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BOOPHILUS MICROPLUS, ~ RESUMEN : Para comprender mejor la embriogénesis de las garrapatas, se pro-

EMBRIOGENESIS, fundizo en el estudio del complejo proceso de degradacion de proteinas del

PROTEINASA SERINO.  hyevo en Boophilus microplus. Mediante electroforesis en geles de poliacrilamida
CISTEINO PROTEINASA

se evidencid la presencia de un perfil complejo de polipéptidos en los huevos con
predominio de proteinas de alto peso molecular, 191.1, 138.3, 128.5, 114.9,
103.1,83.0,71.7 y45.4kDa. Los cambios en el perfil se hicieron evidentes a partir
del tercer dia de incubacion de los huevos indicando el posible inicio de la
embriogénesis. La protedlisis en los huevos ocurrié a pH acido. La presencia de
inhibidores de cisteino proteinasas evitd la degradacion de las proteinas en
diferentes momentos de incubacion, con mayor significacion en momentos
avanzados de la embriogénesis. La caracterizacion de la actividad proteolitica
dependiente de cisteina revelo la coincidencia de semejantes a la catepsina By a
la catepsina L. Ambas actividades enzimaticas se incrementaron en los estadios
finales del desarrollo del embridén, alcanzando niveles mas elevados con la
eclosion, especialmente la semejante a catepsina L. Una actividad semejante a
quimotripsina se detectd en la ultima etapa de la embriogénesis con mayor
intensidad, también, después de la eclosion.

BOOPHILUS MICROPLUS, SuMMARY: To a better understanding of tick embryogenesis, the Boophilus
EMBRYOGENESIS, microplus egg proteins degradation was studied. A complex profile mainly
SERINE PROTEINASE, represented by 191.1, 138.3,128.5,114.9, 103.1, 83.0, 71.7 and 45.4 kDa peptides
CYSTEINE PROTEINASE  was showed, using polyacrylamide gel electrophoresis in denaturing conditions.
Changes in protein composition began at third day of egg incubation suggesting
the beginning of embryogenesis. Egg proteolysis occurred at low pH and cysteine
proteinase inhibitors avoid degradation at different times of incubation prefe-
rentially at advanced embryogenesis. The cysteine-dependent acid proteolysis
was represented by the presence of cathepsin B and L-like activities. Both
activities increased at latest stages of embryo development, reaching the highest
levels with hatching, especially the cathepsin L- like activity. A chymotrypsin like
activity also appeared in the eggs at late embryogenesis and its value also reached

a maximum with hatching.
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INTRODUCCION

El desarrollo temprano de los animales oviparos
tiene lugar en ausencia de un suplemento nutricional,
por lo que la embriogénesis procede dependiendo de
la degradacién de las reservas maternas. Estos mate-
riales se localizan principalmente en los granulos o
esferas de yema, ¢l organelo subcelular mas abun-
dante de los ovocitos maduros y que puede almacenar
alrededor del 80 % de las proteinas totales en el
huevo.

En la yema de artropodos se han hallado proteasas
semejantes a tripsina, catepsina B, L y D responsables
de la hidrdlisis de las proteinas (MEDINA et al. 1988;
FacoTTO, 1990%; NUSSENZVEIG et al., 1992; RIBOLLA
etal 1993; YAMAMOTO & TAKAHASHI, 1993; SAPPING-
TON & RAIKHEL, 1995; ZHAO et al., 1996; GIORGI et
al., 1997; LoGuLLo et al., 1998). La actividad proteo-
litica en los huevos debe estar altamente regulada
para prevenir la degradacion inadecuada e incontro-
lada. Algunas serino proteinasas son reguladas al
nivel transcripcional y sintetizadas en el estadio
especifico en que son requeridas (GARESSE et al., 1980;
EsQUIETA & VALLEJO, 1985; INDRASITH ef al., 1988;
MaASeTTI & GIORGI, 1989), mientras las cisteino pro-
teinasas son reguladas en el paso de activacion de
la proenzima (YaMaMoTO & TAKAHASHI, 1993;
RiBoLLA & DE BiancHi, 1995).

