.- Proceso 

caudal, 11.- Placas adanales, 12.- Placas accesorias, 13.- Peritrema, 14.- Orificio anal, 15.- Orificio genital, 16.- 

Coxas, 17.- Trocánter, 18.- Fémur, 19.- Tibia, 20.- Pretarso,  21.- Tarso, 22.- Idiosoma, 23.- Festones, 24.- 

Mamelones. Modificada de Walker (2003).    

 

4.1.7 La garrapata R. microplus 

R. microplus es considerada la garrapata más importante del ganado bovino en los países 

tropicales y subtropicales de todo el mundo, se ha extendido desde su origen en el subcontinente 

indio, a las principales áreas ganaderas como el nordeste de Australia, el sudeste de África, el 

caribe, México, varios países de América central, etc. En nuestro país R. microplus es uno de 
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los parásitos de mayor importancia, ya que causan pérdidas importantes a la ganadería 

mexicana, R. microplus actúan como reservorio del protozoario Babesia spp., y la bacteria 

Anaplasma spp. (Domínguez-García et al., 2010). La garrapata R. microplus adulta, poseen un 

capitulum o prosoma corto y derecho, la hembra es considerablemente más grande que el 

macho, el cuerpo tiene forma entre ovalada y el escudo dorsal es ovalado ancho en la porción 

anterior y delgado en la posterior, las patas son de color amarillo y carecen de festones y 

ornamentos (Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006), Figura 4.  

 

 
Figura 4.- Ejemplares de la garrapata R. microplus. Se puede observar ejemplares vivos, aparentemente sin 

alimentar de la hembra (izquierda) y el macho (derecha) de R. microplus. Tomada de 

http://enfermedades1987.blogspot.mx/2010/11/parasitos.html. 

 

4.2 Control de la garrapata R. microplus en México.  

4.2.1 Impacto económico de la garrapata R. microplus a la ganadería mexicana 

La importancia para combatir a R. microplus, radica en el impacto económico negativo. Se 

estima que en México las garrapatas y las enfermedades que trasmiten producen perdidas a la 

ganadería por aproximadamente 48 millones de dólares (USD) anuales (Rosario-Cruz et al., 

2009). Adicionalmente, el presupuesto asignado a la campaña para el control de la garrapata, 

http://enfermedades1987.blogspot.mx/2010/11/parasitos.html
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según la información hasta ahora disponible entre los años 2007-2015, oscila entre los 25 a 45 

millones de pesos (SAGARPA and SENASICA, 2015). Adicionalmente, existe además un 

problema latente que afectan los tratados comerciales con Estados Unidos de Norte América, 

el principal socio comercial de México, ya que México exporta cerca de 1.3 millones de cabezas 

de animales en pie a los EE. UU, lo que genera divisas que fluctúan entre los 500 y 700 millones 

de dólares por año (Domínguez-García et al., 2010; Rosario-Cruz et al., 2009). Existe siempre 

el riesgo del cierre de la frontera debido a las infestaciones de garrapata en el ganado mexicano 

de exportación que representa un factor de riesgo para la ganadería de aquel país (Freeman et 

al., 2010; Skaggs et al., 2004). 

 

4.2.2 La campaña nacional contra R. microplus en México  

El control de la garrapata R. microplus, se inició en la segunda década del siglo XX, Cuando 

en los estados de Chihuahua (1927) y Sonora (1928), se llevaron a cabo acciones aisladas para 

combatir al ectoparásito. Fue hasta 1960 que el estado de Sonora inicio la campaña en forma 

técnica e intensiva, para 1969 la entonces Secretaría de Agricultura y Ganadería (SAG), 

instituyo un programa de carácter federal, dirigido a ganaderos, lo que hasta entonces significó 

el inicio de un proceso más eficaz y exitoso. A finales de 1975 el entonces Fideicomiso 

Campaña Nacional contra la Garrapata logró la canalización de créditos al campo con el fin de 

construir baños de inmersión, la distribución de ixodicidas y la construcción del Centro 

Nacional de Parasitología Animal. Como resultado de la extinción del Fideicomiso en    1984 

las estrategias de la campaña fueron modificadas quedando la operatividad técnica y 

administrativa a cargo de la Dirección de Salud Animal dependiente de la Dirección General 

de Sanidad y Protección Agropecuaria y Forestal de la Secretaría de Agricultura y Recursos 

Hidráulicos (SARH). Hoy día el control de R. microplus se realiza de forma individualizada 

por los productores, con la participación de los gobiernos estatales y federales, las asociaciones 
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de productores ganaderos, a través de la Secretaría de Agricultura, Ganadería, Desarrollo Rural, 

Pesca y Alimentación y del Servicio Nacional de Sanidad, Inocuidad, y Calidad 

Agroalimentaria (SAGARPA-SENASICA). R. microplus ha sido combatida por más de 60 años 

en nuestro país por el “ACUERDO por el que se establece la Campaña Nacional para el control 

de la garrapata Boophilus spp.”, antes “Campaña nacional contra la garrapata Boophilus spp. 

(NORMA Oficial Mexicana NOM-019-ZOO-1994)”. Los esfuerzos de la campaña han sido de 

suma importancia, ya que han logrado mantener zonas libres y limitar hasta cierto punto la 

reproducción de la garrapata en las zonas bajo control (Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 

2006), ver Figura 5. 

 
Figura 5.- Situación actual del control de la garrapata R. microplus. Se puede observar en el mapa de la 

República Mexicana la superficie considerada como libre de R. microplus que comprende aproximadamente el 

30.60% del territorio nacional, la superficie en fase de erradicación que comprende aproximadamente el 3.44% y 

la superficie en fase de control que corresponde aproximadamente al 65.96% del territorio nacional. Tomada de 

https://www.gob.mx/senasica/documentos/situacion-actual-del-control-de-la-garrapata-boophilus-spp. 

 

https://www.gob.mx/senasica/documentos/situacion-actual-del-control-de-la-garrapata-boophilus-spp
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4.2.3 El control químico 

El control químico, consiste en romper el ciclo biológico de la garrapata por la aplicación de 

tratamientos con garrapaticidas (Rodríguez-Vivas et al., 2006). Hasta ahora en México el 

método más eficiente para combatir a la garrapata es la aplicación de productos químicos a una 

frecuencia de tratamientos variable dependiendo la intensidad de la carga parasitaria en el 

ganado bovino.   

 

La similitud en la estructura química de los garrapaticidas da origen a la agrupación de los 

químicos en familias. Las familias de productos químicos y productos químicos autorizados 

para emplearse en México son: organofosforados (OFs), piretroides sintéticos (PS), Amitraz 

(Am), fenilpirazolonas, inhibidores del desarrollo y lactonas macrocíclicas (MLs) (Taylor, 

2001). Los métodos más comunes para la aplicación de los productos químicos son los baños 

garrapaticidas o la aplicación en forma de aerosol, por ello la presentación de los productos 

incluyen líquidos diluibles en agua, los emulsificables o los polvos humectables que faciliten 

el baño completo de los bovinos, la aplicación en forma de aerosol o el derrame dorsal (Pedroso 

et al., 2007; R. I. Rodríguez-Vivas et al., 2014; Rodriguez-Vivas et al., 2014).  

 

4.2.4 Desarrollo de resistencia a los garrapaticidas químicos.   

Casi todo el siglo pasado, la investigación dirigió sus esfuerzos al desarrollo de estrategias de 

control y erradicación a través de insecticidas, ya fuera solos o en combinación con otros 

métodos tradicionales de control, pero tan solo lograron un éxito parcial. El desarrollo de 

resistencia en las poblaciones de garrapatas es un proceso de selección génica. La base del 

desarrollo de la resistencia es que, luego de la introducción de algún tipo de químico, al usarse 

este de manera intensiva ocasiona una fuerte presión de selección en un plazo variable de 

tiempo, dicha presión de selección elimina a los individuos susceptibles, los individuos 



Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 28 

resistentes sobreviven, se reproducen y las características genéticas que les confieren resistencia 

son heredados, dando origen a una nueva generación de individuos también resistentes (Figura 

6), es de esta forma, que de manera gradual aparecen dentro de las poblaciones tratadas 

garrapatas resistentes  o multiresistentes a los distintos químicos usados (Kunz and Kemp, 

1994; Cruz et al., 2010). El problema parece hasta ahora no tener solución, ya que cada vez que 

se desarrolla un nuevo químico, después de un lapso de tiempo, se detectan casos de resistencia 

(Rosario-Cruz et al., 2009). Esto ha ocasionado que los programas de control y erradicación 

incrementen considerablemente sus costos y aumenten las poblaciones de garrapatas que 

amenazan la estabilidad de la ganadería mexicana.  

 

 
Figura 6.- Esquema representativo de desarrollo de la resistencia a los garrapaticidas. Tomada de (Cruz et 

al., 2010). 

 

4.2.5 Mecanismos de resistencia 

Se reconoce que las garrapatas han desarrollado mecanismos de defensa a los garrapaticidas 

químicos por: 1.- Modificación del comportamiento para evitar el contacto con el insecticida; 

2.- Resistencia a la penetración del químico por modificación del exoesqueleto; 3.-

Modificación del sitio blanco que se da por la mutación genética en el sitio blanco del 



Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 29 

garrapaticida, evitando así el efecto toxico del ingrediente activo del producto químico; 4.- 

Resistencia metabólica por detoxificación del químico, mediado por enzimas que degradan y/o 

secuestran a las moléculas de los garrapaticidas. 

 

4.2.7 Desarrollo de resistencia a los garrapaticidas disponibles en México 

Los esfuerzos del “ACUERDO por el que se establece la Campaña Nacional para el control de 

la garrapata Boophilus spp.”, han sido sumamente importantes ya que han logrado mantener 

zonas libres y evitar hasta cierto punto la reproducción de la garrapata en zonas bajo control 

(Ver Figura 5), sin embargo en las últimas décadas debido al uso intensivo de los distintos 

garrapaticidas, R. microplus ha desarrollado resistencia a todas las principales clases de 

acaricidas, este es un grave problema para el control de la garrapata, ya que la disponibilidad 

de nuevos antiparasitarios es cada vez más escasa debido a que el desarrollo de nuevos 

acaricidas es un proceso costoso y prolongado (Alonso-Díaz et al., 2006). 

 

Los garrapaticidas OPs se usaron ampliamente en México entre 1974 y 1984, la resistencia por 

parte de las garrapatas a los OPs fue detectada aproximadamente en 1986, en este mismo año 

se introdujeron los PS y el Am, en el año 1993 surgieron los primeros casos de resistencia a PS 

(Pérez-Cogollo et al., 2010). En lo que respecta al uso del Am en un principio era limitado 

debido al costo elevado, pero tras detectar la resistencia a PS se intensificó su uso, los primeros 

casos de resistencia al Am en México, se confirmaron en el año 2001 en un rancho en el estado 

de Tabasco (Rodríguez-Vivas et al., 2006; Fernández-Salas, Rodríguez-Vivas and Alonso-

Díaz, 2012; Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2014). Más recientemente en el año 2008 se 

informó del primer caso de resistencia al finopril en el norte del país (Miller et al., 2008). En la 

década de los 80s las MLs o endectosidas comenzaron a comercializarse mostrando una 

excelente actividad frente a ectoparásitos y nematodos (Graf et al., 2004; Lovis et al., 2013; 
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Pérez-Cogollo et al., 2010), sin embargo, diferentes niveles de resistencia por parte de R. 

microplus a la Ivermectina se detectaron por primera vez en el año 2010 en tres granjas de 

ganado en el estado de Yucatán (A. Fernández-Salas et al., 2012; Pérez-Cogollo et al., 2010; 

R. I. Rodríguez-Vivas et al., 2014; Rodríguez-Vivas et al., 2014; Rodríguez-Vivas et al., 2010). 

 

4.3 El método inmunológico para combatir a la garrapata 

4.3.1 Evidencia de la factibilidad del método inmunológico  

Existe abundante evidencia de los distintos mecanismos de resistencia de la garrapata a los 

acaricidas y del desarrollo de resistencia por parte del ectoparásito a las distintas familias de 

químicos, por lo que se han buscado métodos alternativos para combatir a la garrapata, este es 

el caso del método inmunológico. La factibilidad de controlar la infestación de garrapatas por 

el método inmunológico fue demostrada por primera vez por Allen y Humphreys (Allen and 

Humphreys, 1979) quienes demostraron la eficacia de la vacunación con extractos crudos de 

garrapatas, la identificación de los antígenos responsables de esta eficacia se dio a través de una 

serie compleja de fracciones proteicas, vacunación y evaluación de la respuesta antigénica. 

