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En este trabajo se ensay6 la inyeccion de E-64, inhibidor especifico de cisteino peptidasas, en hembras vitelogénicas
de la garrapata Boophilus microplus, con el objetivo de determinar su efecto sobre el desarrollo ovdrico y la oviposicion.
En los grupos inyectados con el inhibidor, se obtuvo una reduccién significativa de la eficiencia de la puesta de los
huevos, del peso del ovario, del contenido de vitelina en el ovario y de las actividades cisteino peptidasas semejan-
tes a la catepsina L y a la catepsina B. Los resultados demostraron la importancia de las cisteino peptidasas en los

eventos reproductivos de B. microplus.
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ABSTRACT

Effects of E-64 on reproductive parameters of Boophilus microplus. In this work we assayed the injection of
E-64, an specific cysteine peptidases inhibitor, in vitellogenic females of the tick Boophilus microplus, with the aim
to determine the effect caused on the ovaric development and oviposition. A significant reduction of the lay eggs
efficiency, the ovary weigth, the ovary vitellin content and the cysteine peptidase cathepsin L and cathepsin B-like
activities was obtained in the inhibitor injected group. These results show the relevance of cysteine peptidases in
the reproductive events of B. microplus.
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Introduccion

Las garrapatas son ectoparésitos obligados de los
vertebrados terrestres. Boophilus microplus (Acari:
Ixodidae) (Canestrini, 1887) es un ectoparésito delos
animales bovinos, de considerable importancia
veterinariay ampliamente distribuido en las regiones
tropicalesy subtropicales. La proteina recombinante
Bm 86 se utiliz6 para producir la primera vacuna
comercial contra B. microplus, y los resultados han
demostrado la posibilidad de controlar poblaciones de
garrapatas por la via inmunolégica. Sin embargo, la
vacunacion con Bm 86 no suprime el uso de acaricidas
paralograr un control eficiente de estagarrapata[1] y,
por otra parte, no existe similitud de secuencia ami-
noacidica entre este antigeno y alguna proteina de
funcidn conocida, o que pudieradificultar labldsqueda
de antigenos eficaces en otras especies [2].

L as cisteino peptidasas estan involucradas en im-
portantes funciones en organismos parasitos, entre
ellas se incluyen la adquisicién de nutrientes, la in-
vasion de células del hospedero, la evasion inmune,
la patogénesis y la virulencia. Algunas de estas en-
zimas se han considerado blancos potenciales hacia
los cuales debe dirigirse la quimioterapia antipa
rasitaria, teniendo en cuenta los potentes efectos
gjercidos por inhibidores de esta clase de peptidasas
sobre los parasitos [3-5].

Estudios en nuestro laboratorio demostraron la
presencia de cisteino peptidasas en €l intestino, lahe-
molinfa, el ovarioy los huevos de B. microplus[6-9].

Lainyeccion directaen garrapatas ixodidas, tanto de
compuestos antiparasiticos como de anticuerpos mo-
noclonales antiantigenos de estas especies, se ha
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ensayado en hembrasrepletascon €l propésito deevaluar
su efecto sobre laformacion de los huevos [ 10, 11].
Teniendo en cuenta, fundamentalmente, larelacion
previamente reportada entre la ovogénesis y la pre-
senciade cisteino peptidasas en el ovario de B. micro-
plus[9], sedecidi6 evaluar € efecto delainyeccion de
un inhibidor especifico de esta clase de peptidasas, €
E-64, sobre el desarrollo ovérico y la oviposicion en
garrapatas hembras repletas (B. microplus).

Materiales y métodos

Reactivos

De Sigma Chemical Co., EE.UU. se obtuvieron d
inhibidor trans-epoxisuccinil-L-leucilamida-(4-
guanidino)-butano (E-64), el dimetilsulfoxido
(DMSO0), los sustratos N-carbobenzoxi-fenilalanil-
arginil-4-metoxi-b-naftilamida (Z-Phe-Arg-2NA) y
N-carbobenzoxi-arginil-arginil-4-metoxi- b-nafti-
lamida (Z-Arg-Arg-2NA), asi como losreactivos para
desarrollar la actividad enzimatica.

Garrapatas

LacepadeB. microplus (libre deBabesa, sp.) semantu-
VO por pases sucesivos sobre ganado Holstein en los
L aboratoriosBiol dgicosy Farmacéuticos(LABIOFAM).
Las hembras repletas se col ectaron manua mente.