Las fluctuaciones de las actividades proteoli-
ticas en las células también son posibles debido
a cambios en sus inhibidores (GARESSE et al., 1980).
En huevos de garrapatas ixodidas se han encon-
trado y aislado varios componentes proteicos con
actividad inhibitoria de la protedlisis: Rhiphicephalus
evertsi evertsi, Hyalomma truncatum, Boophilus deco-
loratus 'y Boophilus microplus (WILLADSEN & RIDING,
1979; VILIOEN et al., 1985). En presencia de estas
moléculas se inhiben la tripsina pancreatica y la qui-
motripsina bovinas (VERMEULEN et al, 1988,
WILLADSEN & RIDING, 1980). Ninguno de estos inhi-
bidores ha sido descubierto por su habilidad de inhi-
bir proteinasas realmente disponibles en las propias
células.

De las proteasas presentes en los huevos de las
garrapatas se conoce poco. VERMEULEN et al, (1988),
detectaron que los huevos de B. decoloratus y
Amblyomma hebraeum contienen entre 10y 18 pg de

proteasas por mg de peso fresco de huevos, respecti-
vamente, utilizando la tripsina como patrén, aunque
estos autores no caracterizaron las actividades enzi-
maticas encontradas. En la garrapata blanda Orni-
thodorous moubata se demostré la presencia de una
actividad semejante a la catepsina L y su responsabi-
lidad en la degradacion de las proteinas de la yema
(FacotTO, 1990%). Recientemente, se purificé una
proteinasa dependiente de acido aspartico de los hue-
vos de B. microplus, que enlaza grupos hemo y
degrada vitelina in vitro (LOGULLO et al., 1998; Sor-
GINE et al., 2000).

La hidrdlisis acidica de las proteinas de los huevos
de B. microplus por una actividad cisteino proteinasa
y la aparicién de actividad proteolitica semejante a
quimotripsina en estadios avanzados del desarrollo
del embrion préximos a la eclosion, fueron estudia-
das para contribuir a un mejor entendimiento del
complejo proceso de la degradacion de proteinas
durante la embriogénesis de las garrapatas y a la
busqueda de nuevos blancos para el control de este
artropodo.

MATERIALES Y METODOS

Para la realizacion de este trabajo empleamos inhi-
bidores y péptidos sintéticos de Sigma Chemical Co.
Los reactivos para la electroforesis fueron adquiridos
de Riedel-deHaen. La albimina de suero bovino y los
patrones de peso molecular para electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS se obtuvieron de
BDH.

La cepa de B. microplus (libre de Babesia, sps.) se
mantuvo por pases sucesivos sobre ganado Holstein
en los Laboratorios Bioldgicos y Farmacéuticos
(LABIOFAM). Los huevos puestos el tercer dia de
oviposicion se incubaron a 30° Cy 90 % de humedad
relativa. Se tomé una muestra de estos huevos en los
dias1,2,3,4,5,7,10,14, 16, 18 y 21 de incubacion. Se
homogeneizaron manualmente en una relacion de
100 mg de huevos por mL de NaCl 0.9%. Después de
centrifugar a 10* x g durante 30 min, el sobrenadante
se almaceno a —70° C para ensayos posteriores. La
concentracion de proteinas se determind por el
método de Lowry et al. (1951) utilizando albimina
de suero bovino como estandar.
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Para determinar el pH 6ptimo de la hidrélisis pro-
teica enddgena, el extracto de huevos se incubo con 2
vol. de soluciones tampon (citrato100 mM-fosfato
200 mM pH 2.6-7.0 y tris-HC1 200 mM pH 8.0-9.0) y
1 vol. de 0.9 NaCl % a 37° C durante 2 horas; en el
caso de valores de pH mayores de 7.0 se ensayd
también la incubacion durante 24 horas. El analisis
de los resultados se realizo mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida (10 %) con SDS (0.1 %) segin
LaemMLI (1970).

Los estudios de inhibicion de la hidrolisis de las
proteinas de los huevos por las proteinasas endoge-
nas se realizaron pre-incubando el extracto en tam-
pon citrato- fosfato pH 3.6 a 25° C durante 1 hora
con los siguientes inhibidores: trans-epoxisuccinil-L-
leucilamido(4-guanidino)-butano (E-64), quimosta-
tin, pepstatin, tosillisilclorometilcetona (TLCK) pre-
parados en dimetilsulféxido (DMSO), fluoruro de
difenilmetilsulfonilo (PMSF) preparado en etanol y
acido etilendiamina tetracético (EDTA) preparado
en agua destilada (concentracion final de cada inhi-
bidor ¢f F1G. 3). Para los inhibidores que requirieron
DMSO y etanol en sus soluciones se afiadié una
cantidad equivalente de estos solventes como control.
La reaccién enzimatica se desarrolld a 37° C durante
2 horas. El analisis de los resultados se realizo
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida
(10 %) con SDS (0.1 %) segun LAEMMLI (1970).

