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RESUMEN

Se andliz6 en adultos de Boophilus microplus la magnitud de la expresién tisular de aspértico-proteinasas en estadios juveniles,
asi como la influencia de uno de los inhibidores de aspartico-proteinasas de mas amplio uso (pepstatin A) en el desarrollo de estos.
Se realizé el aislamiento y la cuantificacion de la actividad proteolitica &cida en muestras de parésitos de diferentes estadios del
proceso digestivo donde se confirmé la presencia de actividad aspértico proteinasa y se observé una tendencia al incremento en
los valores de actividad enzimética por cada miligramo de peso total durante € desarrollo de las adultas, con un descenso de esta
relacion justo con el repletamiento. La adicion de pepstatin A a la ingesta en concentraciones de 14 y 70 pmol no tuvo efecto
sobre la viabilidad de las adultas jovenes durante su mantenimiento in vitro por 24 h y excluye asi efectos toxicos inmediatos de
este compuesto. Sin embargo, en los experimentos en los cuales las adultas después de haber recibido las diferentes ingestas son
puestas en aisladores con machos sexualmente competentes durante 6-7 d, la viabilidad present6 resultados diferentes (p < 0,01)
a la concentracion de 70 pmol. El efecto sobre el desarrollo de las adultas jévenes fue discreto, sin embargo sugiere que se podria
estar frente a una accién inhibitoria selectiva sobre las enzimas dependientes de aspértico.
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Las garrapatas de |a familia |xodidae son los
artropodos hematéfagos mas importantes como
vectores de agentes infecciosos para €l ganado y
los animales salvajes; superados solo por los
mosguitos como vectores de una variedad de
patégenos al ser humano.! Las pérdidas
economicas que estas producen son €l incentivo
principal parael desarrollo eintroduccion denuevos
métodos de control .2

Un pesticida efectivo ha sido definido como
una sustancia que tiene especificad para un
componente poco abundante y vital para la
supervivencia del organismo infestante.® La
mayoria de los agentes existentes (organofos-
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forados, carbamatos y piretroides), que
efectivamente controlan | as plagas de artrépodos,
afectan receptores u otros componentes en el
sistema nervioso de estos.* Sin embargo, las
garrapatas presentan numerosos receptores de la
membrana celular, hormonas que pudieran
funcionar también como blancosparael control de
su desarrollo y reproduccion.®

L as garrapatas son ectoparasitos hemat6fagos
obligados, y la ingesta de sangre, ademas de las
proteinas, carbohidratos y lipidos de reserva,
amacenados en € epitelio intestinal y e cuerpo
graso, son €l recurso nutricional limitado cuyo uso
debe ser compartido entrelosrequerimientosdela
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respiracion celular y el crecimiento somatico y
reproductivo.b La utilizacién eficiente de este
recurso limitado depende en gran medida de la
funcion digestiva, lacual ocurreintracelularmente
en garrapatas y donde las enzimas capaces de
degradar 1os componentes sanguineos deben
desempefiar un papel fundamental.”

Las enzimas proteoliticas han demostrado
amplias potencialidades como blancos para
intervenir en la supervivencia de parésitos o
disminuir su eficiencia reproductiva.® Cada vez
gana mayor atencion, la sintesis de analogos no
peptidicosdel nlcleo activo de péptidosdirigidaa
la obtencién de compuestos capaces de inhibir
procesos criticos en insectos y parasitos.®!* Sin
embargo, se conoce poco acerca de los
reguerimientos nutricionalesy de las capacidades
sintéticas de la garrapata hembra. Se presume que
Sse requieren aminoacidos esenciales y que estos
son suministrados en laingesta de sangre que debe
ser hidrolizada por laaccién de proteasas.® Varios
estudios se han aplicado para conocer y validar
estas biomoléculas, como blancos criticos parala
supervivenciade diferentes especies de parasitos.
La mayoria de estos estudios han utilizado
inhibidores especificos, para demostrar que la
supresion de la actividad de una enzima puede
conducir a detener el desarrollo o provocar la
muerte delos parésitos, tantoin vitro comoin vivo.
También se demuestran los mismos efectos
deletéreos a través de mutaciones inducidas que
eliminan los genes para ciertas proteasas.’°