Inyeccion de E-64 en hembras de Boophilus
microplus

Treinta garrapatas adultas repletas se procesaron
antes delas 24 horas posteriores al desprendimiento
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del ganado bovino. El inhibidor E-64 se disolvi6 en
DM SOy sediluyd luego en solucion salinafisiolégica
hasta una concentracién de 200 M. Una solucion
deDMSO deigual proporcion (1%) en solucion salina
fisiologica se utilizé6 como control del solvente.
Después de pesadas individualmente, se inyectaron
las garrapatas con 1.5 L de cada solucion con una
microjeringuilla SGE, Australia, segiin el método de
Toro-Ortiz et al. (1997).

Efecto de la inyeccion del inhibidor E-64 sobre
la eficiencia de la oviposicién de B. microplus

Para determinar el efecto del inhibidor E-64 sobre la
puesta de huevos de B. microplus, las hembras se
dividieron en 3 grupos: control sin inyectar (n=5),
inyectadas con DM SO (n=5) y con inhibidor (n=5).
Después de inyectadas, se colocaron en recipientes
individuales y se incubaron a 30 °C y 90% de HR
durante dos semanas. Se peso lapuestatotal de huevos
de cada una, y pararealizar |la comparacién entre los
tratamientos, se calculé la eficiencia de la puesta
(EP=peso huevos/peso garrapata).

Efecto de la inyeccién del inhibidor E-64
sobre el desarrollo ovarico

Para determinar el efecto de la inyeccién del E-64
sobre el peso del ovario, el contenido de vitelinay
las actividades cisteino peptidasas del ovario se uti-
lizaron 15 garrapatas, se dividieron en 3 grupos, como
en el experimento anterior. Las garrapatas se
incubaron a 30 °C y 90% de humedad relativa hasta
la diseccion de los ovarios, 48 horas después de la
inyeccion del inhibidor (dia 2 de preoviposicién). Se
pesaron individualmente los ovarios y se midio el

tamafio de tres de sus ovocitos mayores con un mi-
crémetro ocular.

La medicion del contenido de vitelina se realizé
medianteel calculo deladiferenciaentrelaabsorbancia,
a 400 nm (cercano a méaximo de absorcion del grupo
hemo delavitelina) y a500 nm (longitud de ondapara
la cual no hay absorcién de luz por parte del grupo
hemo), de un extracto preparado a partir de la homo-
geneizacion manual de cada ovario y se expresd en
unidades de absorbancia[10].

La actividad enzimética de los extractos frente a
Z-Phe-Arg-2NA y Z-Arg-Arg-2NA se determind con
el empleo de unamezclade reaccién formadapor 50Nk
de extracto crudo, 150 nL de tamp6n (100 mmol/L de
acido citrico, 200 mmol/L defosfato disddico, pH 4.0y
6.5) y 5 nL de sustrato (0.5 mmol/L en el ensayo). A
cada ensayo se le incorpord L-cisteina 5 mmol/L pa-
ra mayor sensibilidad. Esta mezcla se incub6 a 37 °C
gjustando las condicionestemporales paragarantizar €l
trabajo con velocidades iniciales. La 2-naftilamina
liberada por laaccion delaenzima se determind por un
método indirecto: la reaccion se detiene por la adicidn
de 200 ni dereactivo de acoplamiento, el cua contiene
Fast Garnet GBC, queal acoplarse con la2-naftilamina
liberada forma un azocompuesto rojo. La cantidad de
producto se midié a 520 nm en un espectrofotémetro
Ultraspec |1, Pharmacia, Suecia. Se realiz6 una curva
empleando 2-naftilaminacomo patrén, cuyacotangente
fue de 1.48x 10? nmol. Una unidad (U) de actividad
enzimética representa la produccion de 1 nmol de
2-naftilamina/min/mL de enzimaen € ensayo [12].
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Andlisis estadistico

Los resultados se estudiaron mediante un andlisis de
varianza (ANOVA) de clasificacion simple, y poste-
riormente, en caso de que fueran significativas las
diferencias (p<0.05), se empled la prueba de minimos
cuadrados para comparar entre si las medias de cada
experimento. L os resultados se expresaron como valor
medio de cada grupo * la desviacién estandar.

Los experimentos descritos en este trabajo, para
determinar los efectos del E-64 sobrelaEficienciadela
Puestay sobre €l desarrollo ovérico, se realizaron dos
veces. Se muestran los resultados de uno de ellos por
haberse encontrado las mismas diferencias estadis-
ticamente significativas entre los grupos al repetir los
experimentos.

Resultados

Para determinar el efecto de un inhibidor de cisteino
peptidasas sobre los pardmetros que representan la
reproduccion de B. microplus, se inyectd E-64 en
garrapatas hembras adultas repletas (teleoginas),
estadio en que se inicia la vitelogénesis o sintesis de
las principales proteinas de la yema de los huevos.

