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En este trabajo se abordaron aspectos relacionados con la fisiología de la reproducción de los 

insectos vectores de la enfermedad de Chagas (Hemiptera: Reduviidae), focalizando en el 

proceso de atresia folicular inducida por privación de la ingesta de sangre en la post-vitelogénesis. 

Empleando como modelo hembras del vector Dipetalogaster maxima, se analizaron los cambios 

en las reservas nutricionales del tejido ovárico en las fases del ciclo reproductivo y la dinámica de 

adquisición de lípidos por los ovocitos. El estudio también estuvo dirigido a establecer la 

relevancia de las hidrolasas ácidas, catepsina D y fosfatasa ácida, en la fase de atresia folicular y 

su participación en la degradación de las proteínas del vitelo.  

  Se demostraron cambios en las reservas nutricionales del tejido ovárico que correlacionaron 

con los estudios histo-morfológicos del tejido durante el ciclo reproductivo. Promovida por la 

ingesta de sangre, la fase vitelogénica se caracterizó por el notable desarrollo asincrónico de las 

ovariolas, el crecimiento de los ovocitos terminales y el aumento significativo de las reservas 

nutricionales en el tejido ovárico. En tanto, en la fase post-vitelogénica, las ovariolas pequeñas y 

con folículos atrésicos mostraron escasos niveles de proteínas, lípidos y glucógeno. Los 

triacilgliceroles representaron la principal forma de depósito de lípidos en el tejido ovárico en las 

diferentes fases de la reproducción. Sin embargo, se observó un aumento en el contenido de 

ácidos grasos en las fases de atresia temprana y tardía, probablemente resultado de eventos de 

lipólisis. En las secciones de tejido ovárico, la coloración con Oil Red O mostró cambios notorios 

en el tamaño y distribución de los adiposomas en las diferentes fases de la reproducción. 

Mediante estudios de microscopía láser confocalizada in vivo co-inyectando trazadores 

fluorescentes, demostramos que en la vitelogénesis, los ovocitos reclutan sus reservas lipídicas 

mediante un proceso de transferencia a nivel de la membrana plasmática mediado por la 

lipoforina, la principal lipoproteína de insectos, y por la endocitosis de la partícula. Por el contrario, 

en la fase de atresia, la transferencia de lípidos a los ovocitos no sólo fue menos significativa en 

comparación con la vitelogenesis sino que además, tuvo lugar sólo mediante un mecanismo 

clásico a nivel de la membrana celular, sin internalización de la lipoproteína. La convergencia de 

una vía endocítica y otra no endocítica para la lipoforina en la vitelogénesis permitiría maximizar el 

depósito de reservas lipídicas en los ovocitos en un período breve a los fines de sustentar 

exitosamente la embriogénesis. 

En relación al rol de las hidrolasas ácidas en la atresia folicular, se observó la proteólisis 

temprana de vitelina en el tejido ovárico y el aumento de la actividad de peptidasas ácidas y 
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fosfatasa ácida, particularmente de una tirosina fosfatasa. La caracterización de la actividad 

enzimática con sustratos específicos e inhibidores y el análisis por espectrometría de masas de 

los productos de digestión del sustrato confirmaron que la actividad de peptidasas símil-catepsina 

en el tejido ovárico atrésico corresponde a una catepsina D. Mediante RT-qPCR y western blot se 

demostró que catepsina D se expresa en cuerpo graso y tejido ovárico de hembras en todas las 

fases del ciclo reproductivo, con un perfil compatible al de una proteína precursora del vitelo. Los 

ensayos in vitro empleando vitelina purificada, homogenatos de tejido ovárico en atresia e 

inhibidores específicos de hidrolasas ácidas evidenciaron por primera vez en un insecto que en las 

condiciones de ensayo, la degradación de vitelina es dependiente del pH y que tanto catepsina D 

como una fosfatasa ácida, de la familia de las tirosinas fosfatasas, son necesarias para promover 

la proteólisis de vitelina. En las hembras vitelogénicas de D. maxima, catepsina D y una tirosina 

fosfatasa fueron detectadas en la periferia de los gránulos de vitelo, co-localizando parcialmente 

con vitelina, sugiriendo cierta segregación para limitar su acción sobre vitelina en esta fase 

reproductiva. Sin embargo, en la atresia folicular temprana, se observó la desorganización de los 

gránulos de vitelo y un cambio en el patrón de distribución celular de ambas enzimas. La 

interacción vitelina/catepsina D y vitelina/tirosina fosfatasa en los gránulos de vitelo maduros fue 

demostrada por análisis de FRET.  

Analizados en conjunto, los resultados indicaron que en la fase de atresia folicular de D. 

maxima, los eventos bioquímicos y celulares convergen de manera compleja. En una etapa 

temprana de esta fase degenerativa, la disminución de las reservas nutricionales del ovario, la 

activación de hidrolasas ácidas y la proteólisis de vitelina en este tejido facilitarían el 

mantenimiento de folículos jóvenes y un segundo ciclo gonadotrófico si la hembra accede a una 

ingesta de sangre. En un estadio avanzado de la atresia, aún si las condiciones nutricionales 

desfavorables revierten, estos eventos propiciarían condiciones metabólicas que privilegiarían la 

sobrevida de la hembra.  

 

Palabras claves: triatominos; enfermedad de Chagas; vitelogénesis; atresia folicular; 

hidrolasas ácidas, vitelogenina; vitelina; lipoforina; lípidos. 
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In this study, the experimental approaches were directed to improve our understanding of the 

reproductive biology of the hematophagous vectors of Chagas‟ disease, focusing in the process of 

follicular atresia induced by depriving females of blood meal during post-vitellogenesis. Using 

anautogenous females of Dipetalogaster maxima as a model, we first analyzed the changes of the 

ovarian nutritional resources at representative days of the reproductive cycle and the dynamics of 

lipid storage in the oocytes. Secondly, we have addressed the role of cathepsin D and acid 

phosphatase in yolk protein degradation during follicular atresia.  

Results showed that the morphological changes of the ovarian tissue throughout the 

reproductive cycle were in agreement with the dynamics of nutritional stores in the tissue. Thus, at 

pre-vitellogenesis, the scarcely developed ovaries contained small amounts of nutritional resources. 

After females ingested the first blood meal, α oocytes became vitellogenic and enlarged due to yolk 

accumulation. At vitellogenesis, lipids, proteins, and glycogen in ovarian tissue increased 

significantly compared to pre-vitellogenesis and then, decreased during follicular atresia. 