Para el analisis de la autoprotedlisis en diferentes
valores de pH, de su inhibicion y del cambio en el
perfil de las proteinas de los huevos en el transcurso
de la embriogénesis, se aplicaron 20 pg de proteinas
de cada muestra. Los geles de poliacrilamida se tifie-
ron con azul brillante de Coomasie. El peso molecu-
lar de cada banda de proteina de las muestras se
determind por interpolacion lineal a partir de las
siguientes proteinas patrones: Citocromo ¢ (12,300
kDa), Mioglobina (17,200 kDa), Anhidrasa carbo-
nica (30,000 kDa), Ovoalbumina (42,700 kDa),
Glutamato-Deshidrogenasa (55,500 kDa), Albu-
mina (66,250 kDa), Ovotransferrina (76-78,000
kDa), Fosforilasa b (97,400 kDa), 8-Galactosidasa
(116,300 kDa) y Miosina (200,000 kDa). Cada
ensayo se realizé por triplicado.

El analisis densitografico se desarrollé mediante el
Programa ImageMaster 1D Software version 4.00 de
Amershan Pharmacia Biotech a partir de las image-

nes de los geles digitalizadas mediante capturador de
barrido ImageScanner también de Amershan Phar-
macia Biotech.

El método utilizado con los sustratos arginil-4-
metoxi-g-naftilamida (Arg-pNa), N-carbobenzoxi-
arginina-arginina-4-metoxi-g-naftilamida  (Z-Arg-
Arg-8Na), N-carbobenzoxi-fenilalanina-arginina-4-
metoxi-g-naftilamida (Z-Phe-Arg-gNa) y N-carbo-
benzoxi-arginil-4-metoxi-g-naftilamida (Z-Arg-8Na)
fue descrito por BARRETT (1972) mientras el ensayo
con Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-pNA se realizé empleando
la metodologia descrita por BUTTLE & BARRETT
(1984). La inhibicion de la hidrélisis de los péptidos
sintéticos se determind preincubando cada extracto
con tampon (pH 4.0 para Z-Phe-Arg-gNa, pH 6.5
para Z-Arg-Arg-pNa y pH 7.5 para Suc-Ala-Ala-
Pro-Phe-pNA) e inhibidor durante 1 hora a 25° C
previo a la adicion del sustrato (MENDIOLA et al.
1996). Se emplearon ademas de los inhibidores ya
mencionados, iodoacetamida, inhibidor de tripsina
de la soya, preparados en agua destilada y
o-fenantrolina preparado en etanol (concentraciones
finales: ¢f. TABLA 3.

RESULTADOS

Polipéptidos. Para estudiar el comportamiento de
la totalidad de las proteinas del huevo durante la
embriogénesis analizamos la misma cantidad de pro-
teinas de cada muestra mediante electroforesis bajo
condiciones desnaturalizantes y no reductoras.
Observando el cambio de las bandas, pudimos corro-
borar la presencia de un perfil complejo, con predo-
minio de proteinas de alto peso molecular. Los poli-
péptidos mas representados mostraron masas
moleculares de: 191.1, 138.3, 128.5, 114.9, 103.1,
83.0, 71.7 y 45.4 kDa (TaBrA 1, F1G. 2B). Los cam-
bios en el perfil proteico, posiblemente generado por
degradacion, desoligomerizacion y/o disociacion, se
evidenciaron a partir del tercer dia de la embriogéne-
sis, teniendo la mayor significacion en las bandas de
191.1 y 83.0 kDa (TaBrLa 1). Como resultado de la
embriogénesis se afecta de manera considerable la
distribucion relativa de los polipéptidos mayorita-
rios y se generan nuevas bandas polipeptidicas
(TaBLA 1).
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Peso Molecular (kDa)