(Rand et al., 1989; Willadsen, 2004). Fruto de estas investigaciones, en la segunda mitad de la 

década de los 80s, una glicoproteína situada en la superficie luminal de la membrana plasmática 

de las células epiteliales del intestino de la garrapata fue caracterizada, secuenciada y 

denominada como Bm86 (Rand et al., 1989; Róger Iván Rodríguez-Vivas et al., 2006). Esta 

molécula ha sido usada in diversos estudios en los que ha sido capaz de estimular una respuesta 

inmune que protege a los bovinos contra la posterior infestación (Andreotti, 2006; Canales et 

al., 1997; de la Fuente et al., 1998; García-García et al., 2000; Willadsen et al., 1995, 1992).   
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4.3.2 Vacunas comerciales basadas en el antígeno recombinante Bm86 

Posterior al descubrimiento del antígeno Bm86, dos vacunas recombinantes (TickGARD y 

Gavac, Ver Figura 7) fueron desarrolladas y registradas: “La vacuna comercial TickGARD y 

posteriormente TickGARDplus” desarrollada por la Organización de Investigación Científica e 

Industrial del Commonwealth (CSIRO) en colaboración con Biotech Australia y lanzada a 

mercado en Australia en el año de1994 por Hoechst Animal Health. Por diversos factores 

comerciales y empresariales, TickGARD desapareció del mercado, sin embargo, después de 

varios años fue reintroducida y vendida por un corto periodo de tiempo por Intervet Australia 

Pty. Ltd. (Bendigo, Australia) específicamente a la industria láctea (Andreotti, 2006; Andreotti 

et al., 2008; G. S. Cobon et al., 1997; Cunha et al., 2011; Odongo et al., 2007); “La vacuna 

comercial Gavac y la posterior Gavacplus” desarrollada en la Habana Cuba, por el Centro de 

Ingeniería Genética y Biotecnología y lanzada a mercado en 1993 por la empresa Heber Biotec 

(Figura 7). Gavac se ha comercializado en varios países de América Latina, en el caso 

específico de nuestro país, Gavac fue lanzada al mercado mexicano en 1997 por Revetmex S.A. 

de C.V (Canales et al., 1997; Rodríguez Valle et al., 2001; Hassan et al., 2007; Vargas et al., 

2010).  

 

 
Figura 7.- Vacunas comerciales en base al antígeno Bm86. Se puede observar las presentaciones comerciales 

de las vacunas: TickGARDplus lanzada a mercado en Australia en el año de1994 por Hoechst Animal Health (A) 

y Gavac lanzada a mercado en 1993 por la empresa Heber Biotec y posteriormente comercializada en México 

desde 1997 por Revetmex S.A. de C.V. 
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4.3.3 Mecanismo de acción de las vacunas Bm86 

Las vacunas que contienen el antígeno Bm86, actúan a través de anticuerpos anti-Bm86 con la 

posible participación del complemento y otros mecanismos efectores, esta respuesta del 

huésped a la vacunación lisa las células epiteliales del intestino de la garrapata resultando en la 

reducción en el número de garrapatas que completan su ciclo de vida y en su fertilidad 

(Rodríguez et al., 1994). Este principio para la inmunidad en el control de las infestaciones de 

garrapatas se basa en una respuesta de anticuerpos policlonales contra el antígeno objetivo, por 

lo que debería ser más difícil desarrollar resistencia por parte de las poblaciones de garrapatas 

(G. Cobon et al., 1997; Rodríguez et al., 1994). 

 

4.3.4 La molécula Bm86 

Bm86 es una glicoproteína que fue originalmente aislada por Willadsen y colaboradores en 

1989 (Willadsen et al., 1989) a partir de células epiteliales del intestino medio de la garrapata. 

La cadena traducida codifica para una molécula de 650 aminoácidos y un peso molecular 

predicho de aproximadamente 80 kDa. En lo que respecta al procesamiento de la molécula, se 

reconocen tres sitios de función: 1.- El péptido señal N-Terminal (1-19aa) que es la cadena que 

aparece primero cuando se sintetiza la cadena de polipéptidos y contiene la información sobre 

la eficiencia de secreción, ruta y destino de la proteína, 2.- El antígeno o glicoproteína Bm86 

(20-627aa) que es propiamente la cadena polipeptídica de la proteína madura después del 

procesamiento, 3.-  Un propéptido (628-650aa), que es la parte de la proteína que se escinde 

durante la maduración o activación. Se sabe que la proteína madura contiene una región 

transmembrana hidrofóbica que abarca 23aa ubicada en la región del extremo C-terminal, el 

resto de la proteína presenta un alto potencial hidrofílico. La secuencia contiene también 7 

dominios de tipo EGF (Epithelial Growth Factor) o factor de crecimiento epitelial 

(Azhahianambi et al., 2009). Se sabe que el antígeno Bm86 es una glicoproteína de las células 
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epiteliales del intestino medio de las garrapatas, se presume que es muy plegada y que está 

relacionada con los procesos de endocitosis en las células del intestino. El antígeno está presente 

desde la fase de huevos, hasta la fase adulta (Willadsen, 2004; Willadsen et al., 1989). La 

proteína Bm86 está extensamente glicosilada, lo cual, en su estado natural induce una respuesta 

fuerte de anticuerpos si esta se usa como antígeno (Willadsen, 2004).  

 

4.3.5 Polimorfismo del gen Bm86 

Las vacunas desarrolladas en Australia y Cuba basadas en el antígeno recombinante Bm86 

tienen una eficacia variable de acuerdo con la región geográfica donde se usa, una posible 

explicación de esta inconsistencia en la eficacia podría ser el polimorfismo alélico que se deriva 

en cambios entre la secuencia de aminoácidos del antígeno Bm86 vacunal y la Bm86 nativa 

que se esté expresando en las garrapatas en alguna región en particular.   En el pasado se ha 

demostrado que variaciones superiores del 2.8% en la secuencia de aminoácidos son suficientes 

para reducir la eficacia en la vacuna. (G. Cobon et al., 1997; García-García et al., 1999; 

Kaewmongkol et al., 2015; Rodríguez et al., 1994; Willadsen et al., 1995). Es natural pensar 

que las variaciones genéticas se vean reflejadas en distintos haplotipos en distintas regiones 

geográficas, que permite generar un modelo de islas geográficas en el que cada población 

diverge al mismo tiempo en lugares separados, lo que permite que el polimorfismo del gen en 

cuestión muestre una estructura geoespacial. De ahí que las vacunas con base en el antígeno 

Bm86 hayan sido utilizadas con éxito en países como Cuba y Australia, siendo este último país 

de donde fue originalmente aislado el antígeno, pero que haya tenido un éxito 

considerablemente menor en otras regiones geográficas, presumiblemente debido a una 

reducida eficacia de la vacuna derivado del polimorfismo genético geoespacial de R. microplus 

(G. S. Cobon et al., 1997; de la Fuente et al., 2007; Valle et al., 2004; Vargas et al., 2010). 
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Se ha reportado variabilidad genética entre secuencias del gen Bm86 de distintas partes del 

mundo, sin embargo, hasta ahora solo dos trabajos han reportado la variación de Bm86 en 

regiones geográficas concretas. Fremman y colaboradores (Freeman et al., 2010), reportaron 

27 aislamientos del sur de Texas. Los reportes aislados fueron separados en 12 grupos distintos 

o haplogrupos basados en la identidad de la secuencia de aminoácidos; Kaewmongkol y 

colaboradores (Kaewmongkol et al., 2015) recolectaron muestras de 13 localidades del norte, 

noreste, centro y sur de Tailandia, 29 secuencias fueron evaluadas para determinar la 

variabilidad del gen en ese país, en dicho estudio, según el autor, el análisis filogenético revelo 

patrones geográficos entre las secuencias Bm86 de Tailandia. 

 

4.3.6 Predicción de epítopos lineales de células B  

Los epítopos de linfocitos B pueden ser definidos como clusters de aminoácidos accesibles que 

son reconocidos por anticuerpos secretados o receptores en linfocitos B o T y que son capaces 

de producir una respuesta inmune humoral o celular (Getzoff et al., 1988; Larsen et al., 2006). 

Actualmente la predicción de epítopos lineales de células B, es una técnica computacional usada 

como parte del proceso del diseño de vacunas, en el diagnóstico de enfermedades y la 

investigación de alergias. Los métodos experimentales de laboratorio demandan gran cantidad 

de tiempo y de recursos económicos, lo que hace la labor del desarrollo de vacunas un proceso 

lento y costoso. Una alternativa que puede contribuir a reducir dichos costos es el uso de 

métodos in silico enfocados a la predicción de epítopos lineales de células B y la antigenicidad 

de dichas secuencias ahorrando así, tiempo y recursos.  

 

El método de escala de propensión es la técnica mayormente utilizada en la predicción de 

epítopos lineales de células B, este método asigna un valor de propensión para cada aminoácido 

en la secuencia en cuestión, basándose en estudios sobre sus propiedades fisicoquímicas. Las 
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fluctuaciones en los valores de predicción de la secuencia son reducidas por la aplicación de 

modelos estadísticos (Larsen et al., 2006). 

 

Se han desarrollado varios métodos computacionales para predecir epítopos lineales de células 

B: a manera de ejemplo se describen a continuación una selección de ellos: BepiPred se basa 

en la combinación de dos métodos; las predicciones de modelo oculto de Markova y la escala 

de propensión de Parker. Este método asigna un valor a cada aminoácido en la cadena completa 

en cuestión, dependiendo de los parámetros de treshold en el que los valores de sensibilidad 

(verdaderos positivos) y especificidad (verdaderos negativos) pueden ser modificados. 

Disponible en línea en http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/. Hopp and Woods, asigna un 

valor numérico (hidrofilicidad) a cada aminoácido de la secuencia. Se muestran los valores en 

una gráfica, los valores positivos resaltan los péptidos en la secuencia con mayor tendencia a 

ser hidrofílicos, mientras que los valores negativos describen los péptidos con predicción a ser 

hidrofóbicos (Hopp and Woods, 1981), disponible en línea en https://web.expasy.org/protscale/. 

SVMTriP utiliza la máquina de vectores de soporte para integrar a la información la similitud y 

la propensión de los llamados tripéptidos, disponible en línea en   

http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php. 

 

Sin embargo, el avance en la investigación inmunológica efectiva exige un rendimiento más 

robusto de los métodos de predicción que lo que los algoritmos actuales podrían proporcionar. 

En estudios recientes se ha propuesto el método de la teoría de las perturbaciones y máquina de 

aprendizaje o Perturbation Theory and Machine Learning (PTML), para predecir cambios en la 

actividad de un epítopo de células B, después de múltiples variaciones (Perturbaciones). Con 

estos modelos es posible tomar en cuenta las perturbaciones que pueden ocurrir por la variación 

en la secuencia de un péptido conocido y/o variaciones en las condiciones experimentales del 

http://www.cbs.dtu.dk/services/BepiPred/
https://web.expasy.org/protscale/
http://sysbio.unl.edu/SVMTriP/prediction.php
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ensayo en las que es probado el epítopo (González-Diaz et al., 2014; Vázquez-Prieto et al., 

2016). 
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5 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

 

Según la Campaña Nacional para el control de la garrapata, la superficie libre comprende 

599,367.84 km2, y representa el 30.60% del territorio nacional; la superficie en fase de 

erradicación abarca 67,472.76 km2, y representa el 3.44%; La superficie en fase de control 

comprende 1, 292, 407.02 km2, y representa 65.96% por lo que gran parte del territorio nacional 

se encuentra infestado de garrapatas. Dicha campaña no ha tenido el éxito deseado porque en 

México se han detectado poblaciones de garrapatas resistentes a prácticamente todos los 

ixodicidas. Un problema adicional que genera el uso de garrapaticidas químicos es la 

contaminación del medio ambiente y de los productos derivados de los bovinos como la carne 

y la leche, por lo que una estrategia de control de estos ectoparásitos con el estado actual del 

conocimiento debería incluir el uso de vacunas contra garrapata. La vacuna Gavac está 

disponible en nuestro país desde el año 1997 para ayudar a erradicar las infestaciones de 

garrapata, sin embargo, la especificidad de la vacuna es considerablemente menor en México 

que en otros países, posiblemente debido al polimorfismo genético entre las cepas de R. 

microplus que ya ha sido reportado por varios autores en distintas partes del mundo. Hasta 

ahora no se han estudiado las variantes del gen Bm86 en México, por lo que consideramos 

interesante evaluar el grado de polimorfismo a nivel nacional, estudiar la estructuración 

geográfica de los posibles haplotipos y analizar si estos pudieran ser candidatos vacunales más 

específicos para combatir a las poblaciones de garrapatas R. microplus de México.  
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6 HIPÓTESIS 

 

Asumiendo que el gen Bm86 en nuestro país presenta variabilidad genética que ha dado origen 

a la presencia de haplotipos específicos y por otra otro lado que la variabilidad genética del gen 

Bm86 es la responsable de la menor eficacia de la vacuna Gavac en nuestro país, La 

identificación de los haplotipos circulantes permitirá proponer candidatos vacunales más 

específicos para combatir a las poblaciones de garrapata R. microplus de México. 
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7 JUSTIFICACIÓN 

 

El presupuesto asignado a la campaña nacional para el control de la garrapata en los últimos 

años oscila entre los 25 a 45 millones de pesos. Los esfuerzos de la campaña nacional contra la 

garrapata R. microplus, han logrado mantener zonas libres y limitar hasta cierto punto la 

reproducción de la garrapata en las zonas bajo control, sin embargo, el uso intensivo de los 

garrapaticidas químicos ocasiona una fuerte presión selectiva que ha favorecido la aparición de 

poblaciones de garrapatas resistentes o multirresistentes a los distintos químicos hasta ahora 

conocidos.  