Triacylglycerol represented the main lipid class stored in ovaries at all reproductive stages. However, 

an increase in the content of free fatty acid was observed at early and late atresia, probably due to 

lipolytic events in the tissue. In addition, specific lipid staining of ovarian tissue sections with Oil Red 

O evidenced remarkable changes in the size and distribution of lipid droplets at different stages of 

the reproductive cycle. The involvement of lipophorin, the main insect lipoprotein, in lipid delivery to 

oocytes was investigated in vivo by co-injecting fluorescent probes to follow the fate of the entire 

particle as well as its lipid cargo. Examination by confocal laser scanning microscopy showed that 

vitellogenic oocytes recruit their lipid stores by endocytosis of lipophorin and by the classic 

extracellular lipophorin-shuttle mechanism. Conversely, in atretic stages, lipid transfer to oocytes not 

only occurred to a lesser extent than vitellogenesis but also, it was accomplished without lipoprotein 

endocytosis. The convergence of endocytic and non-endocytic lipophorin pathways at vitellogenesis 

would maximize the storage of lipid resources in developing oocytes, which must take place in few 

days to successfully support embryogenesis.  

In D. maxima, deprivation of blood meals during post-vitellogenesis led to degeneration of 

terminal follicles towards an atretic stage and oocyte resorption. In this species, we showed that 

follicular atresia encompasses proteolysis of the main yolk protein, vitellin. It was also demonstrated 

that at atretic stages, ovaries displayed the highest levels of acid peptidases and acid phosphatase 

activity, mainly a tyrosine phosphatase. A further enzyme characterization and mass spectrometry 
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analysis of the digestion products of the substrate confirmed that the cathepsin-like peptidase 

activity in atretic ovaries corresponded to a cathepsin D. At transcriptional and translational levels, 

fat body and ovaries expressed cathepsin D at all stages of the reproductive cycle, although ovarian 

transcripts were upregulated in vitellogenesis, resembling a yolk protein precursor. In vitro assays 

using homogenates of atretic ovaries as the enzyme source and enzyme inhibitors demonstrated 

that vitellin degradation was pH-dependent. Moreover, results showed that, at least under our in vitro 

conditions, cathepsin D and an acid phosphatase, most likely a tyrosine phosphatase, were required 

to promote vitellin proteolysis. In vitellogenic females of D. maxima, tyrosine phosphatase and 

cathepsin D were found associated to yolk bodies, partially co-localizing with vitellin, suggesting 

some compartmentalization to limit vitellin proteolysis during oogenesis. However, at early atresia, 

both enzymes changed their distribution pattern, along with the loss of organized yolk bodies. The 

interaction among cathepsin D/vitellin and tyrosine phosphatase/vitellin in mature yolk bodies was 

supported by FRET analysis. 

Taken together, the results showed that during follicular atresia in D. maxima, biochemical and 

cellular events converge in a complex way. Thus, the decrease of ovarian nutritional resources, 

activation of acid hydrolases and vitellin proteolysis may be of physiological relevance in early 

atresia sustaining young oocytes and facilitating another oviposition cycle if females have access to 

a blood source. In an advanced stage of follicular degeneration however, even if the nutritional 

condition is reverted, ovaries are less competent to accomplish a new oviposition cycle and 

therefore, biochemical and cellular events may act in concert to establish metabolic conditions to 

privilege female lifespan.   

 

Key words: Chagas´ disease vectors; vitellogenesis; follicular atresia; acid hydrolases; 

vitellogenin; vitellin;  lipophorin;  lipids.  
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1.1.  Enfermedad de chagas 

 
Aspectos generales de la enfermedad 

 

La enfermedad de Chagas o Tripanosomiasis Americana, es una parasitosis endémica 

en Latinoamérica, cuyo agente causal es el protozoo flagelado Trypanosoma cruzi. El parásito 

desarrolla un complejo ciclo de vida en el vector invertebrado, insectos hematófagos de la 

subfamilia Triatominae (triatominos o vinchucas) y en el huésped mamífero, incluido el 

hombre1. 

La enfermedad de Chagas afecta principalmente a las poblaciones rurales y sub-

urbanas de Argentina y Latinoamérica, donde los escasos recursos económicos de estos 

asentamientos confluyen en conductas socio-culturales que propician el establecimiento y 

expansión de esta parasitosis2. Sin embargo, también contribuyen a la propagación de la 

enfermedad la migración de portadores desde zonas endémicas a zonas no endémicas donde 

en ausencia de vectores naturales, otras vías de adquisición del parásito, como las 

transfusiones de sangre no controladas y la transmisión vertical del parásito de madre a hijo, 

cobran relevancia3,4. Según las estadísticas recientes, entre 7-8 millones de personas en el 

mundo padecen esta enfermedad, y se estima que más de 15.000 personas mueren al año a 

causa de esta afección. En tanto, 50 a 70 millones de individuos se encuentran en situación de 

riesgo de adquirir la infección5. En la Argentina, los últimos relevamientos epidemiológicos 

indican que de 1.600.000 individuos chagásicos, más de 300.000 desarrollan cardiopatía propia 

de la enfermedad, mientras que 7.300.000 personas representan la población que se encuentra 

en riesgo de contraer la infección (Programa Nacional de Chagas, Ministerio de Salud de la 

Nación; http://www.msal.gov.ar/chagas/). Es de resaltar que la importancia de esta parasitosis 

radica no solo en su elevada prevalencia sino también en los altos costos para el tratamiento y 

prevención de la enfermedad, generando un importante gasto en el sistema de salud de los 

países afectados6. 

Desde el punto de vista epidemiológico, la principal vía de transmisión del T. cruzi es la 

vectorial y se lleva a cabo principalmente en tres ciclos: el ciclo silvestre, el cual se desarrolla 

alejado de los asentamientos humanos y en donde solo participan el vector y reservorios 

silvestres; el ciclo peri-doméstico, definido como la invasión progresiva del vector en los 

http://www.msal.gov.ar/chagas/
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alrededores de los núcleos de población humana, en donde los animales domésticos son los 

portadores del parásito; por último, el ciclo doméstico de la infección, donde se observa la 

invasión exclusiva del vector en las viviendas rurales y suburbanas. Se ha descripto la 

interacción entre los 3 ciclos como una causa de aumento en la transmisión enfermedad 

Chagas, ya que muchas especies de triatominos pueden invadir tanto el ambiente doméstico 

como el selvático o peri-domiciliario atraídos por la luz, el calor, determinados olores, o por 

transporte accidental (Fig. 1)7. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                       Fig. 1: Interacción de los ciclos de transmisión del T. cruzi. Adaptado de ref. 7. 

 

En relación al ciclo del T. cruzi, cuando un insecto triatomino succiona la sangre de un 

mamífero infectado, ingiere tripomastigotes circulantes. En el insecto, luego de 2-4 semanas de 

evolución, algunos parásitos migran al intestino posterior. Ante una nueva alimentación sobre 

un huésped, el insecto elimina orina y heces conteniendo formas infectivas del parásito. En el 

caso del hombre, estos parásitos ingresan al organismo a través de las mucosas por pequeñas 

escoriaciones cutáneas, generalmente producidas por la herida de la picadura o por rasguños8. 

