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Actividad semejante a catepsina L en la hemolinfa
de hembras repletas de Boophilus microplus
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RESUMEN

Se demostró la presencia de actividad cisteíno-proteinasa en la hemolinfa de hembras repletas de Boophilus microplus en el día
2 de oviposición. El ensayo enzimático se realizó con el sustrato sintético N-carbobenzoxi-fenilalanil-arginil-4-metox
naftilamida y se observó hidrólisis tanto para el extracto crudo de ovarios como para la hemolinfa. La activid
inhibió en 100 % ante la presencia de trans-epoxisuccinil-L-leucilamido (4-guanidinio) butano, un inhibidor espe
para cisteíno-proteinasas. La electroforesis en geles de poliacrilamida y gelatina incluida mostró la presencia de una sola 
activa en ambas muestras ensayadas con igual corrimiento electroforético (alrededor de 38 kDa).

Descriptores DeCS: CATEPSINAS/sangre; HEMOLINFA.
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Boophilus microplus es un ectoparásito del ganado, ve
tor de hemoparásitos como Babesia sp y Anaplasma sp,
que causa pérdidas económicas significativas en á
tropicales y subtropicales. En intentos para protege
ganado contra este artrópodo se han utilizado extra
proteicos como vacunas experimentales y se 
identificado antígenos relacionados con la protección
el epitelio intestinal, tal es el caso de Bm 86.1 Esta proteína
obtenida por vía recombinante se ha comercializado c
vacuna, sin embargo, se han detectado diferencia
cuanto a la susceptibilidad de las garrapatas en dive
locaciones geográficas.2 La carencia de efecto
inmediatos e individuales la excluye del mercado 
productos para limpiar y proteger al ganado de garrap
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antes de su traslado.3 Por otra parte, no existe similitud de
secuencia aminoacídica entre este antígeno y algu
proteína de función conocida. Esto pudiera dificultar la
búsqueda de antígenos eficaces en otras especies
garrapatas.1

En los animales ovíparos la embriogénesis depend
de la utilización de las proteínas de la yema de los huevo
Se han reportado muchas proteinasas como responsab
de esta degradación. La mayoría de estas enzimas 
artrópodos son sintetizadas como precursores y algun
se transportan desde su órgano de síntesis hasta el ova
a través de la hemolinfa para acumularse en los ovocito
durante el proceso de ovogénesis.4 Se conoce que la IgG
del hospedero puede atravesar el intestino de insect
r.
1 Licenciada en Bioquímica. Aspirante a Investigadora.
2 Licenciada en Bioquímica. Investigadora Agregada.
3 Doctor en Medicina. Doctor en Ciencias Biológicas. Investigador Titula
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hematófagos y garrapatas y ser encontrada e
hemolinfa;5 retiene su actividad biológica y anticuerp
específicos pueden enlazarse a órganos inter
(glándulas salivales y ovario).6 Cantidades significativas
de anticuerpos anti Bm91 (carboxipeptidasa de la garra
localizada en el intestino y las glándulas salivales, 
potencia el efecto de la vacunación con Bm86) atravie
el intestino y se enlazan al antígeno en la glándula sa
En este caso se propone que el mecanismo de 
del ectoparásito pueda ser de 2 tipos: mediant
unión de anticuerpos a la superficie de los tejido
por medio de la inhibición de una función bioquími
o fisiológica crítica.1

En estudios realizados en el laboratorio se demo
la presencia de actividad semejante a la catepsina 
mamíferos, como la actividad proteolítica fundamenta
el ovario de adultas de B. microplus y su estrecha
asociación con el proceso de vitelogénesis.7 El objetivo
del presente trabajo fue determinar la presencia
actividad proteolítica, similar a la encontrada en ovar
en la hemolinfa de hembras repletas de B. microplus.