Solo unos pocos estudios han descrito las
propiedades de las enzimas digestivas en
garrapatas. Akov*? concluy6 que las propiedades
de la enzima aislada en Ornithodorous tholozani
sugerian similitud a la catepsina D, aungue solo
recientemente las proteasas hemoglobinaliticas
intestinales en adultas repletas han sido
caracterizadas como aspartico-proteinasas.*

La ingesta de sangre contiene el sustrato
principal paraaspartico-proteinasasdeB. microplus,
lahemoglobina,'* paralacual hasido demostrada
su conversion en hematina durante las fases de
digestién continuas.'® Laingestade sangre también
posibilita el suministro de efectores contra
potenciales blancos intestinales.? La dieta de las
larvas de Boophilus microplus y otros ixodidos
contiene mayoritariamente tejido lisado, exudado

SEroso y muy poca sangre total, mientras las
hembras adultas ingieren la mayor cantidad de
eritrocitos. Las ninfas son intermedias en este
aspecto.*®

El desconocimiento de la magnitud de la
expresion tisular de aspértico proteinasas, para
aquellos estadiosjuveniles cuyaalimentaci 6n esta
relacionadacon lahidrélisisdehemoglobinay otras
proteinas sanguineas, motivo arealizar estudiosde
aislamiento y cuantificacion de la actividad
proteolitica &cida en las etapas de desarrollo
posterioresal estadio larval. Se estudié ademas, €l
efecto dd suministro de uninhibidor especifico para
aspartico proteinasas sobre el desarrollo de las
adultas jovenes de B. microplus, mediante un
meétodo de alimentacion artificial.

METODOS
Garrapatas

Se utilizd una cepa de campo de Boophilus
micropluslibre de Babesia spp., mantenidaen los
Laboratorios Bioldgicos Farmacéuticos
(LABIOFAM).

Descripcion de la muestra de parasitos de
diferentes estadios del proceso digestivo y
preparacion de extractos

Muestras del estadio ninfal de B. microplus
fueron obtenidas 10 d después delainfestacion de
un bovino con 10 000 larvas. A continuacion se
desprendieron jovenes adultas en fase de
crecimiento tomadas los dias 2(a) y 4(b) después
delamuda y semirrepletasy repletas. Lasrepletas
fueronincubadasaZ27 °Cy humedad rel ativamayor
que 90 %y setomaron muestraslosdias0, 6y 15
después del desprendimiento que comprendia el
periodo de preoviposicién-oviposicion. Todas las
adultas fueron pesadas y las semirrepletas y
repletas fueron disecadas para la coleccion de
estbmagos. Cada 10 jovenes adultas completas y
5 estbmagos de |os estadios subsiguientes fueron
mezcladosy homogene zadosmanua menteen 1,0 mL
de salina fisioldgica, con un homogenizador de
teflén paramicrotubos. Serealizaron extractos que
contenian 100 ninfas cada uno en el volumen



mencionado. Los extractos fueron clasificados
mediante centrifugacién a10 000 g durante 60 min
y serealizé la separacién cromatogréfica como se
describe a continuacion.

Aislamiento y separacion cromatogréafica de la
actividad proteolitica en muestras no disecadas

Se realiz6 primero el andlisis en extractos
crudos de ninfas, los cuales fueron aplicados en
una columna de intercambio anionico Q-sefarosa
deflujorapido (XK 16/10, Pharmacia) equilibrada
contampon Tris'HCL, pH 7,0, 50 mmol y acoplada
asistemade cromatografialiquidade proteinasde
alta resolucion (FPLC), V flujo 1 mL/min. Se
colecto € total de proteinas que no se adsorben a
la columna en condiciones de equilibrio como
fraccion A y luego se eluyeron las proteinas que
son desplazadas con 1 mol NaCl como fraccién B,
seguin resultados obtenidos previamente a escala
analitica.**Cadafraccion fue concentradamediante
ultrafiltracién a4 °C hastael volumen original del
extracto. Lahomogeneidad delafraccion A como
aspartico-proteinasa se analiz6 en cada extracto
obtenido de cadaestadio en estudio y serealizaron
los ensayos de clasificacion catal itica también en
lafraccion B, tal como se describe acontinuacion.
Lamuestrade estbmagos disecados se utilizé para
evaluar larecuperacion del proceso.