La etapa aguda de la enfermedad se presenta a los 6-10 días luego de la infección y perdurará 

por semanas, pudiendo presentarse con síntomas que incluyen fiebre, inflamación de nódulos y 

tejidos linfáticos, conjuntivitis, aunque en la mayoría de los individuos transcurre en forma 

inadvertida. En la fase crónica de la enfermedad, las principales complicaciones incluyen 

cardiomiopatías y/o bloqueo de la conducción y problemas digestivos como megacolon y 

megaesófago, pudiendo transcurrir hasta 25 años antes de manifestarse la patología1.  
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Como fue descripto anteriormente, de todas las vías descriptas de la transmisión de la 

enfermedad de Chagas, la más importante en términos epidemiológicos es la vectorial9. Hasta 

el momento todavía no hay disponibilidad de una vacuna o un fármaco adecuado para el 

tratamiento de la enfermedad crónica10, por lo que el control del vector es la principal alternativa 

para disminuir la transmisión del parásito.   

 

Triatominos: vectores de la enfermedad de chagas 

 

Los triatominos son una subfamilia de insectos pertenecientes a la familia Reduviiade, 

del orden Hemiptera. Aunque más de 100 especies integran esta subfamilia, todas ellas 

capaces de trasmitir el T. cruzi, sólo algunas pertenecientes a los géneros Triatoma, 

Panstrongylus y Rhodnius son consideradas las de mayor importancia epidemiológica9.  

La distribución geográfica de los triatominos comprende el continente americano y 

algunas islas del Caribe, entre las latitudes 42º N y 46º S. También se ha señalado la 

presencia de triatominos en África, Asia y Australia aunque carecen de importancia sanitaria3. 

Según Schofield (1994)11, el comportamiento dispersivo de los triatominos se ve favorecido por 

el desarrollo urbanístico en zonas rurales, lo cual desplaza no sólo los reservorios que son su 

fuente de alimento, sino también a los insectos mismos, que por su mal estado nutricional, se 

dispersan en busca de otras fuentes de alimentación como los animales domésticos y el 

hombre. 

Los triatominos tienen un ciclo hemimetabólico típico, conformado por el huevo, cinco 

estadios ninfales y el estadio adulto, pudiendo requerir desde tres meses hasta dos años para 

completarlo, de acuerdo a la especie y a la densidad poblacional que determina el grado de 

competencia por el alimento. Se caracterizan por la hematofagia obligada a lo largo de todo su 

ciclo de vida, lo cual indica su potencialidad como transmisor del parásito. De no disponer del 

hospedador vertebrado, los triatominos tienen la capacidad de ayunar por períodos 

prolongados. Una característica general de estos insectos es que tienen hábitos nocturnos, se 

mantienen agregados en refugios durante el día y salen en búsqueda de alimento durante la 

noche. Sin embargo, ante condiciones adversas, cualquier momento del día puede ser 

apropiado para la búsqueda de alimento12.  
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Como fue descripto anteriormente, algunas especies de triatominos con distribución 

peri-domiciliaria o selvática son capaces de invadir la vivienda humana, contribuyendo de esta 

manera a la transmisión del parásito7. Dentro de este grupo, podemos citar a Dipetalogaster 

maxima, una especie endémica de la región fitogeográfica del Cabo, al sur de la Península de 

Baja California, México (Fig. 2). En los últimos años se ha reportado que D. maxima se 

encuentra en un proceso de adaptación a las viviendas humanas13,14. Es la especie de 

triatomino de mayor tamaño y generalmente habita en zonas secas y rocosas, donde puede 

desplazarse aún durante el día para conseguir alimento. Debido a su gran tamaño, puede 

ingerir grandes cantidades de sangre y almacenarla en el intestino, lo cual le permite sobrevivir 

al ayuno por periodos prolongados en los climas semidesérticos donde habita14. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En la actualidad, las estrategias para el control de la enfermedad de Chagas tienen 

entre sus objetivos principales combatir los vectores para romper el ciclo de transmisión del 

parásito15. Años atrás se consideraba que la escasa variabilidad genética de los triatominos le 

confería mayor susceptibilidad al control químico con insecticidas. Sin embargo, estudios 

recientes basados en el secuenciamiento del genoma nuclear y mitocondrial de poblaciones 

domésticas de estos vectores han demostrado un alto grado de variabilidad genética en estas 

especies16, siendo informados varios focos de resistencia al tratamiento con piretroides17,18. En 

este contexto, un mejor conocimiento de la biología y fisiología de la reproducción de los 

triatominos es indispensable para el diseño de nuevas estrategias de control vectorial. 

 

Fig. 2: Distribución de 

Dipetalogaster maxima en el 

estado de baja California, 

México.  Adaptado de ref. 14. 
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1.2. El ovario de los triatominos: características morfológicas y fases del ciclo 

reproductivo  

 

Morfología del tejido ovárico 

 

El aparato reproductor femenino de los insectos está formado por 2 ovarios, cada uno 

con un número variable de ovariolas, dependiendo de la especie. Las ovariolas son 

consideradas la unidad funcional del ovario y contienen a los folículos, los cuales están 

conformados por ovocitos en diferentes grados de desarrollo rodeados por una o más capas 

de células foliculares19. Dependiendo de la especie, en un ciclo gonadotrófico las ovariolas 

pueden desarrollarse de manera asincrónica para dar lugar a la oviposición que transcurre 

durante varios días, tal como ocurre en la polilla Hyalophora cecropia o en la mosca de la fruta, 

Drosophila melanogaster. Por el contrario, en las ovariolas con desarrollo sincrónico, todos los 

folículos maduran simultáneamente y la postura de los huevos ocurre en forma conjunta, como 

ha sido descripto para el mosquito Aedes aegypti o para la langosta Locusta migratoria19,20. 

El aparato reproductor de las hembras triatominos presenta 2 ovarios, conectados 

mediante oviductos laterales, a un oviducto común, continuado por una bursa copulatris 

(vagina) y un par de espermatecas ventrales, las cuales sirven para la recepción y 

almacenamiento de los espermatozoides (Fig. 3). Cada ovario está compuesto por siete 

ovariolas de tipo meroístico subtipo telotrófico, indicando que los ovocitos durante las primeras 

etapas de desarrollo se alimentan por cordones tróficos a partir de células nutricias confinadas 

en el extremo apical de la ovariola o trofario21.  