 

El problema de resistencia afecta la economía de los productores ya que las garrapatas y las 

enfermedades que trasmiten producen perdidas a la ganadería de aproximadamente 48 millones 

de dólares (USD) anuales. La garrapata también afecta la competitividad internacional de la 

ganadería de nuestro país, por ejemplo, México exporta cerca de 1.3 millones de cabezas de 

animales en pie a los EE. UU, lo que genera divisas de que fluctúan entre los 500 y 700 millones 

de dólares por año. Las posibles infestaciones de garrapata en el ganado mexicano de 

exportación es un riesgo latente que podría causar el cierre de la frontera con EE. UU., el 

principal socio comercial de México. Una estrategia de control de estos ectoparásitos con el 

estado actual del conocimiento debería incluir el uso de vacunas contra garrapata más 

específicos para la región México.  
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8 OBJETIVO GENERAL 

 

Proponer candidatos vacunales Bm86 específicos para combatir a las poblaciones de garrapatas 

R. microplus circulantes en diversas regiones de México. 

 

 8.1 Objetivos particulares  

1. Aislar y secuenciar el gen Bm86 de distintas regiones geográficas de México. 

2. Estudiar el polimorfismo genético en el gen Bm86 de R. microplus de México. 

3. Verificar si los haplotipos observados se encuentran confinados a regiones geográficas 

especificas en México. 

4. Determinar los haplotipos representativos de nuestro país.  

5. Predecir epítopos lineales de células B.   

6. Proponer uno o más candidatos vacunales contra R. microplus basados en el 

polimorfismo del gen Bm86 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 41 

 

9 MATERIALES Y MÉTODOS 

 

El presente trabajo se realizó en el laboratorio de biología molecular y bioterio del “Centro de 

Investigación y Estudios Avanzados en Salud Animal” (CIESA), de la “Facultad de Medicina 

Veterinaria y Zootecnia” (FMVZ) perteneciente a la “Universidad Autónoma de Estado de 

México” (UAEMEX). El CIESA se localiza en el kilómetro 15.5 de la carretera Panamericana 

en su tramo Toluca–Atlacomulco y en el “Departamento de Química Orgánica II” de la 

“Facultad de Ciencia y Tecnología” de la “Universidad del País Vasco” (UPV/EHU) con 

dirección en Barrio Sarriena, s/n, Lejona, Vizcaya, España. 

  . 

La estrategia usada para esta investigación consta de dos partes: Métodos experimentales y 

Métodos computacionales.   

  

9.1 Métodos experimentales. 

9.1.1 Recolección y disección de los especímenes de R. microplus  

Se recolectaron y seleccionaron ejemplares adultos de garrapatas R. microplus de bovinos 

infestados de 10 distintas localidades de la República Mexicana, específicamente del área en 

fase de control según el “ACUERDO por el que se establece la Campaña Nacional para el 

control de la garrapata Boophilus spp.”. Dichas localidades se citan a continuación: Rancho El 

palmar en el municipio de Sinaloa, Sinaloa; Establo sin nombre en la localidad de China, 

municipio de Campeche, Campeche; Rancho sin nombre, municipio de San Pedro Lagunillas, 

Nayarit; Rancho él solito, municipio Moyahua de Estrada en Zacatecas; Rancho Granja Santa 

Amalia, municipio de Colima, Colima; Establo sin nombre en Ciudad Altamirano, municipio 

de Pungabarato, Guerrero; hato de la Universidad Autónoma de Chiapas, municipio de Tuxtla 

Gutiérrez, Chiapas; Rancho sin nombre, Localidad de Luis Gil Pérez, municipio de centro, 
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Tabasco; carretera Boca del Rio-Córdoba Km. 43, Veracruz; Rancho sin nombre Carretera a 

Miacatlán, Morelos, Ver Figura 7. A cada individuo se le asigno la abreviatura del estado donde 

se recolecto y un número como identificador.  

 

 

Estado 
Coordenadas 

geográficas 

 

Sinaloa 

Lat. 23°18'4.32"N 

Long. 106°28'57.73"O 

Campeche 

Lat. 19°44'21.72"N 

Long. 90°30'15.15"O 

Nayarit 

Lat. 21°11'26.76"N 

Long. 104°43'29.25"O 

Zacatecas 

Lat. 21°15'26.81"N 

Long. 103° 9'25.29"O 

Colima 

Lat. 19°12'7.83"N 

Long. 103°44'30.94"O 

Guerrero 

Lat. 18°21'24.16"N 

Long. 100°39'30.86"O 

Chiapas 

Lat. 16°41'34.28"N 

Long. 93°11'45.99"O 

Tabasco 

Lat. 17°53'31.68"N 

Long. 93° 3'40.91"O 

Veracruz 

Lat. 18°46'55.71"N 

Long. 96°27'5.47"O 

Morelos 

Lat. 18°47'16.95"N 

Long. 99°22'31.73"O 

Figura 8.- Mapa de los estados muestreados. Se puede observar en el mapa la ubicación aproximada de las 

localidades muestreadas y las coordenadas geográficas exactas para cada localidad. 

 

9.1.1.1 Determinación morfológica de R. microplus 

Todas las muestras colectadas en las 10 localidades de la República Mexicana fueron 

observadas al microscopio estereoscópico con el fin de seleccionar únicamente ejemplares de 

la especie R. microplus. Utilizando el manual “Ticks of Domestic Animals in Africa: a Guide 

to Identification of Species” (Walker et al., 2003), se buscaron las siguientes características: La 

presencia dorsal de una zona porosa en forma de ovalo sobre basis capituli; En la zona ventral 
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se buscó la presencia de un espolón en las coxas 2 y 3, dicho espolón está ausente en R. 

annulatus; Se observó por último la forma de los palpos, que en R. microplus deben ser 

cóncavos y cortos a diferencia de R. annulatus donde son cóncavos y largos (Figura 9). 

 

 

 

Figura 9.- A y B esquema representativo y C fotografía original de un espécimen visto al microscopio 

estereoscópico de R. microplus. (A #1) presencia dorsal de una zona porosa en forma de ovalo sobre basis 

capituli; (B #2 y C flecha roja) se pueden observar los palpos cóncavos y cortos; (B #3 y C flecha amarilla) 

presencia de un espolón en la coxa dos. Esquemas A y B, modificados de Walker (2003).   

 

9.1.1.2 Disección de los ejemplares R. microplus  

Para manipular a las garrapatas se usaron pinzas entomológicas de punta fina, los individuos 

fueron colocados en posición ventro-dorsal sobre la primera mitad de una laminilla estéril, sobre 

la segunda mitad se colocaron 100µL de solución salina tamponada con fosfato estéril (PBS). 

Con un bisturí estéril, se realizó un corte por encima del escudo dorsal a nivel de la coxa 1, para 

posteriormente ejercer una presión de barrido con el recazo del bisturí en dirección de caudal a 

craneal y así extraer los órganos internos de la garrapata, entre ellos el intestino (Figura 10). 

Los tejidos disecados se arrastraron inmediatamente hasta la solución PBS en la laminilla para 

evitar que los tejidos se deshidrataran y a la vez se pudieran manipular para separarlos los 

intestinos de otros tejidos.  
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Figura 10.- Disección de los ejemplares R. microplus. Se puede observar: (A) Corte con bisturí estéril por encima 

del escudo dorsal a nivel de la coxa 1. (B) Inclusión de los intestinos en tubos de 1.5 ml con solución de Trizol. 

(C) Separación de fases: Fase acuosa flecha roja, Interfase flecha amarilla. 

 

9.1.2 Aislamiento y secuenciación del gen Bm86.  

9.1.2.1 Homogenización de las muestras 

Entre 10 y 15mg de intestinos fueron recuperados por individuo, cada uno se homogenizo de 

manera individual en tubos de 1.5 ml con solución de Trizol (Invitrogen, USA., 1 ml por cada 

50-100 miligramos de muestra). Se incubo el homogenizado durante 5 minutos a temperatura 

ambiente. Finalmente, todos los tejidos homogenizados se almacenaron a -80° C para su 

posterior análisis. 

 

9.1.2.2 Extracción de RNAt  

Se descongelaron las muestras de tejidos previamente homogenizadas, con el fin de eliminar el 

material insoluble se centrifugaron las muestras a 10,000 g/10min/4°C. Se recuperó el 

sobrenadante y se trasfirió a un nuevo vial de 1.5 ml. Se agregaron 100 µL de 1-bromo-3-

cloropropano (BCP) por cada ml de Trizol utilizado en la homogenización. Posteriormente se 

centrifugo a 12,000 g/10-15min/4°C. En este paso se pudieron observar la separación de fases: 
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La fase fenólica al fondo del tubo, la interfase donde se mantiene el DNA y las proteínas y la 

fase acuosa donde permanece exclusivamente el RNAt. (Figura 10). Se recuperó la fase acuosa, 

teniendo cuidado de no tocar la interfase, se trasfirió a un tubo nuevo de 1.5 ml. El RNAt se 

lavó, precipitó y resuspendió agregando 500 μl de 2-Propanol (2-P) por cada ml de Trizol 

utilizado en la homogenización, seguido de un paso de vortex por 5 segundos para después 

incubar las muestras a temperatura ambiente por 5 min.  Posteriormente, para la precipitación 

del RNAt se centrifugó a 12,000 g/8 min/4°C, para después descartar el sobrenadante. El pellet 

obtenido se lavó agregando 1ml de Etanol al 75% por cada ml de Trizol utilizado en la 

homogenización. Finalmente se centrifugó a 7,500 g/5 min/4°C, se descartó el sobrenadante y 

el pellet obtenido se dejó secar a temperatura ambiente para permitir que el etanol residual se 

evaporara para posteriormente resuspender en 40 µl de agua libre de nucleasas (ALN).   

 

9.1.2.3 Síntesis de DNAc 

Previo a la síntesis de DNAc, se realizó una digestión enzimática con la finalidad de eliminar 

el DNA genómico posiblemente presente en las muestras que pudiera interferir en la síntesis de 

DNAc, para lo cual se usó el kit DNA Free de Ambion. En un tubo de PCR, se incubaron de 

manera individual en un termociclador (Techne TC-512 USA) a 37 °C, 20µl de RNAt de cada 

muestra en presencia de 0.5 µl de enzima DNAasa 2.2 µl de buffer 10x y 2.5 µl de reactivo 

inactivador de RNAsas. 

 

Para la síntesis de DNAc, se siguió el protocolo SuperScript II Reverse Transcriptase 

(Invitrogen, by life technologies™). Se preparó una reacción inicial a un volumen total de 12 

µl por muestra de la siguiente manera: en un tubo de PCR se agregaron, 1 µl de Oligo (dT)12-

18, 2 µL de RNAt, 1 µl de un mix de desoxiribonucleótidos (dNTP) y 8 µl de ALN. Las 

reacciones se incubaron en un termociclador (Techne TC-512 USA), a 65°Cpor 5 minutos, 
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seguido de 2 minutos a 4° C. Una vez concluida esta incubación, se agregaron a cada reacción 

4 µl de 5x first strand buffer y 2 µl de ditiotreitol (DTT). Los tubos de PCR se incubaron 

nuevamente en el termociclador a una temperatura de 42 °C durante 2 minutos. Después se 

agregó 1 µl de enzima SuperScript II RT y se incubó nuevamente en el termociclador a 42 °C 

durante 50 minutos, finalmente se inactivó la enzima a 70 °C por 15 minutos. 

 

9.1.2.4 Diseño de oligonucleótidos  

Previo a la Reacción en Cadena de la Polimerasa (PCR), se diseñaron 4 pares de 

oligonucleótidos con el programa Primer 3 plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-

bin/primer3plus/primer3plus.cgi), para lo cual se usó como plantilla la información de la secuencia 

publicada en Gen Bank para Bm86, (número de acceso M29321.1, cepa australiana 

Yeeronpilly).  

 

Los oligonucleótidos fueron diseñados para producir 4 amplicónes por muestra de DNAc. Los 

amplicónes se diseñaron con un traslape de aproximadamente 200 pb entre ellos y un tamaño 

de entre 686 y 542 pb, esto, para mejorar el resultado de la secuenciación total del fragmento 

de ADN que codifica para la proteína Bm86 de 1824 pb (Figura 11). Los oligonucleótidos se 

mandaron a sintetizar a Uniparts, México, S.A. de C.V.  

 

 
Figura 11.- Representación esquemática del diseño de los oligonucleotidos. Se puede observar una 

representación de la cadena completa del gen Bm86 de 1824pb y la posición de cada uno de los 4 amplicones 

forward y reverse en la cadena.  

http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi
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9.1.2.5 PCR punto final  

Para establecer las condiciones de ciclado para la PCR, se tomaron en cuenta los parámetros 

indicados por el programa Primer3 plus en el diseño de los oligonucleótidos, además de las 

indicaciones del fabricante de la enzima Taq polimerasa usada en la reacción (kit GoTaq® DNA 

Polymerase, Promega). Los parámetros para la reacción con los que se programó el 

termociclador comenzaron con un primer paso de desnaturalización inicial a 94°C por 4 

minutos seguidos de 30 ciclos que incluían: 1.- Temperatura de desnaturalización a 94°C por 1 

minuto, 2.- Temperatura de alineamiento por 30 segundos que se ajustó para cada par de 

cebadores como se muestra en la Tabla 1, 3.- Temperatura de extensión a 72°C por 1 minuto. 

Finalmente, una temperatura de extensión final a 72°C por 5 minutos.   