Ensayo de la actividad proteolitica en ambas
fracciones

Esta se determin6 por el método clasico de
Anson modificado por Barrett.'” Soluciones de
hemoglobina fueron preparadas a 10 %. Fueron
incubados 50 yL de la fraccion A o B obtenidas
para cada uno de los estadios en estudio con
volumenesiguales (50 L) de solucién de proteina
sustrato, tampdn de pH y agua. La mezcla fue
incubada a 37 °C durante 30 min o 1 h, en
dependencia de la actividad de la muestra 'y se
ajust6 el ensayo acondicionesdevelocidadinicial
y pH 3,0. Lareaccién sedetuvo mediantelaadicion
de &cido tricloroacético frio 6 %. Después de la
incubacion durante 10 min a4 °C, lostubosfueron
centrifugados a 10 000 g durante 10 min. Los
sobrenadantes fueron colectados para determinar
la concentracion de péptidos por el método de
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Lowry®® con la utilizacién de seroalbimina como
estandar. Las determinaciones se realizaron por
cuadruplicado. Las unidades de actividad fueron
expresadas como pg de proteina degradada por
hora.

Clasificacion catalitica

Se prepard unasolucion acuosade leupeptiny
etandlicadefluoruro defenilmetilsulfonilo (PM SF).
Inhibidorescomo € pepdtatin, 1-cloro-3-tosilamido-
7-amino-2-heptanona (TLCK) y trans-epoxy-
succinyl-L-leucylamido (4-guanidinio) butano (E-64)
fueron preparados en dimetilsulfoxido. Aquellos
inhibidores que requirieron dimetilsulfoxido
(DM S0) y etanol parasu disolucion, estos solventes
fueron afiadidos en cantidades equival entes atubos
controles. Semidio el efecto de inhibidores sobre
la hidrélisis de hemoglobina ensayada como se
describe anteriormente, a pH éptimo 3,0, después
delapreincubacion del extracto con el tampdn de
ensayoy las soluciones deinhibidoresdurante 1 h
a 25 °C. Se determiné la actividad residual y se
considerd laactividad en muestras controlesigual
a 100 %.

Efecto del suministro de un inhibidor especifico
para aspartico proteinasas sobre el desarrollo
de las adultas jovenes de B. microplus, en la
utilizacion de un método de alimentacién
artificial

Se utilizé un dispositivo para sostener e
inmovilizar adultasrecién mudadasin vitro durante
la alimentacion con capilares.*® Utilizando un
mi croscopi o estereoscopi co seintroduce el aparato
bucal dentro del extremo del capilar que contiene
sangre bovina heparinizada. Las garrapatas se
pesan en balanzaanaliticaantesy despuésde 15 a
20 min en contacto con e capilar, paracomprobar
gue han tomado sangre de este.

Serealizé también el andlisis de las proteinas
totalesantesy despuésdelaalimentacion artificial
mediante el ectrof éresis en geles de poliacrilamida
en presencia de duodecil sulfato de sodio (SDS).
Cada adulta fue homogeneizada con 10 L de
buffer trissfHCI 25 mmol pH 6,8, SDS 3 %,
sacarosa 10 %, 2-mercaptoetanol 10 %, azul de
bromofenol 0,05 %. Después se |e adicionaron
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10 L de agua destilada y los extractos fueron
calentadosa 100 °C durante 3min. Losmicrotubos
fueron centrifugados y |os sobrenadan-tes fueron
aplicados en cantidad de 10 yL a geles de
poliacrilamida 12,5 % para su separacién de
acuerdo con el método de Lemmli.? Serealizo la
tincién simultanea con azul de Coomasie de geles
gue contenian muestras de adultas antesy después
delaaimentacion.