En términos generales, cada ovariola está conformada por un filamento terminal, el cual 

mantiene al órgano en posición, un trofario y un vitelario que contiene a los ovocitos en 

diferente grado de desarrollo (Fig. 3). Durante los primeros días en el estadio adulto y antes de 

una ingesta de sangre, los ovocitos migran hacia el epitelio prefolicular. Por debajo de la región 

prefolicular se dispone el ovocito en posición γ, rodeado de células foliculares binucleadas de 

gran tamaño, aún conectados mediante los cordones tróficos a las células nutricias. A 

continuación se ubican el ovocito en posición ß, rodeado por las células foliculares y sin 

conexión con el trofario. Los ovocitos γ y ß crecerán hasta alcanzar un tamaño crítico o estado 

pre-vitelogénico22. Cuando las hembras de triatominos reciben el estímulo adecuado de 
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OVARIOLA 

 

OVARIOS 

alimentación, los ovocitos en posición α o vitelogénicos aumentan de tamaño por la 

incorporación de importantes cantidades de proteínas, lípidos y otros nutrientes, y se rodean 

de un epitelio folicular monoestratificado conformando así un folículo maduro22,23. Luego de 

adquirir el tamaño máximo, los ovocitos vitelogénicos son corionados y ovulados en tanto que 

aquellos que ocupaban la posición ß, entrarán en vitelogénesis. Es importante destacar que en 

las hembras de los triatominos cada ovariola presenta un solo ovocito en vitelogénesis por vez, 

aunque su desarrollo asincrónico permite observar folículos terminales de diferentes 

tamaños22-25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 3: Esquema representativo del aparato reproductor de las hembras de triatominos y su unidad 

funcional, la ovariola. El aparato reproductor de las hembras triatominos está compuesto por 2 ovarios, 

conectados mediante oviductos laterales, a un oviducto común, continuado por una bursa copulatris. La ovariola 

es la unidad funcional del ovario, en la cual se distingue un trofario, que contiene a las células nutricias y un 

vitelario en donde se disponen los ovocitos en diferente grado de desarrollo. Adaptado de ref. 22. 
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El ciclo reproductivo y su relación con el estado nutricional 

 

En las hembras de triatominos, la ingesta de sangre induce el crecimiento de los 

ovocitos mediante un mecanismo que involucra la participación del intestino, el cuerpo graso y 

un par de glándulas neuroendócrinas, la corpora allata. En este sentido, varios estudios han 

establecido que las hembras deben alcanzar un umbral en términos de cantidad de sangre 

ingerida para que la oviposición ocurra regularmente 22,26. Por otro lado, la historia nutricional 

de la ninfa V también repercute en la producción de huevos y en la autogenia, definida como la 

capacidad de la hembra para poner un lote de huevos a partir de las reservas de sangre 

almacenadas en el intestino anterior en el último estadio ninfal. La autogenia, reportada en 

Rhodnius prolixus y Triatoma infestans entre otras especies27, es considerada una 

característica común en las especies de triatominos más pequeñas ya que éstas alcanzan 

comidas a repleción con una sola alimentación. 

En términos generales, en el ciclo reproductivo de las hembras no autógenas de 

triatominos se pueden distinguir tres fases, de duración variable dependiendo de la especie: (a) 

pre-vitelogénica; (b) vitelogénica y (c) post-vitelogénica. La primera transcurre desde la ecdisis 

de la hembra al estadio adulto hasta que ingiere una comida de sangre. La ingesta de sangre 

es el evento que marca el inicio de la vitelogénesis, caracterizada por el rápido crecimiento de 

los ovocitos en posición α como consecuencia del activo proceso de captación de proteínas 

precursoras del vitelo (PPVs), principalmente vitelogenina24. En D. maxima, luego de una 

comida de sangre, el escaso desarrollo tisular observado en la pre-vitelogénesis es seguido 

por el notable desarrollo asincrónico de las ovariolas en la fase vitelogénica y por el incremento 

del tamaño de los ovocitos en posición α (Fig. 4)28. 
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Fig. 4: Morfología del tejido ovárico de D. maxima en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis. Las flechas 

señalan ovocitos en posición α o vitelogénicos de diferente tamaño. Tro, trofario; V, vitelario; P, pedicelo; FT, 

filamento terminal; Barras: 100 µm. Adaptado de ref. 25. 

 

Cuando los factores nutricionales o ambientales no son adecuados para estimular la 

vitelogénesis, algunos folículos degeneran hacia un estado atrésico y son posteriormente 

resorbidos23,29. En los triatominos, las ovariolas presentan un desarrollo asincrónico, por lo que 

en estas especies, se asume que el final de la oviposición marca el comienzo del período post-

vitelogénico. En D. maxima, la fase post-vitelogénica se caracteriza por cambios morfológicos 

que se instauran gradualmente, permitiendo distinguir una fase temprana y una avanzada del 

proceso degenerativo, denominados atresia folicular temprana y tardía, respectivamente  (Fig. 

5)25. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 5: Morfología ovárica de D. maxima en la atresia folicular temprana y tardía. Ft, folículo terminal; Fdi, 

folículos en degeneración incipiente: FA, folículo atrésico. Barras: 100 µm. Adaptado de ref. 25. 
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1.3. El cuerpo graso y su participación en el proceso de la reproducción 

 

En los insectos, el cuerpo graso es un tejido funcionalmente análogo al hígado y al 

tejido adiposo de los vertebrados. Está conformado por lóbulos y posee una gran capacidad 

biosintética y alta tasa de actividad metabólica30. Desde el punto de vista fisiológico, el cuerpo 

graso es el principal responsable del almacenamiento y posterior regulación de los depósitos 

de lípidos e hidratos de carbono como así también de la síntesis de la mayoría de las proteínas 

de la hemolinfa. Cantidades importantes de vitelogenina, lipoforina (principal lipoproteína de 

insectos) entre otras, son sintetizadas por este órgano y secretadas a circulación. Los lípidos 

se almacenan en compartimientos especializados o adiposomas, siendo los triacilglicéridos 

(TAG) el principal componente. Estas reservas lipídicas constituyen el principal recurso 

energético durante eventos como el vuelo y la reproducción31. 

Las funciones fisiológicas que lleva a cabo el cuerpo graso responden a la demanda 

metabólica del insecto en los diferentes estadios del ciclo de vida. La mayoría de estas 

funciones están reguladas hormonalmente, por lo que se define al cuerpo graso como un 

órgano blanco para varias hormonas32-34.  

Aunque el cuerpo graso está conformado por distintos tipos celulares, los trofocitos o 

adipocitos son las células predominantes y más importantes del tejido. En estas células, los 

cambios morfológicos, celulares y moleculares son característicos de cada fase del ciclo 

reproductivo. Los principales estudios al respecto se circunscriben a las hembras del mosquito 

A. aegypti. En esta especie, la fase pre-vitelogénica se caracteriza por una remodelación 

tisular para maximizar la eficiencia de la maquinaria biosintética, adecuando al tejido para la 

síntesis de PPVs que tendrá lugar luego de la ingesta de sangre35. Por otro lado, ha sido 

reportado que la maduración de los ovocitos también dependerá de las condiciones 

nutricionales de la hembra durante la pre-vitelogénesis, estrechamente relacionadas con la 

calidad y cantidad de las reservas nutricionales acumuladas en el cuerpo graso durante las 

etapas larvales del mosquito36.  