  

Tabla 1.- Condiciones de los oligonucleótidos en la reacción de PCR.   
Oligo 

Secuencia 
Temperatura de 

alineamiento 

Tamaño del 

amplicón pb 

Posición en la 

secuencia 

Bm86-1_ 

F 
5´GTGGTTCGACGCAGTGAGAT-3´ 

60°/30s 680 
15-34 

R 
3´CCATGCTTGCAGACAAACCC-5´ 675-694 

Bm86-2_ 

F 
5´CTGCAAAGACCTCTGCGAGA-3´ 

55°/30s 686 
506-525 

R 
3´TGTCCTGCGTGCAGTTAAGT-5´ 1172-1191 

Bm86-3_ 

F 
5´CGGGCCCAAATGTCAACATC-3´ 

55°/30s 680 
1006-1025 

R 
3´AACGCACTCCAGCTTCTTGT-5´ 1666-1685 

Bm86-4_ 

F 
5´AAAACGAGCAGTCGGAGTGT-3´ 

57°/30s 542 
1513-1532 

R 
3´GGTGTTCGATGTAAGCGTGA-5´ 2035-2054 

Se observan el nombre asignado a cada oligonucleótido, la secuencia, la temperatura de alineamiento usada para 

la reacción de PCR, el tamaño de los amplicónes esperados después de la reacción y la posición en la secuencia 

de referencia. 
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9.1.2.6 Determinación de la presencia de los amplicónes  

Se determinó la presencia y tamaño de cada amplicón mediante electroforesis (Cámara Mudip-

exu-AD140E) la corrida se hizo en gel al 1.5% de agarosa por 30 minutos a 100 Voltios. Se usó 

un marcador de peso molecular (GeneRuler DNA Ladders, Low range, Thermo Scientific), de 

25 a 700 pb, un control negativo en el que se sustituyó el DNA por ALN durante la reacción de 

PCR y un control positivo conocido (Figura 12).       

 

 
Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa. En esta imagen se observan el tamaño esperado para los productos 

de la PCR correspondiente al par de oligonucleótidos Bm86-3_F y Bm86-3_R de aproximadamente 680pb. La 

corrida se hizo en un gel de agarosa al 1.5% teñido con bromuro de etidio. La letra M indica la posición del 

marcador de peso molecular de 25 a 700 pb; los números 1-15 el número identificador de cada amplicon; C-, el 

control negativo; C+, el control positivo (amplificado de cDNA, secuenciado y cotejado en GenBank, para 

demostrar que la secuencia corresponde a la reportada para el gen Bm86). 

 

9.1.2.7 Purificación de amplicones 

Con base al protocolo del kit Wizard® SV Gel y PCR Clean-up (Promega, EUA) se realizó la 

purificación de los productos de PCR. En una proporción de 1 a 1 se agregó la solución de 

unión a membrana a cada uno de los amplificados de PCR, se trasfirió la reacción a una mini-

columna SV de sílice a la que el amplicón se unió, esta columna se centrifugó a 16,000 g/1 min. 

Posteriormente se hicieron dos lavados de la mini-columna con una solución de lavado de 

membrana primero con 700 μL y posteriormente con 500 μL centrifugando el primero a 16,000 

g/1 min. y el segundo a 16,000 g/5 min. Finalmente, para recuperar el amplicón se centrifugó 
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la columna en un tubo recolector nuevo agregando 50μl de ALN y centrifugando a 16,000 g/1 

min.  

 

9.1.2.8 Secuenciación  

Se determinó la concentración de los productos de PCR purificados en un espectrofotómetro 

(Quawell Q5000), se obtuvieron concentraciones mayores a 50ng/μl para todas las muestras. 

Las muestras fueron empacadas de manera individual en tubos de PCR previamente 

identificados para su envío a la empresa Genscript (Genscript Corporation, Piscatway, NJ, 

USA; www.genscript.com) donde fueron secuenciadas por el método de Sanger. 

 

9.2 Métodos computacionales.  

 

9.2.1 Análisis de las secuencias in silico  

9.2.1.1 Ensamble de secuencias  

Las cuatro secuencias de los amplicónes (forward y reverse) del gen Bm86 de cada individuo 

fueron ensambladas con el software CodonCode Aligner (CodonCode Corporation, 

www.codoncode.com). La secuencia de la cepa de referencia Yeerongpilly (# M29321, Gen 

Bank), fue usada como plantilla para favorecer el ensamble de los amplicónes, dicha secuencia 

y los cromatogramas para cada uno de los cuatro amplicónes de cada individuo fueron cargadas 

en el software CodonCode Aligner y posteriormente ensambladas (Figura 13). Posteriormente 

se realizó la edición manual de los amplicónes para eliminar los extremos con baja resolución. 

 

 

http://www.genscript.com/
http://www.codoncode.com/
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Figura 13.- Ensamble de secuencias en el software CodonCode Aligner. Se puede observar tres ventanas de 

trabajo: (A) presenta un resumen esquemático del ensamble de las secuencias; (B) muestra la cadena de nucleótidos 

de las secuencias individuales y la secuencia consenso resultante del ensamble; (C) muestra los cromatogramas de 

cada secuencia. Las flechas verdes indican la secuencia usada como plantilla, las flechas rojas indican el amplicón 

#2 producto de la PCR, las flechas amarillas indican el amplicón 3, la flecha azul indica la secuencia consenso 

resultante.   

 

Las secuencias conceso de cada individuo fueron recuperadas y posteriormente cargadas en el 

software MEGA6. La matriz de datos resultante incluía 125 secuencias de los aislados 

mexicanos, dichas secuencias fueron alineadas por el método de alineamiento múltiple 

ClustalW. Una vez alineadas, las secuencias de DNA se editaron para eliminar las regiones de 

las secuencias pro-péptido (región extremo NH2) y el péptido señal (región extremo COOH), 

manteniendo solo el fragmento de secuencia de DNA que codifica para la glicoproteína madura 

Bm86.  

 

9.2.1.2 Matriz de datos de las secuencias Bm86  

Incluimos además en la matriz de datos, todos los informes de las secuencias Bm86 en GenBank 

de diferentes localidades del mundo hasta ahora conocidos. Para obtener todas las secuencias 

homólogas a Bm86, se realizó una búsqueda BLAST de la base de datos disponible en el sitio 
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web de NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) (Morgulis et al., 2008; Tamura et al., 2013; 

Zhang et al., 2000). Estas secuencias habían sido aisladas a partir de garrapatas originarias del 

sur de Texas en los Estados unidos de Norte América (15 secuencias), Australia, Argentina, 

India, Mozambique (2 secuencias), Brasil y Tailandia (29 secuencias), ver Tabla 2. La matriz 

de datos resultantes fue usada para los distintos análisis a continuación descritos (Figura 14). 

 

 
Figura 14.- Alineamiento múltiple ClustalW. Se muestra una captura de pantalla del programa Mega 

6 después del alineamiento múltiple por el método ClustalW de los aislados mexicanos. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Tabla 2.- Secuencias homologas Bm86. Se muestran las secuencias reportadas en la base de datos de 
NCBI, GenBank usadas en la matriz de datos para los distintos análisis in silico.  

Autores Ciudad Muestra # Gen Bank Nombre 

(Rand et al., 1989) Australia  M29321.1 
Yeerongpilly 

Bm86 

(Canales et al., 2009, 2008) México  FJ456928.1 
Susceptible 

Bm86 

(García-García et al., 2000) Argentina - AF150891.2 Bm95 

(Nijhof et al., 2009) Mozambique - FJ809946.1 Bm86 

(Canales et al., 2009) Mozambique - EU191620 Bm86 (Rm) 

(Freeman et al., 2010) 
Texas 

 

Zap. 11 

Zap. 10 

Zap. 05 

Zap. 01 

Zap. 03 

Zap. 12 

Zap. 02 

Starr 05 

Starr 02 

Starr 03 

Starr 01 

Hid 01 

Kinne 01 

Dimm.01 

HQ014398.1 

HQ014392.1 

HQ014391.1 

HQ014393.1 

HQ014389.1 

HQ014394.1 

HQ014386.1 

HQ014388.1 

HQ014397.1 

HQ014385.1 

HQ014396.1 

HQ014395.1 

Bm86 

HQ014401.1 

HQ014399.1 
Ba86 

(Andreotti et al., 2008) Brasil Campo G. EU352677.1 Bm86 

Kumar,R., et al.  No publicado India Bm HQ166286 Bm 

(Kaewmongkol et al., 2015) Tailandia 

S1 

C1 

C2 

C3 

N1 

N2 

N3 

N4 

N5 

N6 

N7 

N8 

N9 

N10 

N11 

NE1 

NE2 

NE3 

NE4 

NE5 

NE6 

NE7 

NE8 

NE9 

NE10 

NE11 

NE12 

NE13 

NE14 

KJ995882 

KJ995883 

KJ995884 

KJ995885 

KJ995886 

KJ995887 

KJ995888 

KJ995889 

KJ9958890 

KJ9958891 

KJ9958892 

KJ9958893 

KJ9958894 

KJ9958895 

KJ9958896 

KJ9958897 

KJ9958898 

KJ9958899 

KJ9958900 

KJ9958901 

KJ9958902 

KJ9958903 

KJ9958904 

KJ9958905 

KJ9958906 

KJ9958907 

KJ9958908 

KJ9958909 

KJ9958910 

Bm86 
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9.2.2 Análisis de la variabilidad Genética 

9.2.2.1 Diversidad del gen Bm86 en México 

Para este análisis se usaron solo las 125 secuencias correspondientes a los aislados mexicanos. 

La variabilidad genética para los aislados de la proteína Bm86 de México, fue calculada para 

cada una de las poblaciones muestreadas. La variabilidad genética es una medida de la 

tendencia de los haplotipos dentro de cada población para diferenciarse entre ellos. Los valores 

de diversidad de nucleótidos indican la probabilidad de que dos sitios homólogos elegidos al 

azar sean diferentes, mientras que los valores de diversidad de haplotipos indican la 

probabilidad de que dos haplotipos elegidos al azar sean diferentes. Se calculó el número de 

haplotipos y valores de diversidad de nucleótidos y haplotipos para cada una de las localidades 

muestreadas de México con el software de polimorfismo de secuencia ADN DnaSP 5.10. 

(http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_OS.html), (Figura 15), (Librado and Rozas, 2009). 

 

9.2.2.2 Constitución génica y frecuencia haplotípica  

La constitución genética es la proporción o porcentaje de secuencias que pertenecen a cada 

haplogrupo. Para evaluar la constitución genética en las secuencias mexicanas de los aislados 

mexicanos de Bm86, primero se debe especificar los haplogrupos y la frecuencia con la que 

cada haplotipo aparece en un haplogrupo. Después se calculó con el software DnaSP 5.10, el 

grado de divergencia mantenido por cada haplotipo, con la cepa de referencia Yeroongpilly, 

(Figura 15), este grado de divergencia corresponde a la suma de polimorfismos de un solo 

nucleótido (SNP), a lo largo de cada secuencia, expresado como un porcentaje (Chen et al., 

2012; Zhao and Gong, 2015). 

 

http://www.ub.edu/dnasp/DnaSP_OS.html
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Figura 15.- Análisis de secuencias en el software DnaSP 5.10. Se muestra una captura de la ventana 

de trabajo después de cargar las secuencias de los aislados mexicanos Bm86 en el software DnaSP 5.10. 

 

 

9.2.2.3 Prueba de Mantel 

Se realizó una prueba de Mantel para explorar si existe una relación significativa entre las 

distancias genéticas y las distancias geográficas de cada una de las localidades que se 

muestrearon. El postulado es un modelo insular en el que cada población diverge al mismo 

tiempo. El propósito fue evaluar la cantidad de estructura espacial, específicamente si los 

haplotipos observados estaban confinados a una localidad o región geográfica en México o si 

se distribuían entre las localidades muestreadas. 

 

Para la matriz de distancias genéticas, se utilizó un valor promedio de los porcentajes de 

identidad para todos los posibles pares de población, estos valores se calcularon con el software 

MatGAT v2.01 (herramienta Matrix Global Alignment Tool), (Campanella et al., 2003) 
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(www.angelfire.com/nj2/arabidopsis/MatGAT.html). El análisis de identidad incluyó, además de 

nuestros aislamientos los informes Bm86 en GenBank de diferentes localidades del mundo 

hasta ahora disponibles. 

 

La matriz de distancias geográficas se construyó con el software Google Earth 

(https://www.google.com/earth/download/ge/), esta matriz representa la distancia en kilómetros 

que existe entre cada par de poblaciones muestreadas. Las matrices de datos se analizaron 

utilizando el software estadístico XLSTAT (https://www.xlstat.com/es/). Se utilizó la función de 

correlación de Pearson, que determina si existe una relación lineal entre dos variables. Los 

coeficientes de correlación entre los elementos de cada matriz se obtuvieron utilizando 10000 

permutaciones y una significación del 95%. 