Pia 191.3 | 1383 128.5 | 120.1 | 117.1 | 1149 | 105.0 103.1 83.0 80.2 71.1 69.3 454 40.0
1 7.2 14.2 12.1 - - 8.2 - 10.9 9.7 - 15.0 - 9.1 -
2 6.7 14.6 12.3 - - 9.0 - 10.1 9.7 - 15.7 - 9.4 -
3 5.5 15.0 12.8 - - 11.0 - 9.8 9.7 - 15.1 - 10.0 -
4 2.0 15.6 12.2 - - 10.0 - 10.6 4.2 - 15.5 - 9.6 -
5 1.6 16.2 4.7 - - 10.0 - 11.7 4.9 - 16.0 - - 12.9
7 - 42 17.0 - - 13.2 - 10.6 49 - 15.7 - - 14.5
10 - 2.0 13.8 - - 12.7 - 12.2 - 10.2 14.1 - - 13.6
14 - 24 13.9 - - 14.0 - 12.8 - - 16.4 4.0 - 15.3
16 - - - 17.2 - - 14.9 10.9 - - 13.2 10.2 - 15.4
18 - - - 18.4 - - 11.5 17.1 - - 13.6 10.8 - 16.0
21 - - - - 11.80 - 11.5 14.4 - - 10.4 12.5 - 14.7

TasBraA 1. Distribucion relativa (%) de las bandas proteicas (obtenidas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en presencia de SDS)
mas representadas en extractos de huevos de Boophilus microplus, muestreados a diferentes intervalos de tiempo durante la embriogéne-

sis.y analizadas por densitografia.

La cantidad de proteinas totales con respecto al
peso total de los huevos en cada extracto el primer y el
tercer dia mantuvieron valores casi idénticos mien-
tras que a partir de esa fecha los niveles descienden
lentamente hasta el inicio de la eclosién, momento en
que se observo la mayor disminucion (FIG. 1).

S 35 -

® 30 {1 M

2o 25-

85 20-

88T 15

§S 10

3 o D
2 o+ U U UL

1 3 7 10 14 16 18 21

Dia de Embriogénesis

Fig. 1.— Comportamiento de la cantidad de proteinas respecto a la
masa de huevos de Boophilus microplus durante la embriogénesis.

Protedlisis. Se observa protedlisis al incubar los
extractos de huevos de B. microplus de cualquier edad
en medio acido durante 2 horas, en la Figura2 (A 'y B)
se muestra el efecto del pH en extractos de huevos del
dia 1y 14. La degradaciéon maxima ocurri6 a pH 3.6
mientras a valores de pH iguales y por encima de 5.0
no se aprecia hidrolisis. Esta hidrolisis proteica solo
se redujo en presencia de inhibidores de cisteino pro-
teinasas (F1G. 3). Resulta interesante destacar que la

inhibicién de la degradaciéon no incluye la de los
polipéptidos que se afectaron al inicio de la incuba-
cidn, esto unido al intenso efecto de los inhibidores en
el dia 14 (F1G. 3B) sugiere una mayor participacion de
las cisteino proteinasas en estadios avanzados de la
embriogénesis. Por otra parte, en ningin extracto
ensayado se observ inhibicion en presencia de peps-
tatin, aunque si al ensayar la hemoglobina bovina
como sustrato (datos no mostrados), al parecer se
requieren mayores concentraciones de inhibidor que
la empleada por nosotros para observar el efecto, de
hecho LoGuLLO et al. (1998) demostraron la activi-
dad degradativa de vitelina por BYC (Boophilus Yolk
Cathepsin) a una concentracion de pepstatin de 10
M después de 24 horas de incubacion. Ademas, la
extraccion de esta proteinasa se realizd en presencia
de inhibidores de serino y cisteino proteinasas en el
medio.

Caracterizacion de la actividad proteolitica. El
extracto de huevos de B. microplus hidrolizo los pép-
tidos sintéticos Z-Arg-Arg-2NA y Z-Phe-Arg-gNA.
Estas hidrolisis se hicieron maximas a pH 6.5 para el
primero y pH 4.0 para el segundo (TABLA 2) ambas
actividades se afectaron solamente por inhibidores de
cisteino proteinasas (TABLA 3) y se incrementaron
con la eclosién. Sin embargo, Z-Phe-Arg-8NA
aumento en relacion al primer dia 8.35 veces y Z-Arg-
Arg-8NA 3 veces. La hidrolisis de Z-Phe-Arg-gNA de
ser 3.3 veces mayor que la de Z-Arg-Arg-gNA en el
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FiG. 2. — Efecto del pH sobre la hidrolisis enddgena de proteinas de huevos de Boophilus microplus. — A. Dia 1 de incubacion. B. — Dia 14