En la fase vitelogénica, que se inicia luego de la ingesta de una comida, el cuerpo 

graso graso reconoce señales nutricionales y hormonales, que contribuyen al crecimiento de 

los folículos para que el evento de oviposición ocurra exitosamente37. Esto implica un 

incremento de la maquinaria biosintética de los adipositos destinada a la síntesis de 
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importantes cantidades de PPVs, principalmente vitelogenina. Esta proteína será secretada a 

la hemolinfa e internalizada por los ovocitos para su depósito en compartimientos 

especializados con el nombre de vitelina38. Estudios realizados en el triatomino D. maxima 

demostraron que la expresión de vitelogenina en el cuerpo graso y los niveles en la hemolinfa 

incrementan significativamente durante la fase vitelogénica28. Es importante destacar que en la 

vitelogénesis, entre otras PPVs, el cuerpo graso sintetiza peptidasas ácidas, las cuales serán 

liberadas a circulación y luego almacenadas en los ovocitos vitelogénicos39-42.  

En A. aegypti, durante la post-vitelogénesis, cuando las señales que estimulan la 

vitelogénesis y el crecimiento de los ovocitos son insuficientes, los adipositos exhiben un 

marcado desarrollo del sistema lisosomal destinado a degradar la maquinaria biosintética 

desarrollada durante la vitelogénesis. En esta fase reproductiva se destaca la formación de 

numerosas vacuolas autofágicas y la participación de enzimas lisosomales34.  

 

1.4. Vitelogénesis en insectos 
 

La vitelogénesis es un evento central en la reproducción de los insectos en la que tiene 

lugar el rápido crecimiento de los ovocitos19,24. En estas especies, así como en todos los 

organismos ovíparos, el desarrollo embrionario ocurre en completo aislamiento del cuerpo 

materno por lo que la supervivencia del embrión dependerá de los nutrientes almacenados 

durante la fase vitelogénica. Estas reservas, denominadas genéricamente “vitelo” o “yolk” 

están conformadas por proteínas, lípidos, carbohidratos y otros componentes minoritarios de 

origen materno35,43. En insectos evolutivamente más desarrollados, la vitelogénesis es un 

proceso heterosintético en el que los tejidos extraováricos sintetizan PPVs para su 

almacenamiento en los ovocitos34. En la mayoría de los insectos, el cuerpo graso es el 

principal órgano responsable de sintetizar PPVs, aunque ha sido demostrado que el tejido 

ovárico también puede contribuir a la síntesis de vitelogenina u otras PPVs34,44. En R. prolixus 

fue reportado que las células foliculares de los folículos más desarrollados son capaces de 

sintetizar vitelogenina45. En D. melanogaster, la síntesis de los polipéptidos del vitelo se lleva a 

cabo mayoritariamente en las células foliculares del tejido ovárico46. Algunos autores postulan 

que la participación de diferentes tejidos en la síntesis de PPVs podría representar una 

estrategia adaptativa para las especies donde la ovogénesis transcurre rápidamente. Sin 
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embargo, los mosquitos exhiben una fase vitelogénica corta y la síntesis de vitelogenina tiene 

lugar sólo en el cuerpo graso47.  

En los ovocitos se distinguen dos compartimientos subcelulares especializados: los 

gránulos de vitelo, que almacenan principalmente vitelina, y los adiposomas o gotas de lípidos, 

responsables del almacenamiento de TAG y lípidos minoritarios (Fig. 6)48. Vitelina deriva de la 

fosfolipoglicoproteína vitelogenina y representa la principal reserva metabólica de aminoácidos 

para sustentar el desarrollo embrionario. En D. maxima, durante la vitelogénesis, los depósitos 

de vitelina en el tejido ovárico incrementan significativamente, en consonancia con un activo 

proceso de captación de vitelogenina por los ovocitos en desarrollo25. 

Durante el desarrollo embrionario, la vitelina sufre una gradual proteólisis, evento 

mediado por hidrolasas ácidas, las cuales han sido caracterizadas en diferentes especies de 

insectos24,49. La mayoría de estas enzimas son también consideradas PPVs ya que son 

sintetizadas en el cuerpo graso durante la vitelogénesis, liberadas a la hemolinfa como pro-

enzimas y depositadas en los ovocitos vitelogénicos. También, ha sido reportado que estas 

hidrolasas ácidas pueden ser aportadas por el propio tejido ovárico, principalmente por las 

células foliculares20,42,50,51.  

En los insectos hematófagos, la vitelogénesis es desencadenada por la ingesta de una 

comida de sangre rica en componentes esenciales como proteínas, lípidos y carbohidratos22,52. 

En este sentido, el intestino desempeña una función relevante modificando componentes de la 

dieta para la conformación de reservas metabólicas, temporal y funcionalmente organizadas en 

tejidos como el cuerpo graso y el ovario53. La acumulación de lípidos en el tejido ovárico 

durante la vitelogénesis es crítica por ser uno de los principales recursos energéticos que 

sustentan el desarrollo embrionario54. En el mosquito Culex quinquefasciatus, los lípidos del 

ovario proveen el 90% de la energía necesaria para el óptimo desarrollo del embrión55. Por otro 

lado, los lípidos almacenados en los ovocitos aportan fosfolípidos, moléculas necesarias para 

el desarrollo de las membranas celulares durante la embriogénesis24,48.  
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Fig. 6: Estructuras subcelulares responsables del almacenamiento de nutrientes en los ovocitos: 

gránulos de vitelo y gotas de lípidos (adiposomas). Adaptado de ref. 48. 

 

Regulación de la vitelogénesis 

 

La vitelogénesis se encuentra bajo un estricto control nutricional y hormonal. Las 

principales hormonas implicadas en la regulación de la transcripción del gen de vitelogenina y 

otras PPVs son la hormona juvenil (HJ) y la ecdisona. En la actualidad, el conocimiento de la 

regulación endócrina de la vitelogenesis en insectos deriva fundamentalmente de los estudios 

realizados en A. aegypti. En esta especie, los genes destinados a la producción de PPVs están 

regulados por la compleja interacción de 4 actores principales: HJ, 20-hidroxi-ecdisona (20-

HE), nutrientes sensados por el cuerpo graso y los péptidos símil-insulina54. Por otra parte, en 

D. melanogaster, la vitelogénesis es coordinada de manera compleja por HJ y por 20-HE56,57. 

En triatominos, la principal hormona involucrada en la regulación de la vitelogénesis es HJ. Su 

rol en el ciclo gonadotrófico fue establecido por primera vez en R. prolixus58. En estas 

especies, cada ciclo gonadotrófico está fuertemente asociado a la ingesta de una comida de 
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sangre. Según el modelo de regulación de la vitelogénesis actualmente aceptado para los 

triatominos, cuando una hembra ingiere la comida de sangre del hospedador vertebrado, se 

promueve la distensión del intestino y se induce la síntesis de HJ en la corpora allata, un par 

de glándulas neuroendócrinas localizadas en el complejo retrocerebral, y su liberación a la 

hemolinfa (Fig. 7). La HJ es un sesquiterpenoide cuya síntesis es regulada por las hormonas 

peptídicas allatotropina y allastostina, los que llegan a la corpora allata por la hemolinfa o a 

través de conexiones neuronales. En los triatominos, la caracterización fisiológica de 

allatotropina es parcial y se limita a pocas especies59,60. En el cuerpo graso, HJ promueve un 

marcado remodelamiento tisular y la masiva síntesis de las PPVs, siendo vitelogenina la más 

importante. Aunque durante varias décadas fracasaron los intentos dedicados a identificar al 

receptor de HJ en cuerpo graso, las evidencias actuales obtenidas en D. melanogaster y 

Tribolium castaneum (escarabajo castaño de la harina) sugieren fuertemente que la proteína 

Metopreno-tolerante (Met) funciona como el receptor intracelular de HJ61,62. En A. aegypti, el 

complejo Met-HJ se uniría a proteínas para formar complejos activos que interaccionan a nivel 

del ADN con los elementos respondedores, regulando así la transcripción de genes blanco de 

la hormona juvenil63,64. 