El experimento consté de un grupo de adultas
no sometidas alamanipulacién delaalimentacion
artificia, controles de adultas querecibieron sangre
heparinizada sin DMSO 1 % (control 1) y con
DMSO 1 % (control 2) y un grupo que recibio
pepstatin aconcentraciones de 14 umol y 70 pmol
disuelto en sangre heparinizada y DMSO 1 %. En
una serie de experimentos, todos 10s grupos eran
mantenidosin vitro ahumedad relativamayor que
90% y 26 °C durante 24 h; mientras que en otra
serie las hembras alimentadas fueron restringidas
en 4 aidadores adheridos sobrelapiel deun bovino,
donde machos sexua mente competentes obtenidos
de otro bovino previamente infestado fueron
anadidos en un nimero de 10 para cada aislador.
En cada experimento realizado en aisladores fue
determinada la viabilidad, el tiempo de
desprendimiento después de repletas y el peso
obtenido por estasen cadagrupo. En experimentos
invitrosolo sedetermind lasupervivencia. Después
de 24 h, las garrapatas se consideraron vivas S
eran capaces de desplazarse libremente o bajo
estimulo, cuando se colocaron sobre una placade
Petri alaluz de un microscopio estereoscopico.
Laspruebasen las cuales se obtuvo unamortalidad
superior a20 % fueron eliminadasy € experimento
serepitié.?! Enlacomparacién delaviabilidad de
control 2y pepstatin 14 ymol, los experimentos se
hicieron por duplicado. En total se realizaron 3
repeticiones delacomparacion delaviabilidad de
losgruposcontrol 2y pepstatin 70 umol;invitroy
en ai d adores sobre bovinos cadauno que contenian
entre 10y 12 adultas recién mudadas. Se reportan
los resultados del tiempo de replecién y peso de
repletas para uno de los experimentos, como
evidenciade un comportamiento que sereprodujo,
yaquelosvalores de estas variables en diferentes
infestaciones no pueden promediarse.

Andlisis estadistico
Se compararon los valores de actividad

enzimatica aspartico dependiente por cada
miligramo de peso total, durante el desarrollo de

las adultas mediante la prueba de Mann-Whitney.
En los experimentos de alimentacion artificial se
utilizé unapruebade comparacion de proporciones
en relacién con la viabilidad después de los
diferentes tratamientos. El peso de las hembras
repletas en cadagrupoy €l tiempo requerido para
su desprendimiento del bovino también fueron
comparados por la prueba de Mann-Whitney.

RESULTADOS

Lapresenciade actividad aspartico-proteinasa
fue confirmada en diferentes estadios del proceso
digestivo deB. microplus. Como puede observarse
en los resultados obtenidos en ninfas, la fraccion
A presenta actividad totalmente inhibida por
pepstatin 14 pmol, mientraslafraccién B presentd
valores similares de actividad hemoglobinolitica
aungue no fue inhibida por pepstatin (fig. 1). La
separacion cromatogréfica para el aislamiento de
actividad aspértico proteinasa en muestras no
disecadasconladtilizacién delamatriz de Q-sefarosa
deflujo répido resultd degran utilidad, porque esta
actividad se encontr6 solamente en lafraccion A
para todas las muestras estudiadas y se recuperé
en muestras controles (crudos de estomagos
disecados) més de 70 % de la actividad inicial de
los extractos. La fraccion B fue inhibida por
leupeptin (200 umol), E-64 (200 pmol) y TLCK
(10 pmol), noasi por PMSF (2 mmoal), lo quesugiere
la presencia de una cisteino proteinasa también
activa sobre hemoglobina. La presencia de esta
actividad hace imprescindible |a separacion
cromatogréficasobre labase de lasdiferenciasen
propiedades &cido-bésicas demostradas, para €l
aislamiento y la cuantificacion especifica de la
actividad &cida aspértico dependiente.