de incubacion:
A: 1, Marcadores de peso molecular (42.7-200 kDa); 2, Marcadores de peso molecular (12.3-78 kDa); 3 y 4, Proteinas totales del extracto sin
preincubar; 5, Proteinas totales del extracto preincubado a pH 2.6, 6, pH 3.0; 7, pH 3.6, 8, pH 4.0; 9, pH 5.0; 10, pH 6.0; 11, pH 7.0;

12, pH 8.0, 13, pH 9.0.
B: 3, Proteinas totales del extracto en el dia 1 de incubacion, el resto de los carriles conservaron el mismo orden de A ), las flechas indican los péptidos

de 191.3,138.3, 128.5, 114.9, 103.1, 83.0, 71.1 y 45.4 kDa.
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F1G. 3. — Efecto de varios inhibidores de proteinasas sobre la hidroélisis de las proteinas de los huevos de Boophilus microplus. A) Dia 1 de
incubacion:B) Dia 14 de incubacion:

A: 1, Marcadores de peso molecular (42.7-200 kDa); 2, Marcadores de peso molecular (12.3-78 kDa); 3, Proteinas totales del extracto sin
preincubar; 4, Proteinas totales del extracto preincubado a pH 3.6, 5, Proteinas totales del extracto preincubado a pH 3.6 en presencia de
DMSO; 6, EDTA 10 mM; 7, Pepstatin 14 uM; 8, E-64 100 uM; 9, TLCK 1 mM; 10, quimostatin 1 mM.

B: 7, Proteinas totales del extracto preincubado a pH 3.6 en presencia de etanol; 10, PMSF (2 mM) y se excluyo TLCK, el resto mantuvo el orden
de A4).
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F1G. 5. — Cinética de la actividad hidrolitica del sustrato Suc-Ala-
Ala-Pro-Phe-pNA durante la embriogénesis de Boophilus micro-
plus.

incrementando la complejidad del andlisis de sus
resultados y haciéndoles sugerir la posibilidad de
interconversion de la hemovitelina.

El cambio hallado en el comportamiento de las
proteinas a partir del tercer dia de embriogénesis no
ha sido reportado anteriormente en garrapatas, qui-
zas porque el periodo de toma de la muestra por otros
autores lo excluyd. El hecho de que la fusion de los
nucleos de los gametos ocurra a partir de la puesta del
ovocito maduro (DI1eHL et al. 1982) pudiera estar
relacionado con este resultado pues seria a partir de
este suceso que se iniciaria la embriogénesis. Por otra
parte, coincidiendo con lo observado por CHINZEI &
YAnNo (1985) en O. moubata, se observo una disminu-
cion muy significativa de la cantidad de proteinas al
iniciarse la eclosion.

La presencia de cisteino proteinasas acidas ha sido
reportada en huevos de varios artropodos: Bombyx
(KAGEYAMA et al. 1981); Artemia (PERONA &
VALLEJO, 1982); Periplaneta (STORELLA et al. 1985);
Drosophila (MEDINA et al. 1988); Ornithodorous
(FaGgotTo, 1990%), Musca (RIBOLLA et al. 1993),
Antheraea (ZHAO, 1996), Aedes (SAPPINGTON &
RAIKHEL, 1995), Blattella (GIORGI et al., 1997). En
garrapatas solo se ha descrito para el argasido O.
moubata (FAGoTTO, 1990%). Esta actividad enzima-
tica, responsable de la degradacién de las proteinas
de la yema, se clasificé como semejante a catepsina L
y se activd por protedlisis parcial a pH acido
(FAGOTTO, 1990°). En nuestro estudio las actividades
proteoliticas halladas muestran semejanzas con la
estudiada por FacoTTo (1990°) aunque este no

observo hidrolisis del dipéptido de arginina. Este
autor en 1991, demostroé que los granulos de yema en
O. moubata se van acidificando durante el desarrollo
hasta llegar a la totalidad con la eclosion. Precisa-
mente, la activacion por protedlisis limitada a pH
acido parece ser una etapa importante en la regula-
cion fisioldgica de cisteino proteinasas en los huevos
de artropodos (FacorTo, 1990° YaMAMOTO &
TakaHASHI, 1993; RiBoLLA & DE BiancHi, 1995). Si
el incremento en actividad semejante a catepsina L en
B. microplus esta relacionado o no con la acidifica-
cion queda por dilucidar.