Cada experimento se realizé con el empleo de con-
troles, sin inyectar e inyectados con €l solvente del
E-64, DMSO, sin mostrar diferencias significativas
entre estos grupos en ningln caso.

La eficiencia de la puesta de huevos se afect6 sig-
nificativamente (p<0.05) al inyectar el E-64 (Figural),
reflgjado por unadisminucién en larelacién delamasa
de huevos puestos por las garrapatas tratadas, con
respecto a su peso corporal de 0.5316 + 0.1082 en
el grupo inyectado con DMSO a0.3016 + 0.075 en €l
grupo inyectado con el inhibidor para una reduccion
del 43.3%.

En el grupo inyectado con E-64 disminuy6 signi-
ficativamente (p<0.05) el peso del ovario, de 0.0227
+ 0.00416 g en el grupo inyectado con el solvente a
0.00835 + 0.00335 g en el grupo inyectado con €l
inhibidor (Figura 2) para una reduccion del 63.25%.
La medicion de los ovocitos mayores no mostro
diferenciassignificativas entrelos grupos (Tabla 1), lo
guesugierequeladisminucion en el desarrollo ovérico
y en la puesta de los huevos se debe ala maduracion
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Figura 1. Efecto de la inyeccién de E-64 en teleoginas de B.
microplus sobre la eficiencia de la puesta de los huevos (n=5
para cada grupo). (*) Indica una diferencia estadisticamente
significativa comparada con el grupo control (prueba de minimos
cuadrados, p<0.05).
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de menor cantidad de ovocitos en este periodo, como
consecuencia de la presencia del inhibidor.

El contenido de vitelina en este 6rgano, expresado
como la absorbancia del grupo hemo, se redujo tam-
bién significativamente, de 1.551 + 0.395 U a 0.587
+ 0.336 U (62.2% de reduccién) (Figura 3), lo cual
indica un efecto de este compuesto sobre la vitelo-
génesis o € proceso deincorporacion de vitelogenina
en el ovocito.

Se observo, ademas, unareducci 6n estadisticamente
significativa (p<0.05) en las actividades cisteino
peptidasas detectadas en el ovario (Figura 4) en el
grupo de garrapatas inyectadas con e inhibidor. La
actividad hidrolitica del sustrato Z-Phe-Arg-2NA
disminuy6 de0.9153 + 0.0412 U en el grupoinyectado
con el DMSO a 0.7643 + 0.0379 U, es decir, una
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Figura 2. Efecto de la inyeccién de E-64 en teleoginas de B.
microplus sobre el peso del ovario (n=5 para cada grupo).
(*) Indica una diferencia estadisticamente significativa comparada
con el grupo control (prueba de minimos cuadrados, p<0.05).

Tabla 1. Tamafo de los ovocitos mayores presentes en el
ovario de las hembras de B. microplus como resultado de
la inyeccién del inhibidor E-64. Se midieron tres ovocitos
por cada ovario de las 5 garrapatas estudiadas en cada
grupo. Las diferencias entre @da grupo no fueron estadis-
ticamente significativas (prueba de minimos cuadrados).

Tamario de ovocitos mayores
Grupo (mm)

experimental . Desviacion
Valor medio .
estandar
Control sin inyectar 52.0 +1.549
DMSO 51.6 +1.341
E-64 52.0 +1.548
25 +
o
£ 2 A
2 1 i
S
o 1.5 4 J- J_
]
2 *
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5 05 -
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Control DMSO E-64

Figura 3. Efecto de la inyeccién de E-64 en teleoginas de B.
microplus sobre el contenido de vitelina reflejado como la
absorbancia de su grupo hemo (Absorbancia 400 nm-
Absorbancia 500 nm) en el extracto de ovarios (n=5 para cada
grupo). (*) Indica una diferencia estadisticamente significativa.
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reduccién de 16.5%; mientras, lahidrélisisdel sustrato
Z-Arg-Arg-2NA seredujo de 0.07843 £ 0.01845 U a
0.0415 + 0.02172 U (47.1% de reduccion).
Discusién

En la garrapata B. microplus se detectaron activida-
des semejantes a las de catepsinas L y B, segin su
especificidad de sustrato, en el ovario de las adultas
hasta el final de la oviposicion [9], en la hemolinfa
de las hembras en €l pico de oviposicion [7] y en los
huevos de esta especie, donde desempefian una fun-
cion importante en ladegradacion de |l as proteinas de
la yema durante la embriogénesis [8]. La inhibicidn
total in vitro de la actividad de estas enzimas en
presencia de E-64, permiti6 su clasificacion como
cisteino peptidasas.

