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RESUMEN

Se realizé la identificacion de una actividad neutra en intestir®odghilus microplugpor electroforesis en geles de poliacrilamida
copolimerizados con gelatina, y el maximo de actividad se obtuvo a pH 6,0. Con el sustrato caseina, se obtuvo la meyespetdificta

a ese pH. La desaparicién de esta actividad fue demostrada para ambos sustratos después de la adicion de fluoruricsdédaitd meti
en las mezclas de reaccion. Resulta muy interesante encontrar una actividad endopeptidasa con estas caracteristices apesates
de que la actividad digestiva en garrapatas es intracelular a pH muy &cido, a diferencia de los insectos.

Descriptores DeCS ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA/métodos; GARRAPATAS/enzimologia; PEPTIDO
PEPTIDO-HIDROLASAS/analisis; INTESTINOS.

Boophilus micropluses un ectoparasito del En 1983 Raikhet planteé que las garrapatas
ganado, vector de hemoparasitos coBabesia ixddidas se caracterizan por una combinacion
sp.y Anaplasma sp que causa pérdidas de 3 tipos de digestion: externa, del lumen intra-
econdmicas significativas en areas tropicales y intestinal, e intracelular. La fase digestiva externa
subtropicales. ocurre mediante el efecto litico de la saliva; la

Elintestino en garrapatas, es el sitio donde tiene  segunda o intraluminal se limita a una lisis mas
lugar el proceso de digestion, de donde se obtienen completa de las células sanguineas a través de las
la masay la energia necesarias para la realizacion secreciones de células secretoras; la intracelular

de mdltiples procesos fisiologicds.os estudios ocurre en las células digestivas especializadas y
realizados enRhiphicephalus sanguineus tiene un papel dominante, ya que los componentes
Dermacentor variabilishan demostrado que el sanguineos sufren hidrélisis completa.

estbmago es uno de los sitios de sintesis de Sin embargo, diferentes autores estan en

vitelogenin&;*®la que es transportada al ovariovia  desacuerdo en que si ocurre digestion en el lumen
hemolinfa y convertida en vitelina, constituyente  intestinal. La presencia de aminoécidos libres en
del huevo; ademas de constituir una via de el lumen intestindly en el material fecalen
penetracion de microorganismos al interior de la  garrapatas se ha utilizado para sugerir la presencia
garrapatd. de digestion en el lumen intestifaijunque, la
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fuente de estos aminoacidos puede ser la sangre
del hospedero o células digestivas lisadas. Una
enzima que pueda funcionar en el lumen intestinal
de las garrapatas no ha sido todavia identifiéada,
dado que el pH de los contenidos intestinales es
6,3 - 6,3°y lo que si ha sido demostrado es que la
digestion de proteinas ocurre a pH acido mediante
aspartico proteinasas que son inactivas por encima
de pH 6,012

En la ultima década el estudio de las serino
proteinasas en artropodos ha despertado gran interés
por constituir mediadores esenciales de ciertos
procesos fisiol6gico¥.Se ha demostrado que estas
proteinasas estan involucradas en la digestion del
alimento dentro del intestino, en la activacion de la
cascada de la fenoloxidasa en respuesta a las
infecciones microbianas, en la destoxificacion de
agentes nocivos como los insecticidas y en la
modulacién del desarrollo embrionario.

En el presente reporte se describe el hallazgo
de una actividad endopeptidasa neutt deicroplus
por electroforesis en geles de poliacrilamida
copolimerizados con gelatina.