 

9.2.3 Análisis filogenético  

9.2.3.1 Algoritmo neighbor-joining 

Para el análisis filogenético del gen Bm86 de México, se consideraron las 125 secuencias de 

las garrapatas recolectadas en 10 distintas localidades de México y las secuencias completas 

recuperadas de GenBank de todos los países arriba mencionados. Para ambos casos la cadena 

que codifica para la proteína madura, residuos 20-627 fue utilizada. El método para reconstruir 

los datos de distancias evolutivas entre las secuencias del gen Bm86 de México se generó 

utilizando el algoritmo neighbor-joining (Saitou and Nei, 1987). Este método se basa en agrupar 

pares de unidades taxonómicas operativas (Operational Taxonomic Units, por sus siglas en 

ingles. OTUs [= neighbors]), tratando siempre de minimizar la longitud total del árbol en cada 

etapa de agrupamiento de OTU (Bandelt et al., 1999; Saitou and Nei, 1987). El análisis es 

básicamente una matriz de distancias genéticas que refleja el grado de similitud, sin embargo, 

el método genera árboles sin raíces. Para resolver esto, se incluyeron dos secuencias de 

http://www.angelfire.com/nj2/arabidopsis/MatGAT.html
https://www.google.com/earth/download/ge/
https://www.xlstat.com/es/
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exogrupo para el análisis filogenético, Dimmi y Kinne de R. annulatus obtenidas de Genbank 

(HQ014399 y HQ014401 respectivamente), (Freeman et al., 2010). Las distancias evolutivas 

se calcularon usando el método Kimura de 2 parámetros (Kimura, 1980), basado en el número 

de sustituciones de bases por sitio. Las posiciones del codón incluidas fueron 1º + 2º + 3º + no 

code (la 3ª posición de los codones acumula mutaciones mucho más rápidamente que la 2ª y 

1ª). La variación de la tasa entre los sitios se modeló con una distribución gamma “G” 

(parámetro de forma = 1). El árbol se evaluó mediante bootstrap a 1000 permutaciones en el 

programa Mega 6 (Tamura et al., 2013). 

 

9.2.3.2 Red de expansión mínima 

Se construyó también, un árbol de expansión mínima (MST), también conocida como red de 

expansión mínima, utilizando el software Network Publisher (http://www.fluxus-

engineering.com). Para este análisis utilizamos el total de los haplotipos observados y los 

informes para el resto del mundo en GenBank. La coalescencia y las conexiones entre los 

haplotipos dada por el número mínimo de mutaciones entre ellos son la base del análisis para 

generar un árbol o red que muestra la frecuencia y la relación con las distancias en el número 

de mutaciones que separan cada haplotipo. El método Median Joining (MJ) fue elegido para la 

construcción de la red, este método combina características de los algoritmos de Kruskal y 

Farris, el primero favorece las conexiones cortas en la red para encontrar árboles de expansión 

mínima, mientras que el segundo es un algoritmo heurístico de parsimonia máxima (MP) que 

agrega los llamados vectores de mediana (Bandelt et al., 1999). 

 

 

 

 

http://www.fluxus-engineering.com/
http://www.fluxus-engineering.com/


Producción de vacunas contra garrapatas elaboradas con antígenos Bm86  

específicos de las cepas de Rhipicephalus microplus de México 

 

 

M. en C. A. y R. N: Saúl Gabriel Martínez Arzate 57 

9.2.4. Diseño de un modelo predictivo para epítopos de células B 

9.2.4.1 Conjunto de datos  

Descargamos todos los epítopos lineales de células B reportados en la base de datos IEDB 

(http://www.iedb.org/). El número de péptidos recuperados fue 83,683 que incluyo: 2,374 

epítopes clasificados inmunogénicamente como positivos-altos, 76,310 clasificados como 

positivos, 5,325 epítopes clasificados como positivos-bajos, y 750 clasificados como positivos-

intermedios. Para fines de clasificación, agrupamos todos estos epítopos en dos clases, de 

acuerdo con la intensidad de la respuesta inmunogénica relacionada con este epítopo (ε). Estas 

dos clases son epítopos positivos altos (ε = 1) y epítopos de positivos a intermedios (ε = 0). Los 

ensayos biológicos utilizados para determinar la intensidad de la respuesta inmunogénica se 

han llevado a cabo en condiciones experimentales diferentes cj (ver las siguientes secciones). 

En consecuencia, se usó a partir de aquí ε como una función de estas condiciones ε (cj). 

 

9.2.4.2 Definición del modelo  

Nuestro método se basa en la comparación de toda la información sobre la secuencia, las 

condiciones de ensayo e intensidad de la respuesta inmunogénica εq(cj) para un péptido de 

consulta (q-péptido) con respecto a un péptido de referencia (péptido-r). En nuestro conjunto 

de datos, representamos cada péptido de consulta (q-péptido) como un vector cqj. Los 

componentes del vector cuantifican la información sobre diferentes factores experimentales o 

condiciones del ensayo cqj = (cq1, cq2, cq3, cq4, cq5, cq6, cq7). Estas variables son, por ejemplo: cq1 

= εq (cj) la actividad del epítopo, cq2 = Nueva secuencia, cq3 = Adyuvante, etc. El péptido-r tiene 

una secuencia similar a la secuencia del péptido-q, pero se ha medido en las mismas o diferentes 

condiciones de ensayo. El vector para el péptido-r es similar a crj = (cr1, cr2, cr3, cr4, cr5, cr6, cr7). 

Los elementos son, por ejemplo: cr1 = εr (cj) la actividad del péptido-r, cr2 = información de la 

http://www.iedb.org/
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secuencia del péptido-r, cr3 = adyuvante, etc. La fórmula general del tipo de modelo propuesto 

aquí es la siguiente: 

 

( ) ( ) ( )1θθaεee jS
5j

0j
j

r

j

q

kr10qr

i
 −++=
=

=  

 

En este modelo, Sqr es el valor de puntuación para la actividad como epítopo del q-péptido. El 

coeficiente e1 es el coeficiente de la secuencia-r, y e0 es el término independiente. Los aj son 

los coeficientes de las variables de entrada. La primera variable de entrada del modelo cr1 = 

εr(cj) es la actividad del epítopo del péptido-r; usado aquí como plantilla. El segundo tipo de 

condición variable o experimental Δθk = qθk - 
rθk cuantifica información sobre la variación o 

perturbación en la secuencia (estructura química) del péptido de consulta con respecto al 

peptido plantilla. Las variables qθk y rθk son los índices de información de entropía de Shannon 

sobre la estructura del péptido de consulta y el péptido de referencia. Los últimos tipos de 

variables o condiciones experimentales cuantifican la información sobre los factores no 

estructurales que condicionan la respuesta inmune. Estas últimas variables también son índices 

de información en valores de las entropías de Shannon. 

 

9.2.4.3 Índices de información de la secuencia de los péptidos  

Calculamos las medidas de información de entropía de Shannon de la secuencia de cada péptido 

con el fin de cuantificar la información estructural relevante. En primer lugar, utilizamos el 

software S2SNet para transformar cada secuencia peptídica en una Sequence Recurrence 

Networks (SRN) o Red de recurrencia de secuencia (Kowalski et al., 1982; Munteanu et al., 

2013, 2009a, 2008). El SRN de una secuencia peptídica se define como una red donde los 

aminoácidos (residuos raa y rbb en la secuencia) son los vértices/nodos y el par de nodos (nodos 
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naa y nbb en la red) están conectados por un enlace (αij = 1) si son nodos recurrentes adyacentes 

y/o vecinos. Esto significa que αij = 1 si la distancia topológica es d = 1 (aminoácidos 

químicamente unidos) o que son los aminoácidos vecinos más cercanos del mismo tipo (A, R, 

N, D, C, Q, E, G, H, I, L, K, M, F, P, S, T, W, Y, V), (Ver Tabla 3), con d = min (d). El primer 

nodo en la secuencia (centro del gráfico estelar) es un vértice o vértice ficticio sin residuos. 
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Tabla 3.- Características de los aminoácidos.  

Aminoácido Abreviatura Letra Grupo Tipo 
Glicina GLI G 

Hidrofóbicos 

 

Neutros apolares  

Alanina ALA A 

Valina VAL V 

Leucina LEU L 

Isoleucina ILE I 

Metionina MET M 

Fenilalanina PHE F 

Neutros aromáticos Tirosina TYR Y 

Triptófano TRP W 

Serina SER S 

Hidrofílicos 

Neutros polares 

Cisteína CYS C 

Prolina PRO P 

Treonina TRE T 

Asparagina ASG N 

Glutamina GLN Q 

Ácido aspártico ASP D 

Muy Polares 

Ácido glutámico GLU E 

Lisina LYS K 

Histidina HIS H 

Arginina  ARG R 
Se muestra la lista de los 20 aminoácidos que forman parte de las proteínas, con algunas de sus características 

fisicoquímicas. 

 

 En segundo lugar, necesitamos transformar la SRN de cada secuencia en una matriz estocástica  

1Π. Los elementos de 1Π son las probabilidades 1pij de alcanzar una base o nodo ni con peso wj 

desde otro nodo nj con peso wj si el observador se mueve a través de una caminata de longitud 

dij = k = 1 (Aguero-Chapin et al., 2009; González-Diaz et al., 2007). 

 

( )2

wα

w
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1n

jij

j
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
=

=



=  

 

En ambas ecuaciones, (1) y (2), αij = 1 si los nodos ni y nj son adyacentes en el gráfico SRN o 

de otro modo igual a αij = 0; de acuerdo con la función condicional anterior. El número de bases 

en las secuencias es igual al número de nodos (n) en el gráfico SRN y también es igual al 

número de filas y columnas en 1Π, la longitud de la secuencia (L) y la máxima distancia 

topológica en la secuencia max. (dij). 
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Se cuantificó el contenido de información de una secuencia de DNA de consulta (secuencia-q) 

con los valores de la entropía de Shannon (qθk). El mismo procedimiento se usó para cuantificar 

la información (rθk) para secuencias de referencia (secuencias-r) usadas como plantilla. Los 

valores de entropía qθk o rθk se han calculado a partir de las potencias naturales k-ésimas de la 

matriz de Markov 1Π: 

 

( ) ( ) (3)plogpθ aa

k
La

0a

aa

k

k

q 
=

=

−=
a

a

seq  

 

Donde, pj son los elementos ni del vector p, resultan de la multiplicación de la matriz potenciada 

de Markov (ni x ni) y de un vector (ni x 1) con cada elemento igual a 1 / ni; n = 0 - límite de 

potencia, M = matriz de conectividad (dimensión i*i); ii = ith elemento diagonal; dij son los 

elementos de la matriz de distancia y mij son los elementos de la matriz de conectividad M; degi 

son los elementos de la matriz de grados. 

 

9.2.4.4 Índices de información de condiciones experimentales  

También calculamos los índices de información de entropía de Shannon θ0(cj) para cuantificar 

información útil sobre las otras condiciones experimentales (c3, c4, c5, c6, c7). Estas variables 

son: θ0(Adj), θ0(Org), θ0(Host), θ0(Proc) y θ0(Tech). Las condiciones experimentales 

codificadas numéricamente por estas variables son: c3 = Adj = Aditivos adyuvantes = 

Adyuvante usado en la vacuna junto al péptido, c4 = Org = Nombre del organismo = Organismo 

fuente del péptido, c5 = Host = Organismo huésped = Organismo huésped expuesto al antígeno, 

c6 = Proc = Tipo de proceso in vivo = Proceso inmunológico de sensibilización, y c7 = Tech = 

Técnicas experimentales = Método o técnica utilizada para determinar la inmunogenicidad de 
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los péptidos. Todas estas variables se calcularon como una entropía de Shannon de la 

probabilidad de ocurrencia de cada condición en el conjunto de datos. La probabilidad de 

ocurrencia pj de cada condición cj se determinó como una relación de la frecuencia relativa nj 

de ocurrencia con respecto al número total ntotal de entradas en el conjunto de datos original, ver 

la siguiente ecuación. 
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Figura 16. Ejemplo de hoja de cálculo de los índices de información. Se puede observar la captura de pantalla 

de Excel para el cálculo de los índices de información, en este caso de c3 = Adj = Aditivos adyuvantes. En la celda 

B1, color naranja se observa el conteo total de todos los posibles adyuvantes en la base de datos. En la fila 3 se 

puede observar la función usada para calcular cada concepto. Los índices de información de entropía de Shannon 

θ0(cj), para la variable “Adj” se muestran en la columna D. 
 

9.2.4.5 Entrenamiento y validación del modelo 

Una vez que calculamos las variables de entrada, era necesario establecer y probar una hipótesis 

de modelo. Un modelo lineal fue seleccionado como la primera aproximación. Se eligió el 

análisis lineal discriminante (LDA) para encontrar la combinación lineal de variables 

independientes que mejor diferencian (discriminan) a ambos grupos (Beleites et al., 2013; Min 

et al., 2016). Al hacerlo, tenemos que crear una matriz de datos en bruto. Los datos se ordenaron 
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de la siguiente manera: se muestrearon 1,048,190 de pares de secuencias de la base de datos 

total de 83,683 secuencias. Cada par de secuencias contiene una secuencia de consulta 

(secuencia-q) y una secuencia de referencia (secuencia-r).  

 

Estas secuencias fueron organizadas tanto numéricamente como alfabéticamente. El 

ordenamiento numérico fue de acuerdo con los valores de εq1 de 1 a 0. La clasificación 

alfabética fue de A a Z de acuerdo con las letras de los aminoácidos en la secuencia (código de 

una letra). Se tomaron muestras de un total de 1,048,190 pares de secuencias al azar de acuerdo 

con el siguiente esquema. La etiqueta de la secuencia de consulta (n-query) se generó al azar 

entre 1 y 83683. La etiqueta de la secuencia de plantilla (n-template) se generó como un número 

aleatorio entre n-query y n-query + un número aleatorio entre 0 y 5. Este esquema de muestreo 

garantiza que tenemos pares de péptidos de consulta y de referencia con gran similitud en el 

conjunto de datos.  