En los triatominos, HJ tambien tiene como órgano blanco al ovario. Fue propuesto que 

HJ se une a un receptor específico localizado en la membrana plasmática de las células 

foliculares y en consecuencia, por medio de vías de señalización aún no dilucidadas, activa a 

la proteína quinasa C (PKC). Posteriormente, PKC sería la responsable de fosforilar a la 

subunidad α de la bomba Na+/K+ ATPasa, lo que resulta en la reducción del tamaño de la 

célula y la generación de espacios intercelulares que facilitan la llegada de las PPVs desde la 

hemolinfa hacia el ovocito, proceso denominado patencia (Fig. 7)65,66. 
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Fig. 7: Modelo de la regulación endócrina y nutricional de la vitelogénesis en R. prolixus. La ingesta de 

una comida de sangre produce una distención intestinal que estimula a la corpora allata para la síntesis y 

secreción a circulación de hormona juvenil (HJ). HJ induce cambios en el cuerpo graso y el tejido ovárico, 

promoviendo la síntesis de vitelogenina (Vg) en el primero y su captación y deposito como vitelina (Vt) en el 

segundo.  

 

 

1.4.1. Proteínas precursoras del vitelo 
 

Vitelogenina  

 

Diversas PPVs son acumuladas en los ovocitos durante la fase vitelogénica, siendo 

vitelogenina la más relevante en términos fisiológicos34,44.  

Las vitelogeninas fueron estudiadas en un amplio grupo de animales, desde 

vertebrados hasta invertebrados67. En insectos, la estructura primaria de las vitelogeninas está 

altamente conservada, conformando una superfamilia de genes y con homología a las 

vitelogeninas de otros organismos como nematodos, crustáceos, anfibios y aves, entre otros68. 
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Los genes que codifican para las vitelogeninas han sido identificados y clonados en 

varias especies de insectos hemimetábolos69. En general son codificadas por un ARNm de 6-7 

kb y se transcriben como un producto primario de aproximadamente 200 kDa, los que son 

clivados en distintas subunidades llamadas apoproteínas, que van desde 50 a 180 kDa. En el 

cuerpo graso, además de los clivajes proteolíticos, el/los precursores de vitelogenina sufren 

modificaciones co- y post-traduccionales incluídas la glicosilación y la fosforilación, entre otras. 

En la cucaracha Leucophaea maderae se demostró que el bloqueo de la glicosilación produce 

la acumulación de la proteína en el cuerpo graso70. Similares resultados fueron reportados en 

langostas y mosquitos71,72, lo cual sugiere que la glicosilación es un paso importante para la 

secreción de vitelogenina por el cuerpo graso. Otros autores han propuesto que esta 

modificación post-traduccional es importante, pero no indispensable, para la unión de 

vitelogenina a su receptor73. Por otro lado, ha sido demostrado que las vitelogeninas de 

insectos están altamente fosforiladas68,74. Una característica importante de las vitelogeninas de 

la mayoría de las especies de insectos analizadas, es que comparten la existencia de dominios 

poli-serina con secuencias altamente conservadas en la región N-terminal68,75,76. Las 

vitelogeninas de cucarachas y mosquitos representan una excepción, presentando además un 

dominio poli-serina en el dominio C-terminal. Desde el punto de vista funcional, ha sido 

reportado que estas regiones de poli-serina serían potenciales sitios para los eventos de 

fosforilación post-traducción de la vitelogenina. En este sentido, las regiones fosfoserina 

presentan un predominio de cargas negativas, lo que contribuye a la solubilidad de la proteína. 

Dhadialla y col. (1990)72 reportaron que la defosforilación de vitelogenina reduce su captación 

por los ovocitos, sugiriendo que la presencia de residuos fosforilados contribuye a la 

interacción entre vitelogenina y su receptor en la membrana del ovocito. Finalmente, es 

importante señalar que el nivel de fosforilación puede cambiar la susceptibilidad de vitelina a la 

proteólisis programada durante la embriogénesis42. 

Luego del procesamiento proteolítico y de las modificaciones co- y post- traducción, las 

subunidades apoproteicas de vitelogenina son ensambladas y secretadas como 

fosfolipoglicoproteínas oligoméricas de alto peso molecular, reportado entre 210 a 652 kDa 

para la molécula nativa según la especie. Posterior a su secreción a la hemolinfa, las 

vitelogeninas son internalizadas y depositadas como vitelina en los gránulos de vitelo. 

Vitelogenina y vitelina poseen similares propiedades inmunológicas y características físico-
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químicas24. Sin embargo, ambas proteínas han sido caracterizadas en pocas especies de 

triatominos, entre las que se destacan Triatoma protracta77, T. infestans78, R. prolixus43 y más 

recientemente, D. maxima28. En estas especies, las proteínas nativas presentaron un peso 

molecular entre 220 y 440 kDa. En R. prolixus, Salerno y col. (2002)79 reportaron tres 

poblaciones de vitelina, con idéntica movilidad electroforética pero con diferente grado de 

fosforilación y composición de carbohidratos. Su origen respondería a un diferente 

procesamiento post-endocítico de las vitelogeninas sintetizadas por las células foliculares o 

nutricias. En D. maxima fue reportada una única clase de vitelina, con un peso molecular 

nativo de ~ 443 kDa, conformada por dos subunidades mayores (~ 170 y 174 kDa), y dos 

subunidades más pequeñas como componentes minoritarios (~  50 y 44 kDa)28.  

 

Hidrolasas ácidas 

 

Las hidrolasas ácidas, principalmente del tipo peptidasas y fosfatasas ácidas, están 

involucradas en la degradación del vitelo y pueden ser sintetizadas como PPVs por el cuerpo 

graso maternal y/o por las células foliculares del ovario39,40,42,80,81. Son internalizadas por los 

ovocitos y, en la mayoría de las especies descriptas, depositadas en los gránulos de vitelo42,50. 