El intestino crece durante los estadios
tempranos de la alimentacion para acomodar la
expansion necesaria para el engorde. En
correspondenciacon esto, se observé unatendencia
al incremento en losvaloresde actividad enzimética
por cada miligramo de peso total durante el
desarrollo de las adultas (fig. 2); sin embargo, la
adulta repleta presenta inesperadamente los
menores valores de actividad proteolitica en la
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Fig. 1. Perfil de elusion de proteinas de extractos de ninfas de
B. microplus separadas mediante cromatografia de intercambio
anidnico en matriz Q-sefarosa flujo répido (Pharmacia).

fraccion A/mg de peso total delaadulta(p < 0,05).
Los niveles de actividad ezimética por miligramo
de peso se mantienen durante el periodo de
oviposicion.

Seredlizaron ensayosdeaimentacién artificial
con capilares de adultas de jOvenesrecién mudadas
in vitro para €l estudio de la factibilidad de este
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Fig. 2. Actividades proteoliticas de las fracciones de extractos
de ninfas de B. microplus separadas mediante cromatografia de
intercambio aniénico en matriz Q-sefarosa flujo réapido
(Pharmacia).
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método parael suministro deinhibidoresde proteasa
(aspartico-proteinasas) y para conocer cOmo
influye uno de los inhibidores de aspartico-
proteinasasdemésamplio uso end ciclo parasitico.
En todos los experimentos se comprobo por €l
aumento de peso que las pequefias adultas habian
tomado una ingesta de sangre que contenia o0 no
sustanci as afadidas (datos no mostrados), lo cual
constituyo una premisa para la iniciacion de los
experimentos. También se confirmd la ingestion
de proteinas sanguineas como parte del fluido
embebido medianted andisisdel perfil deproteinas
totales en adultas antes y después de la
alimentacion, obtenidos los extractos en
iguales condiciones y con la aplicacién de
iguales volumenes de muestra; por lo tanto,
reflejan cambios cualitativos y cuantitativos
notables en el perfil de las proteinas totales
de este estadio en condiciones de alimentacion
artificial (figs. 3y 4).

La adicién de pepstatin a la ingesta en
concentraciones de 14y 70 umol no tuvo efecto
sobre laviabilidad de |as adultas jovenes durante
sU mantenimiento in vitro durante 24 h, se
excluyeron asi efectos téxicos inmediatos de este
compuesto alas concentraciones probadas (tabla).
Sin embargo, enlosexperimentosen loscuaeslas

Ninfas
Adulta
jovena

Adulta
joven b

Adultaantes
repleta

repleta

repletad a6

repletada 15

4 3 2 1 0 50 100 150 20
[ Media [IDE

Actividad enzimAica Peso individual (mg)
U/mg de peso

Fig. 3. Actividad aspéartico-proteinasa en diferentes estadios del
proceso digestivo de B. microplus y pesos promedio de los
individuos de cada estadio. Una unidad de actividad es |a cantidad
que produce un microgramo de proteina degradada (o péptidas)
por hora, en incubacion a 37 °C, a pH 6ptimo 3,0.
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Fig. 4. Perfil de proteinas totales obtenido mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida/SOS 12,5 % de adultas
jovenes recién mudadas de B. microplus, antes (a) y después
(b) de la alimentacion artificial mediante capilares.

adultas después de haber recibido las diferentes
ingestas son puestas en aisladores con machos
sexualmente competentes, la viabilidad presentd
resultados diferentes desde el punto de vista
estadistico (p < 0,01) a la concentracion de
70 umol (tabla); no asi a la concentracién
inferior estudiada. Una potencia mayor de este
efecto no pudo obtenerse ya que concentraciones
superiores de pepstatin presentaron problemas de
solubilidad.

Como dato adicional, las adultas que no
sobreviven seven limitadas del aumento detamafio
y finalmente se desprenden del hospedero después
de 72 hend aidador. L asadultas que sobreviven no

presentan diferencias entre grupos experimentales
en cuanto al tiempo que demoran en repletarse
(control 1: 155 + 235 h, control 2: 177 + 29,8 h,
pepstatin 70 umol: 167 + 10,2 h); asi comoend peso
find de la hembra repleta (control 1: 309+ 42,6 mg,
control 2: 284 + 52,6 mg, pepstatin 70 pmol:
293+ 45,8 mg).