METODOS

Las garrapatas utilizadas en el estudio
corresponden a una cepa de campo, librBale
besia sp.mantenidas en los laboratorios del Centro
Nacional de Parasitologia Veterinaria por pases
sucesivos en ganado Holstein. Posterior a la
infestacién del bovino con larvas, las garrapatas
repletas fueron colectadas y se les realiz6 la diseccion
en salina fisiolégica a 4 °C y el extracto fue
preparado segun la metodologia descrita por
Mendiolay otros en 199&

Un extracto crudo de células rojas fue preparado
segun la metodologia descrita p@ontremoliy
otros en 197% La concentracion de hemoglobina
fue determinada para esta muestra y para el extracto
crudo de garrapata segun la metodologia descrita
porDaciey Lewisen 196853

La actividad proteinasa fue detectada en geles
de poliacrilamida 10 % impregnados en gelatina
0,1 % segun la metodologia descritalgeussen
y Dowdleen 1980¢Las muestras fueron diluidas
en el tamp6én muestra (xilene cianol 0,02 % en
sacarosa 15 %) a temperatura ambiente. El tampdn

de corrida empleado fue tris-borato 0,045 mol y
EDTA 0,001 mol, pH 8,0 a 4 °C. Después de
transcurrida la electroforesis el gel fue cortado en
tiras, y estas fueron incubadas durante la noche a
37 °C en los diferentes tampones (tampdn fosfato
disédico a pH 5,0, 6,0 y 7,0 y en tampon tris-
clorhidrico a pH 8,0 y 9,0). Después de la
incubacion, las tiras fueron tefiidas en azul de
Coomassie 0,1 % en fijador (metanol 40 %y acido
acético 10 %) por 30 min y decolorados en metanol-
acido acético-agua (5:1:5).

El ensayo enzimatico frente a diferentes
sustratos naturales (hemoglobina bovina, albimina
de suero bovino, caseina, IgG, elastina y colageno
tipo 1) se realizé seguin el método de Anson
modificado poBarretten 1970

En el estudio de inhibicion se incluyé pepstatin,
14 umol; trans-epoxisuccinil-L-leucilamino (4-gua-
nidino) - butano (E-64), 200 umol; acido etilen-
diaminotetraacético (EDTA), 10 mmol; 1-10 fenan-
trolina, 5 mmol y fluoruro de fenil metil sulfonilo
(PMSF), 4 mmol por separado, en la mezcla de
reaccion. Para ello se preincubaron, 50 uL del
extracto crudo, 50 ptel tampon de ensayo tris-
-clorhidrico pH 6,0, 50 pL de agua destilada'y 10 pL
de la solucion del inhibidor durante 1 h a 25 °C,
previo al ensayo enzimatico. En el ensayo de
inhibicién en geles de poliacrilamida copo-
limerizados con gelatina, 10 L del extracto crudo,
10 pL del tampdn muestra y 2 pL del inhibidor
fueron incubados 1 h a 25 °C antes de aplicar la
muestra. La electroforesis se realizé segln se
describi6 anteriormente. Las tiras fueron incubadas
durante la noche en el tampdn tris-clohidrico
pH 6,0 con cada uno de los inhibidores men-
cionados.

RESULTADOS

En los estudios de actividad proteolitica sobre
gelatina se obtuvo una banda gelatinolitica a los
pH 6,0; 7,0y 8,0; el maximo de actividad se obtuvo
apH 6,0 (fig. 1). La desaparicién de esa actividad
fue demostrada so6lo después de la adicion de
PMSF, no sucedi6 asi para el resto de los inhibidores
estudiados, lo que sugirié la presencia de una
actividad serino dependiente en el extracto. La
presencia de hemoglobina, como indicador de la
contaminacion con proteinas sanguineas en el
extracto, fue despreciable.
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Fig. 1. Efecto del pH sobre la actividad PMSF (4pmol)
proteolitica en intestino d8oophilus

micropluscon el empleo de gelatina co-

mo sustrato. A: pH 5, B: pH 6, C: pH 7, 0 20 40 60 80 ioo

D: pH 8, E: pH 9. % de inhibicion

A B C
Fig. 2. Efecto de inhibidores sobre la
actividad proteolitica en intestino de
Boophilus microplugon el empleo de
caseina como sustrato.