 

 

 

 
Figura 17. Matriz por pares para la validación y entrenamiento del modelo. Se puede observar los pares de 

secuencias generadas al azar. En las columnas A y E, se observan los números identificadores para los epítopos de 

consulta (n-query) y en las columnas B y G las secuencias usadas como plantilla (n-template). Las columnas C e 

I, muestran la clasificación Eij para la actividad de los epítopos. Además, en los pares de columnas: J y Q; K y R; 

L y S; M y T; N y U; O y V, n-query y n-template respectivamente, se pueden observar los índices de información 

de entropía de Shannon θ0(cj) calculados para cada condición experimental. Los índices de información de 

Shannon, cuantifican información de la medida de la distribución aleatoria de cada microsistema en un 

macrosistema.    
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El remanente 548,190 pares de secuencias se seleccionaron totalmente al azar para hacer un 

total de 1,048,190 pares de casos (este es el límite de nuestras capacidades de procesamiento 

actuales). Posteriormente, utilizamos LDA implementado en el software STATISTICA para 

buscar el modelo de clasificación (Aguero-Chapin et al., 2009; Ran et al., 2016; Xiao and Shen, 

2015). La secuencia-r es la secuencia de referencia con una clasificación conocida. Tanto la 

actividad del péptido-q como el péptido-r tienen la misma codificación. Los valores εq1 = 1 y/o 

εr1 = 1 son para q-péptidos y/o p-péptidos con alta actividad de epítopo positivo en IEDB. Los 

valores εq1 = 0 y/o εr1 = 0 son para q-péptidos y/o p-péptidos con actividad igual a positivo, 

medio positivo o bajo positivo en el IEDB. La secuencia-q es la secuencia de consulta que el 

modelo clasificará como antigua (εq = 1) o nueva (εq = 0). También calculamos los valores de 

Δθj = (qθj - 
rθj) para todos estos 548,190 pares de secuencias. La cantidad de casos utilizados 

para entrenar el modelo incluye 83683 péptidos. Utilizamos el conjunto recuperado de la base 

de datos IEDB: incluyendo 1448 nombres de organismos origen de los epítopos, 323 nombres 

de hospederos, 15 tipos de procesos in vivo, 28 técnicas experimentales y 505 posibles aditivos 

o adyuvantes. los datos se organizaron en un archivo de Excel, consulte la Figura 13. 
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Figura 18.- Flujo de trabajo general del modelo. Conjunto de datos de calibración (flechas amarillas) 

conjunto de secuencias Bm86 (flechas azules). 

 

 

 

 

9.2.4.6 Estudio predictivo computacional 

El conjunto de secuencias Bm86 de DNA de México, se utilizó para ilustrar el funcionamiento 

del modelo en este trabajo. Estas secuencias de DNA se tradujeron in silico (Software Mega 6) 

a su secuencia proteica correspondiente (cadena aminoacídica 20-627) que codifica para la 

proteína madura. Usamos el nuevo modelo para predecir péptidos inmunogénicos en las 

secuencias mexicanas, ya que estas muestran cambios en la cadena de aminoácidos cuando se 

alinean. En un primer paso, definimos las secuencias de epítopos antigénicos probables de la 

siguiente manera. Seleccionamos todos los posibles fragmentos de péptidos con 15 a 35 

aminoácidos, considerando todos los SAP´s presentes en la cadena. La búsqueda encontró 

26112 péptidos no redundantes. Usando S2SNet transformamos todas las secuencias de estos 

péptidos en SRN y calculamos los índices de información qθ
k (Seq). Por último, el modelo se 

usó para predecir péptidos inmunogénicos bajo las condiciones de frontera del ensayo. Las 
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condiciones seleccionadas para el péptido de consulta son: cq2 = Nueva secuencia; cq3 = 

Aditivos adyuvantes (González-Diaz et al., 2014; Odongo et al., 2007; Vázquez-Prieto et al., 

2016); cq4 = nombre del organismo del epítopo = Rhipicephalus decoloratus; cq5 = Nombre de 

host = Bos indicus; cq6 = Tipo de proceso in vivo = Administración in vivo y cq7 = Técnicas 

experimentales = ELISA. También seleccionamos un péptido de referencia con cr1 = εr = 1 (el 

péptido de referencia tiene actividad alta positiva) de la literatura. 

 

9.2.5 Determinación de regiones antigénicas consenso  

El siguiente paso en el estudio fue consensar los epítopos lineares de células B predichos en 

este trabajo y los epítopos predichos en 2 trabajos recientes realizados por nuestro grupo de 

trabajo. Sánchez Bermúdez predijo en su estudio 81 péptidos no redundantes en 11 secuencias 

originarias del estado de Colima y la secuencia de referencia Yeerongpilly: 2 de ellos fueron 

predichos por el método SVMTriP, 32 por APP y 47 por BepiPred (Sánchez Bermúdez, 2017). 

En el segundo trabajo, a partir 10 secuencias del estado de Zacatecas y la secuencia de referencia 

Yeerongpilly, Sotelo Gómez predijo 21 péptidos con tendencia a ser antigénicas por el método 

Bepipred. (Sotelo Gómez, 2017). 

 

Se alinearon todos los epítopos predichos para cada modelo en una matriz de datos. Es 

importante mencionar que solo se tomaron en cuenta aquellos péptidos que contenían una o 

varias mutaciones con respecto a la cepa de referencia Yeerongpilly, además, en muchos de los 

casos los péptidos se traslapaban por lo que se determinó tomar la longitud de dichas secuencias 

como una sola región antigénica a considerar. Las secuencias consenso se construyeron a partir 

de esta matriz, procurando incluir todas las regiones predichas como antigénicas por la 

predicción de epítopos lineares de células B en una sola secuencia.  
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9.2.6 Contrastación de los resultados con otros estudios 

Las secuencias consenso que contenían todas las regiones predichas como antigénicas, se 

compararon con los resultados de cuatro trabajos independientes en otras regiones geográficas 

del mundo. En los primeros dos trabajos buscaron epítopos de células B definidos por Ac 

después de la vacunación. El tercer caso consistió en un estudio de predicción de péptidos 

antigénicos por el método Kolaskar y Tongaonkar.  En el último estudio el objetivo fue predecir 

regiones hidrofílicas mediante el algoritmo de Hopp & Woods. 
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10 RESULTADOS 

 

10.1 Artículo publicado.  

10.1.1 Resumen  

En este trabajo, desarrollamos un método de la teoría general de las perturbaciones y el 

aprendizaje automático (PTML) para la extracción de datos de proteomas que nos permiten 

predecir cambios en la actividad de un epítopo de células B, después de múltiples variaciones 

o perturbaciones, estas perturbaciones pueden ocurrir por la variación en la secuencia de un 

péptido conocido y/o variaciones en las condiciones experimentales del ensayo o condiciones 

de contorno. El objetivo principal se centra en descubrir nuevos epítopos de células B útiles 

para el diseño de vacunas. El método predice la actividad del epítopo εq (cqj) de un péptido de 

consulta (q-péptido) en un conjunto de condiciones experimentales de consulta (cqj). El método 

usa como entrada la secuencia del q-péptido, además, también utiliza como información de 

entrada, la secuencia y la actividad del epítopo εr (crj) de un péptido de referencia (péptido-r) 

ensayada en condiciones experimentales similares (crj). El modelo propuesto aquí es capaz de 

clasificar 1,048,190 pares de secuencias de péptidos de consulta y referencia del proteoma de 

muchos organismos informados en la base de datos IEDB. Estos pares tienen variaciones 

(perturbaciones) en su secuencia o en las condiciones de ensayo. El modelo resultante para la 

serie de entrenamiento tiene una precisión de 73%, sensibilidad de 80.1 y especificidad de 70.6. 

Para la serie de validación tiene una precisión de 73%, sensibilidad de 79.7 y especificidad de 

70.7. La información recuperada contiene cambios estructurales en 83683 secuencias de 

péptidos (Seq) determinadas en condiciones de ensayo experimentales o condiciones de 

contorno que implican 1448 Organismo fuente del péptido (Org), 323 Organismo huésped 

expuesto al antígeno (Host), 15 tipos de proceso inmunológico de sensibilización o proceso in 
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vivo (Proc), 28 Métodos o técnicas utilizada para determinar la inmunogenicidad de los péptidos 

o Técnicas experimentales (Tech) y 505 aditivos o Adyuvantes usados en la vacuna junto al 

péptido (Adj). También, informamos el muestreo aislamiento y secuenciación de 15 muestras 

completas del gen Bm86 del estado de Colima, México. Por último, utilizamos el modelo para 

predecir los puntajes inmunogénicos de un epítopo en diferentes condiciones experimentales 

para los 26112 péptidos no redundantes obtenidos a partir de las 15 secuencias Bm86 que se 

muestrearon en Colima, México. El modelo puede convertirse en una herramienta útil para la 

selección de epítopos hacia el diseño de una vacuna. Los resultados teórico-experimentales en 

la proteína Bm86 puede ayudar en el diseño futuro de una nueva vacuna basada en esta proteína.  
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10.2 Artículo enviado.  

10.2.1 Resumen  

Las garrapatas son un problema mundial para la producción de ganado en regiones tropicales y 

subtropicales porque generan grandes pérdidas económicas. Ixodicidas y vacunas se han 

utilizado para tratar de mantener a las poblaciones de garrapatas bajo control. Sin embargo, el 

control se ha vuelto difícil debido a la resistencia de la garrapata a los ixodicidas y a la menor 

efectividad de la vacuna. La resistencia a las vacunas con proteína rBm86 se ha asociado con 

la diversidad genética de Bm86 entre las poblaciones de ectoparásitos. Hasta ahora no se ha 

estudiado la diversidad genética ni la distribución espacial de los haplotipos Bm86 circulantes 

dentro del territorio nacional. Aquí, exploramos la diversidad genética de 125 secuencias de 

cDNA Bm86 de R. microplus provenientes de 10 áreas endémicas de México mediante el 

análisis de los patrones de distribución de haplotipos para ayudar a comprender la estructura 

genética de la población de garrapatas mexicanas. Nuestros resultados mostraron una identidad 

de nucleótidos promedio entre los aislamientos mexicanos de 98.3%, variando de 91.1 a 100%. 

La divergencia entre las secuencias de México y Yeerongpilly (el antígeno Bm86 de referencia) 

varió de 3.1 a 7.4%. La distribución geográfica observada para los genotipos Bm86 en México, 

nuestros resultados sugieren la ocurrencia de flujo genético en diferentes regiones del territorio 

mexicano, e incluso en los Estados Unidos. El polimorfismo de Bm86 encontrado en las 

poblaciones incluidas en este estudio podría explicar la poca eficacia de la vacuna comercial 

actual basada en el antígeno Bm86 en muchas regiones de México. Nuestros datos pueden 

contribuir al diseño de nuevos candidatos vacunales antigénicos altamente específicos contra la 

Bm86 de R. microplus que circulan en México. 
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10.3 Determinación de regiones antigénicas  

Se eligieron 9 regiones predichas como antigénicas de los 81 epítopos predichos por Sánchez 

Bermúdez y 10 regiones predichas como antigénicas de los 21 epítopos predichos por Sotelo 

Gómez (Sánchez Bermúdez, 2017; Sotelo Gómez, 2017), además 3 secuencias completas que 

contienen las regiones predichas como antigénicas en este trabajo. Los resultados arrojaron 3 

secuencias consenso que contiene todas las regiones antigénicas predichas en los estudios antes 

mencionados (Ver figura 18), con dichas secuencias se producirán proteínas recombinantes que 

se probarán como vacunas.  

 
Figura 18.- Resumen de los epítopos predichos. La línea A de color verde, representa la cadena de 620 aa de 

longitud de la cepa de referencia vacunal Yeerongpilly. En colores rojo, naranja y amarillo, se muestra la posición 

de cada epítopo en la cadena. Las líneas negras muestran un cambio en la cadena de aa en relación con la cepa de 

referencia Yeerongpilly, ver ampliación de imagen en el círculo.  En la secuencia B se muestra la posición de los 

epítopos predichos por Sánchez Bermúdez (Sánchez Bermúdez, 2017). En la secuencia C  se muestra la posición 

de los epítopos predichos por Sotelo Gómez (Sotelo Gómez, 2017). En las secuencias D1, D2 y D3 se muestran 

los epítopos predichos en este trabajo, los colores de rojo a amarillo corresponden a los epítopos de mayor a menor 

valor de evaluación del modelo usado en este trabajo. Secuencias consenso. Se observa en la imagen la posición 

de los epítopos predichos en cada una de las secuencias consenso.  

 

Finalmente, los epítopos lineares de células B predichos para las secuencias Bm86 mexicanas 

se compararon con otros estudios independientes para otras regiones del mundo. Por ejemplo, 

se encontró una coincidencia de mutación, pero con distinto aminoácido en el mismo sitio de 

la cadena entre uno de los dos epítopos definidos por Odongo et al., (Ac. aspártico y 

Asparragina para B. decoloratus) y la región antigénica predicha en este trabajo (TYR para R. 

microplus de México). Una descripción más detalla se puede observar en la Tabla 4.  
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Tabla 4.- Comparación de resultados con distintos estudios. Comparación entre la predicción de epítopos 

lineales en este estudio y cuatro estudios independientes, se muestran solo los sitios que coincidían para una 

mutacion. Mutaciones que se contenían en un solo péptido, se distinguen en distintos tonos de gris.  
a Estudios predictivos de… b Estudio  c Yeerongpilly d México e S. aa 

2 epítopos lineales conservados entre los 

homólogos de Boophilus decoloratus y 

R. microplus (epítopos de células B 

definidos por Ac.), (Odongo et al., 

2007). 