La reduccion significativa en la eficiencia de la
puesta de huevos obtenida en este estudio como
consecuencia de la inyeccion de E-64, sin afectar la
eclosion y la maduracién de las larvas (datos no
mostrados), sugiere unadisminucion en lacantidad de
huevos puestos y no en su peso individual.

El ovario esel 6rgano en el quetienelugar laforma-
cién de los huevos de B. microplus. En las garrapatas
ixédidas, la maduracién de los ovocitos ocurre de
manera asincrénica: simultaneamente, en el ovario se
encuentran ovocitos con diferentes grados de de-
sarrollo [13]. Ladisminucion en el peso del ovario en
las garrapatas inyectadas con E-64, pudiera ser la
causa de la disminucion de la eficiencia de la puesta
deloshuevos. Que no existan diferencias en el tamafio
de sus ovocitos mayores, sugiere la ocurrencia de
maduracion completaen estosy refuerzalahipétesis
de unadisminucion en la cantidad de huevos puestos
y no en el peso individual.

La habilidad de producir grandes cantidades de
vitelogenina en un tiempo relativamente corto, pare-
ce ser la estrategia evolutiva principal para el éxito
reproductivo en Ixodidae. La sintesis de estas hemo-
lipoglicoproteinas tiene lugar en el cuerpo grasoy en
¢l intestino. Tanto en las garrapatasixddidas como en
argésidos se secretan a la hemolinfa, donde se trans-
portan hasta ser endocitadas por los ovocitos en el
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Figura 4. Efecto de la inyeccién de E-64 en teleoginas de B.
microplus sobre la hidrélisis de Z-Phe-Arg-2NA y de Z-Arg-Arg-
2NA por el extracto de ovarios (n=5 para cada grupo). (*) Indica
una diferencia estadisticamente significativa comparada con el
control (prueba de minimos cuadrados, p<0.05).
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ovario para convertirse en vitelina, la proteina prin-
cipal delayemadeloshuevos[14], lacual constituye
el 80% del contenido total de proteinas del huevo
recién puesto. En los huevos de B. microplus, todas
las hemoproteinas se derivan de la vitelina[15], por
lo que la medicién del contenido de hemo reflgja una
relacion directa con la presencia de estas proteinas.
Como resultado de la inyeccion del E-64 se produjo
una disminucion de la absorbancia, caracteristica del
grupo hemo en & extracto de ovario, lo cual significa
una disminucion de la cantidad de vitelina en este
6rgano. Este comportamiento puede estar dado por
la afectacion de la sintesis de vitelogenina o de su
mecanismo de transporte e incorporacién a ovario.
La participacion de cisteino peptidasas directamente
en estos procesos no se hademostrado. Sin embargo,
la presencia de esta clase de peptidasas [6, 16] en €l
intestino hembras de B. microplusrepletasde sugiere
su participacion en la digestion de las proteinas de la
sangre ingerida por la garrapata, proceso del cual
depende la sintesis de vitelogenina. No obstante,
a partir de estudios de alimentacién artificial con
pepstatin, se ha demostrado que las aspartico pep-
tidasas desempefian una funcion relevante en los
eventos digestivos [17].

Recibido en diciembre de 2004. Aprobado
en julio de 2005.
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La disminucion significativa en las actividades cis-
teino peptidasas del ovario puede ser consecuenciade
lainteraccion directacon el inhibidor y/o delapresencia
de menos cantidad de enzimaen este 6rgano. Estaltima
hip6tesisapoyarialarelacién entrelapresenciade estas
enzimasy laincorporacion de vitelogenina. Dehecho,
| os estudios de nuestro | aboratorio sugieren unaposible
circulacion hemolinfética de estas cisteino peptidasas
antes de ser incorporadas a ovario [7].

Es notoriala presencia de menos actividad enzima
tica semegjante a la catepsina B (capaz de hidrolizar
el sustrato Z-Arg-Arg-2NA) que de semejante a la
catepsina L en e ovario del grupo inyectado con €
inhibidor. Este resultado pudiera estar dado por dife-
rencias en cuanto a la histolocalizacién de ambas
actividades, que derivarian en variaciones en la acce-
sibilidad del inhibidor. Estudios posteriores deberan
dedicarse a esclarecer este hallazgo.

La reduccion de los pardmetros que caracterizan el
proceso reproductivo delagarrapata, en presenciadeun
inhibidor de cisteino peptidasas, demuestra la im-
portancia de estas enzimas en e ciclo de vida de este
ectoparéasito y merece un estudio posterior, pues se
tratade unanueva posibilidad en laampliagamade me-
canismos propuestos parael control de este artropodo.
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