Las garrapatas utilizadas en el estudio correspon
a una cepa de campo, libre de Babesia sp, mantenida en
los Laboratorios Biológicos Farmacéuticos (LABIOFAM
sobre ganado Holstein. Se colectaron 100 hemb
repletas y se incubaron a 27 ± 1 °C hasta el día 2 post
al comienzo de la oviposición, cuando la activid
enzimática en el ovario era máxima.7 Se extrajeron
aproximadamente 15 µL de hemolinfa de cada garrapata6

el volumen total colectado se diluyó en 400 µL de salina
fisiológica (NaCl 0,9 %) a 4 °C, se centrifugó a 7 0
gravedades durante 5 min para separar los hemocito
sobrenadante se utilizó para realizar los ensa
enzimáticos y la electroforesis. Se realizó la disección
los ovarios en salina fisiológica a 4 °C, se homogeneiz
con un Polytron a 3 000 rpm durante 3 min, despué
centrifugó a 7 000 gravedades durante 30 min y se co
el sobrenadante. El ensayo enzimático se realizó co
sustrato N-carbobenzoxi-fenilalanil-arginil-4-metoxi-be
naftilamida (Z-Phe-Arg-betaNA) como se describió ant7

se usó como tampón ácido cítrico 100 mmol/L-fosf
disódico 200 mmol/L a pH 4,0 y se incorporó a la mez
de reacción L-cisteína 5 mmol/L para una may
sensibilidad; el ensayo de inhibición se realizó con tra
epoxisuccinil-L-leucilamido (4-guanidinio)-butano (E-64
un inhibidor específico de cisteíno-proteinasas y se ut
dimetilsulfóxido (diluente del E-64) como control. L
actividad gelatinolítica se detectó por electroforesis
geles de poliacrilamida a 12,5 %, con SDS 0,1 % y gela
incluida a 0,2 %;8 los geles se lavaron en tritón X-10
a 2,5 % durante 2 h a temperatura ambiente y por úl
se incubaron toda la noche en tampón ácido cít
100 mmol/L-fosfato disódico 200 mmol/L a pH 3,0 co
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5 mmol/L de L-cisteína y 200 µmol/L de E-64 en el caso
del estudio de inhibición. La concentración de proteína
se midió con albúmina de suero bovino como  patrón.9

Se obtuvo un valor de actividad enzimática en l
hemolinfa, frente a Z-Phe-Arg-betaNA, de 0,37 × 10-2 µmol
de beta-naftilamina/min/mg de proteína presente, que 
inhibió en 100 % con E-64; mientras que el extracto d
ovarios presentó una actividad cisteíno-proteinasa mu
superior, 7,8 × 10-2 µmol de beta-naftilamina/min/mg de
proteína presente en el extracto. Por otra parte, se obse
una sola banda de actividad gelatinolítica ácida del tip
cisteíno proteinasa tanto para la hemolinfa como para
extracto de ovarios, ambas con igual corrimient
electroforético, alrededor de los 38 kDa (fig.).
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Fig. Electroforesis en gel de poliacrilamida (12,5 %), con gelatin
incluida  (2 %) y SDS (0,1 %). A: Hemolinfa; B: Hemolinfa,
incubada con E-64; C: Extracto de ovarios y D: Extracto de ovario
incubado en presencia de E-64. Las marcas corresponden a 
patrones de peso molecular (albumina bovina, 67 kDa
ovoalbúmina, 43 kDa; gliceraldehído 3 fosfato deshidrogenasa, 3
kDa; anhidrasa carbónica, 29 kDa; tripsinógeno, 24 kDa).

Estos resultados demuestran la circulació
hemolinfática de una cisteíno proteinasa; muy similar a 
descrita para el ovario, lo que permite especular sob
una vía de transporte común de esta enzima y l
vitelogeninas en su tránsito hacia el ovocito.10

Adicionalmente, sugieren la posibilidad de intervenció
en la reproducción de garrapatas con el uso de esta enz
proteolítica como un blanco de la acción de los anticuerp
que pasan a la hemolinfa. Es necesario realizar estud
para determinar el(los) sitio(s) de síntesis de la enzima
su papel en el proceso de formación de los huevos.
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SUMMARY

The cysteine-proteinase activity present in the hemolymph 
females crammed with Boophilus microplus at the second
oviposition was proved. The enzime assay was performed usi
the synthetic N-carbobenzoxi-phenilalanyl-arginil-4-metoxi-
betan-naphthylamide substrate, and hydrolisis in both raw ovar
extract and hemolymph were observed. The activity was 100 
inhibited by trans-epoxisuscinyl-L- leucidamide (4-guadinine
butane, an specific inhibitor for cysteine-proteinase
Polyacrylamide and gelatin-gel electrophoresis showed th
existance of only one active band in both samples tested with t
same electrophoretic sliding (approximately 38 kDa).

Subject headings: CATHEPSINS/blood; HEMOLYMPH.
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