COI’! el sustrato Case_ina se thUVO la actividad TABLA. Actividad proteolitica neutra de extractos crudos de
especiflca mas alta a diferencia del resto de los Boophilus microplussobre sustratos especificos
sustratos ensayados (tabla). Estos resultados
apuntan a favor de la selectividad de la actividad  Sustratos Actividad especifica
neutra en cuanto a la hidrolisis de sustratos

e , . 19G bovina 0,09

naturales. La hidrolisis de caseina en presenciadel ¢ ina 004
extracto crudo fue inhibida por PMSF en 85 %Y  Abamina 0.05
con EDTA y 1-10 fenantrolina en 25 % (fig. 2). Caseina 1,53
Del estudio del perfil de inhibicion frente a este ~ Hemoglobina 0,15
Colageno tipo Il 0,04

sustrato se derivo también la presencia de una
actividad fundamentalmente del tipo serino

” * Micromoles de L-Tirosina/min/mg
dependiente.
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DISCUSION

Resulta muy interesante encontrar una
actividad endopeptidasa con estas caracteristicas
en el intestino a pesar de que la actividad digestiva
en garrapata es intracelular a pH muy éacido, a
diferencia de los insectos. Sin embargo su
especificidad de sustrato habla a favor de
diferencias marcadas con las actividades
semejantes a tripsina y quimotripsina que se
presentan en el intestino de la mayoria de los
insectos, pues las actividades especificas frente a
hemoglobina y seroalbimina bovinas, proteinas
principales en la digestion de sangre intraluminal
de todo artrépodo hematofago, fueron
significativamente menores. Las hembras adultas
en estadios previos al engorde rapido presentan
también esta actividad caseinolitica a niveles
considerablemente mayores que la adulta repleta,

En la medida en que se disponga de anticuer-
pos contra las enzimas purificadas, la microscopia
electrénica con la utilizaciéon de conjugados de
proteina A-oro coloidal u otras técnicas inmuno-
histoquimicas permitird conocer la localizacion
precisa de los antigenos en los niveles celular y
subcelular. Trabajos futuros son necesarios para
profundizar en el conocimiento del papel que
desempefian estas endopeptidasas neutras en la
fisiologia de la garrapata.

SUMMARY

A neutral activity of Boophilus microplusn the intestine was
identified by electrophoresis in polyacrilamide gel copolymerized
with gelatin. The maximum of activity was attained at pH 6.0. The
highest specific activity at that pH was obtained with casein substrate.
The disappearance of this activity was observed in both substrates
after the addition of phenylmethylsulphonyl fluoride in the reaction
mixtures. It was very interesting to find out an endopeptidase
activity with these characteristics in the intestine, in spite of

a pesar de que las ingestas de sangre de ambos the fact that the digestive activity in ticks is intracellular at very

estadios son significativamente diferentes
(resultados no mostrados).

Una de las actividades reportadas por el grupo
de trabajo de este estudio en intestino de hembras
adultas d&oophilus microplusnediante eéstudio
de hidrélisis de péptidos sintéticos, corresponde a
una actividad endopeptidasa neutra semejante a
catepsina G?Si ambas actividades se encuentran
sobre una misma molécula; lo que solo podra
confirmarse a través del aislamiento y purificacion
de enzimas; se podria esperar que en el epitelio
intestinal estas actividades neutras también estén
asociadas con granulos, como sucede en los
leucocitos de la médula ésea de vertebrados.

Mas recientement€anost& Jiang® aislaron
clones de cDNA de 2 serino proteinasas de una
libreria de cDNA de hemocitos Menduca sexta
con secuencias similares a las enzimas de los
granulocitos de vertebrados. Sin embargo, su
funcién adn no se ha definido.

Han sido descritas 6 tipos de células en el
intestino de garrapatas: células de reemplazo, las
células digestivas, las células secretoras, las células
indiferenciadas, las células endocrinas y las células
vitelogénicas. Todas ellas con excepcion de las
células vitelogénicas han sido distinguidas
solamente por su morfologf&Asi ningun producto
de las células secretoras ha sido identificado; ni se
conoce el papel del producto secretado en algun
proceso fisiolégica.

acid pH, which does not occur in other insects.

Subject headings ELECTROPHORESIS, POLYACRYLA-
MIDE GEL/methods; TICKS/enzimology; PEPTIDE PEP-
TIDOHYDROLASES/analysis; INTESTINES.
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