 

Bd86 1 y 2; Ac. 

aspártico y Asparragina 

(D y N) 

Ac aspártico (D) 
Tirosina (Y) 35 

3 epítopos inmunogénicos sintéticos a 

partir de una secuencia inferida de la 

proteína Bm86, Colombia, (epítopos de 

células B definidos por Ac.), (Patarroyo 

et al., 2002). 

Metionina (M) Metionina (M) Lisina (K) 123 

Histidina (H) Histidina (H) Tirosina (Y) 381 

31 péptidos antigénicos predichos 

usando el método de Kolaskar y 

Tongaonkar, (Canales et al., 2009). 

Alanina (A) Alanina (A) Prolina (P) 162 

Asparragina (N) Asparragina (N) Lisina (K) 163 

Serina (S) Serina (S) Leucina (L) 165 

Alanina (A) Alanina (A) Prolina (P) 167 

Isoleucina (I) Isoleucina (I) Lisina (K) 187* 

Asparragina (N) Asparragina (N) Ac. aspártico (D) 188* 

Histidina (H) Histidina (H) Tirosina (Y) 232 

Serina (S) Serina (S) Glicina (G) 235 

Alanina (A) Alanina (A) Valina (V) 238 

Treonina (T) Treonina (T) Lisina (K) 271 

Lisina (K) Lisina (K) Asparragina (N) 380 

Histidina (H) Histidina (H) Tirosina (Y) 381 

Ac. aspártico (D) Ac. aspártico (D) Asparragina (N) 425 

Identificación de 2 regiones hidrofílicas 

mediante el algoritmo de Hopp & 

Woods en secuencias del sur de Texas, 

(Freeman et al., 2010). 

Lisina (K) Isoleucina (I) Lisina (K) 187* 

Ac. aspártico (D) Asparragina (N) Ac. aspártico (D) 188* 

Arginina (R) Lisina (K) Arginina (R) 191 

a Breve descripción del objetivo del estudio. 
b Aminoácido predicho en el estudio a 
c Aminoácido observado en secuencia de referencia. 
d Mutación en los aislados mexicanos observados en este trabajo.  
e Posición en la cadena de aminoácidos. 

* mutaciones que coinciden en 2 estudios diferentes. 
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11 DISCUSIÓN 

 

La vacuna comercial “Gavac” en base al antígeno Bm86 para combatir a la garrapata R. 

microplus, está disponible en México desde 1997, sin embargo la especificidad de la vacuna es 

menor en México que en Australia y Cuba, posiblemente debido al polimorfismo genético entre 

las cepas de R. microplus que ya han sido reportados por varios autores en diferentes partes del 

mundo (G. S. Cobon et al., 1997; Cunha Casquero et al., 2012; Cunha et al., 2011; Freeman et 

al., 2010; García-García et al., 1999; Kaewmongkol et al., 2015; Lima et al., 2000; Rodríguez 

et al., 1994; Sonenshine et al., 2006; Willadsen, 2004).  

 

En el pasado, se sugirió que estas variaciones eran responsables de la diferencia en la eficacia 

de las vacunas basadas en los antígenos Bm86/95 (García-García et al., 2000; Parizi et al., 

2009). En el caso específico de México, para responder esta interrogante, en el pasado un 

modelo que estudia la correlación entre la heterogeneidad de la secuencia y la protección 

vacunal  se  usó para proponer que no hay diferencias significativas en la eficacia de la vacuna 

entre las moléculas mexicanas y Yeerongpilly Bm86 (Willadsen, 2004); sin embargo, en dicho 

ensayo, solo dos secuencias cortas de la molécula Bm86, identificadas como Tuxpan y Mora 

(número de acceso de GenBank AF150892 y AF150893 respectivamente) de 107 pb o 35 

aminoácidos (de un total de 608 aa de la cadena de la proteína madura) se usaron para 

correlacionar la frecuencia de mutaciones en la secuencia, con la eficacia del antígeno (García-

García et al., 1999). Además de estas dos secuencias cortas, hasta ahora solo hay un informe 

mexicano de secuencia completa identificado como cepa Susceptible (número de acceso 

GenBank FJ456928) (Canales et al., 2009) de 1827pb, que codifica la cadena de proteína de 

608aa, y un 97% de identidad con la cepa Yeerongpilly. Esta información no es suficiente para 

explicar la efectividad de la vacuna en México.  
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Por otro lado, en la República Mexicana se desconoce si existe variabilidad genética de la 

proteína Bm86, su posible distribución, o si dicha variabilidad ha influido en la estructura 

genética del gen en el territorio nacional. Más específicamente se desconoce cuántos haplotipos 

existen y si están formando haplogrupos y si estos haplogrupos están confinados a una 

población o región del país o no. Conocer esta información es importante ya que la frecuencia 

con la que se presenta un haplotipo dentro de una localidad o entre las localidades muestreadas 

podría ser determinante para elegir en el futuro candidatos vacunales más específicos para la 

región geográfica de México. El análisis de las secuencias del gen Bm86 de R. microplus mostró 

un alto grado de polimorfismo entre las localidades muestreadas, pero también dentro de ellas. 

En el presente estudio, se analizaron 125 cadenas completas del cDNA del gen Bm86, para 

demostrar que existe variabilidad genética entre las poblaciones de garrapata que circulan en 

nuestro país con respecto a la cepa vacunal. Las muestras provienen de 10 localidades diferentes 

en México, Figura 8. 

 

De manera global, en este estudio encontramos un total de 145 SNPs y 70 SAPs en las 125 

secuencias de México. Dicha información nos condujo a identificar un total de 64 diferentes 

haplotipos, Ver Tablas 1 y 2 del apartado de ANEXOS. En este estudio, encontramos que, de 

los 10 estados muestreados, Chiapas fue la localidad con la mayor diversidad haplotípica (h = 

1), mientras que en las localidades de Nayarit y Zacatecas tuvieron el valor más bajo (h = 0.84). 

Respecto a la diversidad de nucleótidos, el valor más bajo se observó en la localidad de 

Veracruz (π = 0.001) y el valor más alto (π = 0.018) para la localidad de Zacatecas. Los valores 

de diversidad para los 10 lugares muestreados se presentan en la Tabla 1 del aparatado de 

ANEXOS.  De los 64 diferentes haplotipos identificados, solo 9 formaron haplogrupos o grupos 

de secuencias con una identidad del 100% dentro de cada grupo, el resto (55 secuencias) son 
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haplotipos únicos. Los haplogrupos 1 y 2 representan respectivamente el 22.2% y el 14.2% del 

total de las secuencias analizadas, ambos se observaron en 9 de las 10 ubicaciones muestreadas. 

El porcentaje de divergencia para estos 9 haplogrupos se mantuvo entre 3.1-7.4%. una 

descripción de los 9 haplogrupos observados se presenta en la Tabla 2 del apartado de 

ANEXOS. Todos estos datos sugieren que existe un grado de polimorfismo importante para el 

gen Bm86 en la región México. La siguiente cuestión por resolver fue si dichos haplotipos 

estaban confinados a alguna localidad en particular. Para responder dicha pregunta, se realizó 

una prueba de Mantel para conocer el nivel de correlación que existe entre las matrices de 

distancias genéticas y distancias geográficas. Los resultados observados muestran que no existe 

relación entre las matrices (r = 0.014, P = 0.92). Estos resultados sugieren un alto nivel de flujo 

genético en el territorio nacional a partir del gen Bm86. La explicación más probable es el flujo 

de ganado en México (el origen y destino del ganado en el territorio nacional) y, en 

consecuencia, la garrapata que viaja con el bovino. Pero es difícil encontrar una base de datos 

formal o detallada sobre el flujo de ganado en México, posiblemente porque no está disponible 

para el interés público. Considerando la diversidad genética del gen Bm86 encontrada en R. 

microplus recolectada en nuestro territorio y que la vacuna Gavac no ha podido controlar las 

poblaciones de garrapatas en México se puede asumir que esta diversidad es la responsable de 

la relativamente baja eficiencia de dicha vacuna. De ahí que en el presente trabajo se propone 

la inclusión de al menos 3 secuencias diseñadas para incluir la mayor cantidad de epítopos 

derivados de distintas secuencias de la proteína Bm86 encontradas en nuestro país para la 

producción de una vacuna hipotéticamente más efectiva. Esta vacuna podría también servir para 

otras regiones con poblaciones de R. microplus que comparten haplotipos con las poblaciones 

de garrapatas en México. Tal es el caso de Texas, en este estudio, las secuencias mexicanas y 

los informes texanos tienen los valores más altos de identidad, (entre 93-100%). Dicho 

resultado puede deberse a la proximidad geográfica y al flujo génico de las poblaciones de 
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garrapatas entre ambos territorios. Es difícil explicar el flujo del gen Bm86 de la garrapata si 

no es con el flujo de ganado y la participación de los animales silvestres en la frontera de México 

y los Estados Unidos, sin embargo, bases de datos detalladas sobre el flujo de ganado entre 

ambos países no están disponibles tampoco para el interés público. Según un trabajo de 

investigación publicado por Skaggs y colaboradores (Skaggs et al., 2004) donde proporciona 

información parcial sobre los registros de origen y destino del ganado vivo exportado desde 

México a los Estados Unidos, los funcionarios federales de ambos países inspeccionan estos 

bovinos para controlar la incidencia de enfermedades y de los vectores. Sin embargo, el 

problema de la garrapata en la frontera de México y los Estados Unidos no se limita al ganado 

bovino, sino que otras especies de animales silvestres, como ciervos y antílopes, podrían llevar 

la garrapata R. microplus a territorios de nuestro vecino del norte.  

 

Por otro lado, los valores más bajos de identidad (86-88%) se observaron curiosamente entre 

nuestras secuencias y la secuencia Bm95 reportada en Argentina, incluso menor que con las 

secuencias de Tailandia (91-94%), que se encuentra geográficamente más distante. La 

variabilidad en la secuencia de aminoácidos entre los aislamientos mexicanos y el antígeno 

Bm95 se debe considerar como un factor importante, porque si el antígeno Bm95 se usara en 

México, hipotéticamente no mejoraría la eficacia de la vacuna. 

 

El diagrama MST de los haplotipos observados no reveló una estructura filogeográfica definida. 

En la Figura 1 del apartado de ANEXOS, observamos la estructura filogenética de los 64 

haplotipos encontrados en aislamientos mexicanos y los informes Bm86 para diferentes 

localidades del mundo. El diagrama muestra 9 haplogrupos, sin embargo, los haplogrupos 1 y 

2 son notables por contener los haplotipos más abundantes, pero también muestran un patrón 

de dispersión filogenética muy similar en las localidades analizadas. El haplogrupo 2 contiene 
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15 secuencias de las localidades de: Veracruz, Morelos, Campeche, Zacatecas, Tabasco y 

Nayarit. El haplogrupo 1 contiene 29 secuencias de las mismas ubicaciones del haplogrupo 2, 

pero también secuencias de las localidades de Colima y Sinaloa que no se observaron en el 

haplogrupo 2. El resto de los haplotipos de aislados mexicanos (haplotipos 10-64) son 

haplotipos únicos, su distribución sugiere un evento de expansión muy significativo para el gen 

Bm86, dicha distribución sugiere un alto nivel de flujo génico y polimorfismo del gen Bm86 

para las localidades analizadas. Estos hallazgos nos permiten pensar que en nuestro país no 

pueden diseñarse vacunas para aplicación regional dado que no se encontró una estructura 

filogeográfica para los diferentes haplotipos encontrados. De ahí que la vacuna que se diseñe 

para nuestro país debe contener todos los haplotipos encontrados, y deberá ser de aplicación 

universal. 

 

Con respecto a los informes en la base de datos de Genbank, dos de las secuencias de los 

informes de Texas están contenidas en el haplogrupo 1 y dos más en el haplogrupo 2, el resto 

de los informes de Texas tienen una distribución aleatoria en la red. Informes de América 

Latina: Argentina, Brasil, Texas, además del único informe mexicano, se derivan de los 

haplogrupos 1 y 2. Por otro lado, en una expansión más prolongada, por putativos nodos de 

divergencia, se puede observar que los dos informes de Mozambique surgen del haplogrupo 1; 

algo similar ocurre con la cepa de referencia Yerongpilly en el haplogrupo 2. Por último, en un 

grupo monofilético, podemos ver todos los informes de Tailandia derivados del haplogrupo 5. 

Ver Figura 1 del apartado de Anexos. 

 

La reconstrucción del árbol filogenético tampoco mostró un patrón filogeográfico evidente, 

pero si presentó una disposición politómica donde ninguna de las localidades está representada 

por la mayor abundancia en algunos de los clados, más bien, se caracterizó por una distribución 
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aleatoria. 

 

Se observó que la mayoría de los aislados mexicanos y estadounidenses están separados unos 

de otros por ramas muy cortas que en la escala de porcentaje indican que han divergido en un 

tiempo relativamente reciente, sin embargo, también observamos algunos clados de 

aislamientos mexicanos que parecen divergir en mayor grado. 