En huevos de especies de aves, anfibios y crustaceos
la degradacion controlada de vitelina se debe a la
accion de inhibidores especificos de proteasas que se
asocian con las proteinas de la yema (BAINTNER &
FEHIR, 1974; SUuGIMOTO et al., 1984). En huevos de
garrapatas han sido descubiertos varios tipos de poli-
péptidos inhibidores de serino proteinasas (WILLAD-
SEN & RIDING, 1980; VERMEULEN et al., 1988). La
mayoria de estos se han ensayado y purificado utili-
zando tripsina y quimotripsina de pancreas bovino.
Sin embargo, las enzimas similares a tripsina halladas
frecuentemente en los huevos de artrépodos
(GARESSE et al., 1980; EzQUIETA & VALLEJO, 1985;
INDRASITH et al., 1988; MASETTI & GIORGI, 1989), se
expresan en diferentes periodos del desarrollo
embridnico constituyendo este el factor mas impor-
tante en su regulacion.

Nuestros hallazgos excluyen la posibilidad de que
serino proteinasas semejantes a tripsina o quimotrip-
sina jueguen un papel importante en la degradacion
de algiin componente proteico mayoritario de los
huevos de B. microplus, aunque no excluye la degra-
dacion controlada y especifica, de alguna proteina
poco representada en el extracto con una funcion
importante. En Drosophila la proteinasa semejante a
catepsina B se activa como resultado de una protedli-
sis parcial por una serino proteinasa también pre-
sente en los ovocitos (MEDINA et al., 1988).

Es significativo sefialar que de los huevos de B.
microplus se han aislado dos proteinas que inhiben la
tripsina y la quimotripsina bovina (WILLADSEN &
RIDING, 1979 y 1980; VILJOEN ef al., 1985; VERMEU-
LEN et al., 1988). Segin WILLADSEN & RIDING (1980)
las cantidades de inhibidor en los huevos al principio
de la embriogénesis son muy altas y declinan lenta-
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mente hasta la eclosion, las larvas y las cascaras de los
huevos contienen menos inhibidor que los huevos
originales y su concentracion disminuye gradual-
mente con la edad de las larvas hasta caer rapida-
mente después del inicio del estadio parasitico del
ciclo de vida (WILLADSEN & RIDING, 1980). El com-
portamiento de la actividad semejante a quimotrip-
sina de B. microplus en la etapa de desarrollo estu-
diada sugiere que su regulacion no transita por una
inhibicién enzimatica sino por la regulacion de su
expresion.

Hampaour et al. (1998) encontraron una regula-
cion inversa, en cuanto a la expresion de la enzima y
sus inhibidores, en los procesos dependientes de
serino proteinasas en el grillo del desierto Schisto-
cerca gregaria por los inhibidores SGPI (Schistocerca
gregaria proteinase inhibitors). Un mecanismo simi-
lar pudiera explicar que el aumento de la actividad
neutra detectada por nosotros ocurra en momentos
en que se hace palpable cierta disminucion de la
concentracion del inhibidor (con la eclosion). Otros
estudios realizados por nuestro grupo han revelado la
presencia de actividad proteolitica, semejante a la que
describimos, en ninfas (datos no publicados) y en el
intestino de teleoginas de B. microplus (MENDIOLA et
al., 1996), estadios donde no se observo la presencia
del inhibidor (WILLADSEN & RIDING, 1980). Sin
embargo, para dilucidar completamente el meca-
nismo por el cual se regularia esta enzima se requiere
de ensayos a nivel de ARN mensajero para estudiar
su expresion y ademas, comprobar el efecto del inhi-
bidor sobre la enzima purificada.

Debido a que DA siLva et al. (1997) encontraron
cierto grado de proteccion a la infestacién por B.
microplus al inmunizar bovinos con BYC, es posible
que las enzimas descritas por nosotros en este trabajo
puedan ser utilizadas como blancos para futuros
métodos de control de garrapatas.
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