TABLA. Efectos de la alimentacién in vitro con capilares que
contienen sangre heparinizada y dimetilsulféxido (DMSO) 1 %
como controles y pepstatin 14 umol y 70 umol afiadidos, sobre
la viabilidad de adultas jévenes mantenidas in vitro 24 hy en
aisladores sobre bovinos hasta el engorde final

Grupo
experimental Viabilidad
Invitro 24 h En aisladores

% viables NI1/N2 %viables NI1/N2
No alimentadas 100 - 20/20 100 - 20/20
Control 1 NE NE 100 - 20/20
Control 2 80 - 16/20 950 * 7,0719/20
Pepstatin
14 pmol 80 - 16/20 100 - 20/20
No alimentadas 916 * 835 31/34 100 - 15/15
Control 1 NE NE 100 - 15/15
Control 2 85,0 * 597 29/34 933 * 5,7728/30
Pepstatin
70 pmol 815 + 10,9 28/34 66,6 * 11,520/30

N1/N2: namero total de garrapatas vivas en el total de
alimentadas, Control 1: sangre heparinizada sin DMSO 1 %,
Control 2: sangre heparinizada con DMSO 1 %, NE: no
ensayado, -: no se detecta.

DISCUSION

L os resultados obtenidos en este trabajo, en
relacion con laposible participacion delas proteasas
acidas aspértico dependientes en el proceso
digetivode ninfasy adultasjévenesdeB. microplus,
parecen estar en correspondenciacon loshallazgos
de Walker y Fletcher, quienes consideraron €l
proceso que ocurre en laninfacomo representativo
deladigestién enlarvasy adultos deRhipicephalus
appendiculatus. Méas adelante demostraron la
presenciade similarestiposceularesen € intestino
deninfasy adultas mediante estudios histoquimicos



y de microscopia electronica. Otros estudios han
demostrado que las células intestinales en
garrapatas adultas no alimentadas contienen
endosomas procedentes delaingestaninfa, lacual
ha sido digerida mediante heterofagia.?®

La copula estimula el desarrollo hasta el
engorde final y los cambios citoldgicos en el
intestino que acompafian a esta fase se van
preparando varias horas antes.'® Esto pudiera
explicar el por qué del aumento significativo del
contenido enzimatico en los estadi os que preceden
muy de cerca al engorde rapido y el descenso de
larelacion actividad: miligramo de peso corporal,
ya que el peso de la hembra se incrementa
significativamente en solo 12 a 24 h, a lo cual
contribuye grandemente el volumen de sangre
removida del hospedero.?* Esta fase de engorde
rapido se consideraunafase de digestion reducida,
lo que se deduce del predominio de grandes
endosomas mientras|os cuerposresidualesno son
detectables.’®

Los niveles de enzimase mantienen similares
duranted periodo de preovipaosicidén-oviposicion que
s es una fase digestiva activa. Se ha planteado
gue la célula digestiva tiene una ata actividad
biosintética y que esta biosintesis se relaciona
efectivamente con la sintesis de enzimas
lisosomales, que en sucesivosciclos son producidas
para completar la digestion de los contenidos en
los grandes endosomas de la célula digestiva.’®

En adultas semirrepl etas, colectadas antes del
engorderapido, y hembrasrepletasdeB. microplus,
la actividad cisteino proteinasa ha sido aislada
fundamentalmente apartir de 3 érganos: € ovario,
lasglandulassalivales? y lahemolinfa?® Resultados
similares se han obtenido en O. moubata, especie
en la que se han detectado cisteino proteinasas
también en el desarrollo embrionario, faselarval y
aveces permanecen en el intestino delasninfasy
son de origen materno.?” Esto pudiera explicar la
presencia de actividad cisteino-proteinasa en la
fraccion B de muestras no disecadas de ninfas 'y
adultas jovenes de B. microplus.