 

Hipotéticamente un ancestro común dio lugar, por un lado, a la mayoría de los aislamientos de 

América, los dos informes de Mozambique y dos de los informes de Tailandia y, por otro lado,  

la mayoría de las secuencias de Tailandia, están ligadas a cuatro aislamientos mexicanos de tres 

diferentes localidades y una secuencia de Texas que a pesar de ser clasificado como R. 

microplus, parece estar más emparentado con las secuencias que se utilizaron como secuencias 

externas de R. anulatus Kinne y Dimmi. 

 

A pesar de que se pudieron observar varios haplogrupos, fue difícil proponer uno o varios 

haplotipos como candidatos vacunales, sin embargo, con la información obtenida en las 

secuencias de los aislados mexicanos, se puede predecir las propiedades, como la antigenicidad, 

de péptidos lineares de dichas secuencias antes de su síntesis. Esta estrategia ha tomado fuerza 

en los últimos años por su capacidad de predecir las propiedades de una molécula antes de su 

síntesis ya que ahorra tiempo y dinero en el área de la investigación. 

  

Mediante distintas herramientas computacionales disponibles en la actualidad, es posible la 

predicción de epítopos de células B y su capacidad antigénica ya sea a partir de una secuencia 

conocida, o si se quiere predecir la capacidad antigénica después de una perturbación o cambio 

en la secuencia de aminoácidos. En este trabajo comparamos los resultados predictivos para las 
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secuencias mexicanas Bm86 de un método desarrollado por nosotros y dos trabajos recientes 

de nuestro grupo de investigación (Sánchez Bermúdez, 2017; Sotelo Gómez, 2017). 

 

En este trabajo, desarrollamos un método general de Perturbation Theory and Machine 

Learning (PTML) para la extracción de datos de proteomas, con el fin de descubrir nuevos 

epítopos de células B útiles para el diseño de vacunas, aplicamos el uso de este modelo a las 

secuencias de los aislados mexicanos Bm86.  

 

Para predecir las puntuaciones de actividad Sqj (la puntuación predice la propensión de un 

péptido de ser más antigénico o no después de una perturbación) para un conjunto muy grande 

(26112 péptidos no redundantes) de todos los posibles péptidos de las 14 secuencias de Colima, 

México. Los modelos generales para predecir los resultados de múltiples perturbaciones de 

entrada y salida en la secuencia de péptidos y las condiciones (condiciones de contorno) de 

ensayo experimental utilizando ideas de análisis de perturbación se han desarrollado en el 

pasado (González-Diaz et al., 2013; Kleandrova et al., 2014; Luan et al., 2014; Messina et al., 

2015). En este trabajo, informamos un nuevo modelo capaz de predecir la propensión de un 

péptido a actuar como epítopo B después de múltiples perturbaciones en la secuencia de 

péptidos y en las condiciones experimentales de los ensayos.  

 

Cabe señalar que los dos estudios previos utilizaron la misma base de datos. La diferencia de 

cada una de las condiciones experimentales entre estudios previos/este trabajo, se detalla a 

continuación: Organismo fuente del péptido 500/1448; Organismo huésped expuesto al 

antígeno 50/323; proceso inmunológico de sensibilización o proceso in vivo 10/15; Métodos o 

técnicas utilizadas para determinar la inmunogenicidad de los péptidos o Técnicas 

experimentales 30/28. Además, incluimos por primera vez en este trabajo, la condición 
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experimental "aditivos adyuvantes". Es importante saber que los adyuvantes son agentes 

heterogéneos no específicos, su importancia es que, en asociación con los antígenos de las 

vacunas, pueden inducir una respuesta inmune más potente y prolongada. El uso y la elección 

de las condiciones experimentales dependerán de la naturaleza del experimento y las 

expectativas de cada investigador. El modelo permite elegir entre 505 posibles opciones de 

adyuvantes, sin embargo, es importante destacar que el 97.2% de los ensayos están libres de 

adyuvantes, por lo que su uso al menos en esta base de datos no es muy común. Es posible 

elegir la opción "sin adyuvantes" en este modelo. 

 

Los resultados del modelo resumen la excelente capacidad predictiva de la función LDA. El 

modelo discrimina ambas clases de péptidos (propensión de un péptido de ser más antigénico 

o no después de una perturbación) con un nivel de significancia (p <0.005). Para la validación 

y entrenamiento del modelo, se clasificaron 1,048,190 pares de secuencias de péptidos de 

consulta y referencia, anteriormente solo se clasificaron 200,000. El modelo solo necesita 7 

variables para clasificar con una precisión mayor al 70% en capacitación y validación en más 

de un millón de casos (N total = 1,048,190). El modelo clasificó 786,142 casos para la serie de 

entrenamiento (212,326 errores de clasificación) y 262,048 para la serie de validación (70,849 

errores de clasificación).  

 

En resumen, el modelo LDA propuesto en este trabajo logró una sensibilidad y especificidad 

de 80% y 71%, respectivamente, Este modelo es más robusto que los trabajos anteriores, por lo 

que los porcentajes de sensibilidad y especificidad son más confiables, ver la Tabla 3 del 

apartado de ANEXOS. Estos resultados son buenos también en comparación con otros usos de 

técnica LDA en la investigación del proteoma y el análisis de datos en general (Aguero-Chapin 

et al., 2009; Beleites et al., 2013; Kowalski et al., 1982; Munteanu et al., 2013; Xiao and Shen, 
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2015). Las comparaciones con otros modelos similares han sido desarrolladas en el pasado 

(Concu et al., 2009; González-Diaz et al., 2011, 2007; Munteanu et al., 2009b; Pan et al., 2010; 

Rodríguez-Soca et al., 2010).  

 

Aproximadamente el 44% de las secuencias del gen Bm86 de los aislados mexicanos son 

haplotipos únicos. Debido el elevado polimorfismo de las secuencias mexicanas, fue difícil 

proponer una o varias secuencias como candidatos vacunales, por lo que se adoptó una 

estrategia que ha demostrado ser útil en el diseño racional de vacunas El modelo PTML 

propuesto en este trabajo para la predicción de epítopos lineales de células B fue de gran utilidad 

para identificar regiones antigénicas relevantes en las secuencias Bm86 mexicanas. Como se 

puede observar en la Figura 8, los epítopos predichos por Sotelo Gómez, Sánchez Bermúdez y 

los epítopos predichos en este estudio, muestran un patrón de distribución bastante similar en 

la cadena de aminoácidos de la proteína Bm86. De la misma forma, 2 epitopos predichos por 

ambos métodos SVMTriP y BepiPred y que no se observaron por el método PTML, fueron 

considerados en las secuencias consenso. Los resultados obtenidos en la comparación de los 

distintos modelos se muestran alentadores camino a proponer candidatos vacunales más 

específicos para combatir a la garrapata en México, por lo que se puede formular la hipótesis 

de que la información de los epítopos con propensión a ser antigénicos puede reunirse en una o 

varias secuencias consenso que podrían provocar después de la vacunación, una respuesta 

inmune de  anticuerpos anti-Bm86, que podría tener un efecto protector al repertorio de los 

diferentes haplotipos observados en este estudio. 
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12 CONCLUSIONES 

 

Debido al polimorfismo observado en las secuencias Bm86 de México, no fue posible proponer 

candidatos vacunales derivados directamente de dichas secuencias, sin embargo, este estudio 

aumenta la base de datos actual de las secuencias mexicanas de Bm86 y contribuye a la 

comprensión global de la genética de poblaciones de garrapatas. Por otra parte, la comparación 

de la predicción de epítopos de células B en este trabajo fueron consistentes con las predicciones 

hechas por Sánchez Bermúdez y Sotelo Gómez, por lo que fue posible proponer 3 secuencias 

consenso que reúnen la información de todos los epítopos predichos en los trabajos antes 

mencionados, dichas secuencias servirán para sintetizar la proteína recombinante en la 

búsqueda de una vacuna Bm86 más específica para las garrapatas de México.  
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14 ANEXOS 

 

Tabla 1.- Variabilidad genética del gen Bm86 de las diferentes localidades muestreadas en 

México.  

Localidad n nh nhu h π  % Id Tx  

Campeche 18 11 7 0.94 0.007  98.7 

Veracruz 18 8 4 0.90 0.001  99 

Morelos 13 12 11 0.98 0.013  98.3 

Colima 14 9 7 0.89 0.014  98.4 

Sinaloa 11 10 9 0.98 0.017  97.8 

Guerrero 11 9 8 0.97 0.015  97.9 

Nayarit 10 6 4 0.84 0.003  99 

Chiapas 9 9 9 1 0.015  98 

Tabasco 11 9 7 0.96 0.005  99 

Zacatecas  10 6 4 0.84 0.018  97.8 

n              Tamaño de la muestra 

nh             Numero de haplotipos observados    

nhu            Numero de haplotipos únicos   

h               Diversidad haplotípica  

π               Diversidad nucleotídica  

% Id Tx    Promedio de identidad vs reportes del Norte de Texas  

 

 

 

 

 

Table 2.- Haplogrupos observados para las muestras del gen Bm86 de R. microplus de México. 

Se muestran solo los 9 de los 64 haplotipos diferentes que formaron haplogrupos.  

IDa Frecb Cg (%)c Freci-pd SAP´se Div (%)f 

1 28 22.2 9/10 22/621 3.5 

2 18 14.2 9/10 19/621 3.1 

3 6 4.7 4/10 19/621 3.1 

4 6 4.7 4/10 22/621 3.5 

5 4 3.1 3/10 46/621 7.4 

6 3 2.3 2/10 21/621 3.4 

7 2 1.5 2/10 20/621 3.2 

8 2 1.5 1/10 21/613 3.4 

9 2 1.5 1/10 26/613 4.2 
a Numero identificador del haplogrupo. 
b Frecuencia haplotípica.  
c Constitución genética. 
d Frecuencia de los haplotipos inter-poblaciones. 
e Polimorfismos de un solo aminoácido. 
f Porcentaje de divergencia con respecto a Yeerongpilly. 
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Table 3. Resultados de los análisis LDA 

Method a Set b Statistics c Symbol % Class d εqj-pred = 0 εqj-pred = 1 

Entropy t Specificity Sp 70.6 εqj-obs = 0 415299 172838 

  Sensitivity Sn 80.1 εqj-obs = 1 39488 158517 

  Accuracy Ac 73.0 Total 
  

 v Specificity Sp 70.7 εqj-obs = 0 138578 57469 

  Sensitivity Sn 79.7 εqj-obs = 1 13380 52621 

  Accuracy Ac 73.0 Total 
  

Polarizab. t Specificity Sp 95.91 εqj-obs = 0 83699 3568 

  Sensitivity Sn 91.92 εqj-obs = 1 5486 62416 

  Accuracy Ac 94.17 Total 
  

 v Specificity Sp 95.97 εqj-obs = 0 27736 1164 

  Sensitivity Sn 91.6 εqj-obs = 1 1859 20267 

  Accuracy Ac 94.08 Total 
  

Electroneg. t Specificity Sp 97.0 εqj-obs = 0 2660 84607 

  Sensitivity Sn 93.6 εqj-obs = 1 63548 4354 

  Accuracy Ac 95.5 Total 
  

 v Specificity Sp 97.1 εqj-obs = 0 840 28060 

  Sensitivity Sn 93.3 εqj-obs = 1 20641 1485 

  Accuracy Ac 95.4 Total 
  

a Descriptores numéricos utilizados para cuantificar la estructura del péptido, Entropy = Índices de 

información de entropía de Shannon, Polarizab. = Polarizabilidad atómica promedio, Electroneg. = 

Electronegatividad atómica promedio. 

b Set = Conjunto de datos; t = conjunto de entrenamiento, v = serie de validación externa. 

c Especificidad = Sp (%) = 100 · / (NT0 + NF1);  

Sensibilidad = Sn (%) = 100 · NT1 / (NT1 + NF0);  

Exactitud = Sn (%) = 100 · [NT1 + NT0) / (Número de casos);  

NT0 = Número de verdaderos 0 = Número de casos con εqj-obs = 0 y εqj-pred = 0   

NT1= Número de verdaderos 1 = Número de casos con εqj-obs = 1 y εqj-pred = 1 

NF0= Número de falsos 0 = Número de casos con εqj-obs = 0 y εqj-pred = 1 

NF1= Número de falsos 1 = Número de casos con εqj-obs = 1 y εqj-pred = 0 

d εqj-obs = 1 cuando la actividad IEDB = Positivo-Alto o Positivo; εqj-obs = 0 de otra manera; εqj-pred = 0 

cuando el modelo predice 0. 
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Figura 1.- Diagrama MST de los haplotipos observados. Red de expansión mínima que muestra la 

frecuencia y la relación de cada haplotipo. Los colores representan cada haplotipo y haplogrupo de 

acuerdo con la etiqueta. Se pueden observar 9 haplogrupos. Los haplogrupos 1 y 2, contienen los 

haplotipos más abundantes. Los haplotipos 10 a 64 son haplotipos únicos, la red muestra una 

distribución aleatoria en la red. Los informes incluidos en Genbank para el gen Bm86 son: Tailandia 

(TH), Argentina (ARG), Mozambique (MOZ), Estados Unidos de América (EE. UU., TX), México 

(MX), Brasil (BRA), cepa de la vacuna de Australia Yeerongpilly.  

 