Estas enzimas han sido caracterizadas en los ovocitos de varios insectos20,42,50,51, incluyendo 

una carboxipeptidasa vitelogénica en A. aegypti y cisteínas peptidasas en el gusano de seda 

(Bombyx mori)82, en la cucaracha (Blattella germanica)83 y en A. aegypti40. Una característica 

común de estas peptidasas es que son almacenadas en los gránulos de vitelo como 

zimógenos (pro-enzimas) y activadas durante la embrigénesis para contribuir en la 

degradación de las proteínas del vitelo.  

Por otro lado, el rol de las fosfatasas ácidas en el procesamiento de las proteínas del 

vitelo, principalmente vitelina, fue primeramente descripto usando como modelo los embriones 

de anfibios84. Más tarde, los estudios en insectos sugirieron que los eventos de 

fosforilación/defosforilación mediado por fosfatasas en los residuos serina o tirosina de las 

proteínas del vitelo desempeñarían un rol importante en la utilización de las mismas, 

induciendo cambios en la conformación de las moléculas e incrementando su susceptibilidad a 

la proteólisis42. Al presente son varias las fosfatasas ácidas caracterizadas en los ovocitos de 

diferentes especies de insectos85-91. Más aún, ha sido reportado su rol en la degradación de 
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proteínas del vitelo durante la embriogénesis92,93,51. En los triatominos, Nussenzveig y col. 

(1992)89 caracterizaron una fosfatasa ácida y una aspártico peptidasa en los ovocitos de R. 

prolixus. Estudios más recientes sugieren que durante el desarrollo embrionario de esta 

especie, fosfatasa ácida, polifosfatos inorgánicos y catepsina D actúan conjuntamente 

promoviendo la degradación de proteínas del vitelo94,95.  

 

Catepsina D 

 

Catepsina D es una aspártico endopeptidasa lisosomal (E. C. 3.4.23.5) sintetizada en el 

retículo endoplásmico rugoso como pre-pro-catepsina D. Después del clivaje del péptido señal, 

la pro-catepsina D se almacena en estructuras vesiculares como lisosomas, endosomas o 

fagosomas. Posteriormente, un segundo clivaje proteolítico da origen a la formación de un 

intermediario activo de cadena única que rápidamente es convertido a la molécula madura, 

conformada por 2 cadenas unidas por interacciones covalentes. En humanos, la forma madura 

de catepsina D está conformada por una cadena pesada y una liviana de ~ 31 kDa y 14 kDa, 

respectivamente (Fig. 8). La peptidasa es activa en un medio acídico y es fuertemente inhibida 

por pepstatina A96. Catepsina D está involucrada en los procesos de degradación y/o 

activación de hormonas, factores de crecimiento, precursores enzimáticos, entre otros. 

Recientemente, catepsina D ha cobrado interés por estar involucrada en procesos patológicos 

como el cáncer y la enfermedad de Alzheimer97,98. 
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Fig. 8: Tráfico intracelular de catepsina D. Los principales eventos proteolíticos involucrados en la 

maduración de catepsina D ocurren dentro de los compartimentos endo-lisosomal. En estas organelas 

subcelulares, la pro-catepsina D (Pro-CatD) sufre clivajes proteolíticos para finalmente generar la catepsina D 

madura (CatD). ER: retículo endoplásmico rugoso; Golgi: Aparato de Golgi. Adaptado de ref. 98. 

 

Fosfatasas ácidas 

 

Las fosfatasas ácidas (E.C. 3.1.3.2) constituyen un amplio grupo de enzimas que se 

caracterizan por catalizar la hidrólisis de grupos fosfomonoésteres de una gran variedad de 

sustratos en un medio ácido. Actualmente se conoce que la fosforilación/defosforilación de las 

proteínas modula importantes procesos celulares, incluyendo eventos del ciclo celular, 

respuesta a factores de crecimiento, hormonas y otros estímulos ambientales, control 

metabólico y eventos del desarrollo. Estas enzimas se clasifican en familias según su actividad 

esté dirigida a residuos tirosina, serina o treonina fosforilados (tirosina fosfatasas y 

serina/treonina fosfatasas, respectivamente)99. De manera general, las serinas/treoninas y 

tirosinas fosfatasas se encuentran agrupadas en al menos 4 familias (Tabla 1). Las 

serina/treonina fosfatasas se dividen en 2 grandes grupos basándose en su especificidad por 

sustrato y por la inhibición específica con ciertos fármacos: las fosfoproteína fosfatasas tipo 1 

(PP1) y las tipo 2 (PP2), que incluyen PP2A, PP2B y PP2C en base a la dependencia de 

cationes divalentes. 

Además, se han descripto 2 clases principales de tirosina fosfatasas: (a) las que tienen 

especificidad por defosforilar residuos tirosina, con localización transmembrana o intracelular y 
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(b), las fosfatasas intracelulares de especificidad dual, las que son parte de una familia 

diferente y además de tirosina, pueden desfosforilar residuos serina/treonina99,100.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Captación de las proteínas precursoras del vitelo por los ovocitos 

 

   En los organismos ovíparos, la competencia para la captación de las PPVs por los 

ovocitos constituye un evento central para la ovogénesis. Las primeras observaciones de este 

proceso fueron reportadas por Telfer en 1960101, en ovocitos de la polilla H. cecropia, y 

confirmadas años posteriores con la primera interpretación de endocitosis mediada por 

receptor brindada por estudios de microscopía electrónica en ovocitos vitelogénicos de A. 

aegypti102.  

Al presente, el conocimiento en los mosquitos de los eventos celulares que median la 

captación de las PPVs, específicamente vitelogenina, permiten postular un modelo que es 

extensivo para la mayoría de las especies de insectos38. El mismo establece que la 

vitelogenina circulante en la hemolinfa se une a su receptor el cual está localizado en las 

microvellosidades y en las depresiones recubiertas de clatrina de la membrana perioocítica. 

Luego de esta unión, vitelogenina es intermalizada en vesículas recubiertas. La disociación del 

complejo vitelogenina/receptor ocurre en los endosomas tempranos, que se fusionan 

conformando gránulos de vitelo transitorios (gVtr), compartimentos intermediarios específicos 

donde vitelogenina perderá su contenido en lípidos, recibiendo el nombre de vitelina. Los gVtr 

Tabla 1: Clasificación de las distintas familias que 

componen al grupo de las fosfatasas ácidas. PP1 y 

PP2, fosfoproteína fosfatasa tipo 1 y 2, respectivamente.  
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almacenan vitelogenina/vitelina hasta conformar un gránulo maduro (gV), sin que la molécula 

sufra eventos de proteólisis hasta el desarrollo embrionario (Fig. 9).  

Al presente, los receptores de vitelogenina (RVgs) han sido clonados en varias 

especies de insectos incluídos A. aegypti103, la hormiga Solenopsis invicta104, y en las 

cucarachas Periplaneta americana105, B. germanica106 y L. maderae107. También ha sido 

clonado el receptor de los polipéptidos del vitelo de D. melanogaster108. Por homología en 

secuencia y por su organización en dominios modulares, los RVg pertenecen a la superfamilia 

de genes del receptor de la lipoproteína de baja densidad o RLDL, la que incluye además al 

receptor de lipoforina (RLp), a megalina, y a las proteínas relacionadas al receptor de LDL o 

LRP109,110.  