El pepstatin provocd un efecto téxico parcial
en lasadultasaconcentracion de 70 umol. Resulta
interesante la observacion de que esta misma
concentracion no produjo efectos téxicos
inmediatos, esto sugiere que se podriaestar frente

151

aunaaccioninhibidoraselectivasobrelasenzimas
digestivas y que la detencion del crecimiento
observado en las garrapatas afectadas esta en
relacion con la importancia de la digestion
proteolitica

El pepstatin ha sido utilizado en varios
experimentosin vitro ein vivo donde haproducido
af ectaciones considerables sobre el desarrolloy la
viabilidad de parésitos dependientesdelahidrdlisis
de hemoglobina y donde se ha demostrado que
puedeincorporarse alos compartimentos celulares
involucrados en ladigestion de estaproteina.® Sin
embargo, el efecto sobred desarrollo delasadultas
jovenes de B. microplus fue discreto. Enzimas
activas sobre otras proteinas de la sangre podrian
provocar quelapresenciade uninhibidor solo para
aspartico proteinasas, puede ser insuficiente para
lograr una inhibicion de la digestién de proteinas
sanguineas.

El paralelo entre la digestion intracelular en
ixédidos y las células de mamiferos requiere un
estudio mas detallado. En garrapatas, la digestion
ocurre a una temperatura muy similar alade los
mamiferos y el crecimiento rdpido de estas
depende, es posible exclusivamente, deladigestion
intracelular. La hembra aumenta de peso corporal
de 2 a40 mg en 6 d, un crecimiento comparable a
parésitos que se alimentan de lamisma dieta pero
cuentan con procesos digestivos extracel ularesque
son maés eficientes.®

Se ha sugerido segun evidencias experi-
mentales que las células digestivas son
multifuncionalesy que es posible queladigestion
comience extracelularmente, con material
secretado al lumen para mezclarse con la sangre.
Céulas secretoras han sido descritasen el sistema
digestivo devarias especies de garrapatas. Ningun
producto de estas células ha sido identificado, ni
su papel ha sido establecido en un proceso
fisiol6gico.*

Losexperimentosde alimentacién artificial con
capilares, redlizadosen el laboratorio del Instituto
para el suministro de inhibidores de aspartico-
proteinasas, demuestran que el método esfactible
paraestudiar € efecto de sustanciasqueinterfieran
de forma selectiva con los procesos involucrados
en la primera fase de digestion continua; en
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dependencia de su transporte através del epitelio
intestinal, metabolismo y velocidad de
destoxificacion. Nuevos conocimientos que
permitan profundizar en los mecanismos
bioguimicosdeladigestion de proteinasenixddidos
contribuirdn a desarrollo de nuevos métodos de
control.

SUMMARY

The magnitud of tisular expression of aspartic
proteinases at juvenile stages was analyzed in adult
young Boophilus microplusticks as well as the effect
of one of the most widely used aspartic proteinase
inhibitors (pepstatin A) on their development. The
isolation and quantification of acid proteolytic activity
was performed in samples of parasites with different
stages of the digestive process where aspartic-
proteinase activity was confirmed and a tendency to
increased values of enzymatic activity per miligram of
total weight was observed during the development of
adults female ticks, with a lowering of this ratio just
whenthey arefull up. Adding pepstatin A totheingesta
at 14 and 70 mmol concentrations had no effect on the
viability of young female ticks while they were kept
in vitro for 24 h, so this rules out the immediate toxic
effectsof thiscompound. However, in those experiments
where adult female ticks after receiving the various
ingestas, are put together with sexually competent male
ticks in isolators for 6-7 days, the viability showed
different results (p< 0,01) at a 70 mmol concentration.
The effect on the development of young adult female
ticks was dlight, but it indicates hat there might be a
selective inhibitory action of pepstatin A on aspartic-
dependent enzymes.

Subject headings: ASPARTIC ENDOPEPTIDASES
isolation & purification; PEPSTATINS; TICK/growth &
development; TICK INFESTATIONS; PROTEASE
INHIBITORS.
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