Por otro lado, el mecanismo de captación de las hidrolasas ácidas por los ovocitos 

vitelogénicos así como la presencia de receptores específicos para éstas, permanece sin 

dilucidar. Estudios realizados en A. aegypti sugieren que 2 peptidasas ácidas de origen 

materno, una carboxipeptidasa y una catepsina B vitelogénicas, (VCP y VCB, 

respectivamente), utilizando a la lipoforina como transportador, podrían unirse a los RLp 

presentes en la membrana oocítica para su internalización e incorporación en los gránulos de 

vitelo. Sin embargo, al presente no hay evidencias experimentales que avalen esta propuesta  

(Fig. 9)19.  
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Fig. 9: Principales eventos de captación e internalización de proteínas precursoras del vitelo por los 

ovocitos de A. aegypti. El esquema de la izquierda (lineas continuas) resume los eventos de captación e 

internalización para Vg. El esquema con líneas punteadas (derecha) representa un modelo de captación 

propuesto para la carboxipeptidasa vitelogénica (VCP) y catepsina B vitelogénica (VCB). MV, microvellosidades; 

DR, depresiones recubiertas con clatrina; VR, vesículas recubiertas; Et, endosomas tempranos; gVtr, gránulo de 

vitelo transitorio; RVg, receptor de vitelogenina. RLp, receptor de lipoforina; Vg, vitelogenina; Vt, vitelina; Lp, 

lipoforina. Adaptado de ref. 19. 
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Utilización de las proteínas del vitelo 

 

Varios estudios han demostrado que la acidificación in vitro de extractos de gránulos de 

vitelo estimula la proteólisis de vitelina, poniendo en evidencia la autonomía de estos 

compartimientos especializados, los cuales contienen la maquinaria necesaria para la 

degradación de proteínas88,111-113. De acuerdo con estas observaciones, los gránulos de vitelo 

han sido considerados un tipo especial de endosomas, capaces de regular su propio pH 

intraluminal114. Probablemente la acidificación de los gránulos constituye el evento principal 

para promover la activación de las peptidasas inmaduras (pro-enzimas) a peptidasas activas, 

proceso vinculado con la progresiva degradación del vitelo. En general, las enzimas que han 

sido identificadas en los ovocitos de invertebrados tienen un pH óptimo de acción acídico111-113. 

Al presente han sido postulados diferentes factores que contribuyen al control de la 

degradación de las proteínas del vitelo durante la embriogénesis. Entre ellos se incluyen: (a) la 

biosíntesis de peptidasas durante la vitelogénesis; (b) activación de pro-enzimas en respuesta 

a las necesidades metabólicas de la embriogénesis; (c) acción de inhibidores y activadores 

endógenos de peptidasas; (d) presencia de sustratos específicos para las hidrolasas ácidas; 

(e) localización y compartimentalización subcelular de hidrolasas ácidas y sustratos, y (f) 

modificación de los sustratos para aumentar la susceptibilidad a las peptidasas42.  

 

1.4.2. Depósito de lípidos en ovocitos en desarrollo 
 
 

En los insectos, aunque los lípidos constituyen hasta un 40 % del peso seco del huevo, 

las vías metabólicas por las cuales estos nutrientes son almacenados en los ovocitos son al 

presente escasamente conocidas. Debido a que la mayoría de los estudios fueron llevados a 

cabo utilizando pocas especies como modelos, no es posible hacer generalizaciones sobre 

este proceso48. En el gusano del tabaco Manduca sexta y en A. aegypti, los experimentos in 

vitro demonstraron que la síntesis de novo de ácidos grasos contribuye con sólo el 1 % de los 

lípidos totales del huevo. En M. sexta además, la endocitosis de vitelogenina y lipoforina 

aportan aproximadamente un 10 % a los lípidos depositados en el huevo115,116. Sin embargo, 

en estas especies, los lípidos de los ovocitos son mayoritariamente importados desde la 
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circulación a partir de la lipoforina, la principal lipoproteína de la circulación de los insecto117. 

En el triatomino P. megistus se observó que el reclutamiento de lípidos en los ovocitos resulta 

de un proceso mayoritario de transferencia a nivel de la membrana plasmática del ovocito sin 

internalización de la lipoproteína, y un de mecanismo minoritario, con la endocitosis de 

lipoforina118.  

 

Lipoforina  

 

El transporte de lípidos desde el intestino a la circulación y al tejido ovárico es mediado 

por una única lipoproteína de alta densidad, lipoforina, conformada por dos apolipoproteínas 

estructurales: apolipoforina-I (apoLp-I, PM ~ 240 kDa) y apolipoforina-II (apoLp-II, PM ~ 80 

kDa). A semejanza de la mayoría de las lipoproteínas de mamíferos, la lipoforina es una 

partícula símil-esférica (PM 450-650 kDa, 30-50 % de contenido lipídico) pero a diferencia de 

aquellas, la lipoproteína de insectos posee en su “core” diacilglicéridos (DAG) y fosfolípidos 

como lípidos mayoritarios, además de hidrocarburos, útiles para la formación de la cutícula, 

carotenoides y hormonas de naturaleza lipofílica, entre otros119,120. 

La principal función de la lipoforina es transportar, a través de la hemolinfa, diferentes 

clases de lípidos desde el intestino a los tejidos de depósito (cuerpo graso u ovario) y/o a los 

sitios de utilización (músculo de vuelo)120. Lipoforina actúa principalmente como un 

“transportador reusable”, aceptando o transfiriendo lípidos a nivel de la membrana plasmática, 

sin internalización ni degradación de sus componentes apoproteicos estructurales110. Este 

proceso es altamente regulado y dependiente del estado nutricional del insecto120,121. 
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1.5. Atresia folicular  

 
La atresia folicular se define como un conjunto de eventos fisiológicos que inducen la 

pérdida de los folículos ováricos. Altamente conservada en organismos vertebrados e 

invertebrados, es un proceso degenerativo que se extiende en todo el folículo promoviendo la 

pérdida de su integridad y su funcionalidad. En el caso particular de los mamíferos, el ovario 

representa un órgano extremadamente dinámico en el que una importante cantidad de 

folículos se elimina eficazmente durante toda la vida reproductiva por procesos atrésicos122.  

 

Atresia folicular en insectos 

 

Un aspecto importante para una mejor comprensión de la biología de los insectos 

incluye dilucidar los mecanismos por lo que estas especies responden a ciertas condiciones 

nutricionales y/o ambientales sub-óptimas manteniendo la sobrevida. En este contexto, varios 

reportes han demostrado que los insectos responden a situaciones de estrés mediante la 

instauración de la atresia folicular, proceso que se caracteriza por cambios histo-morfológicos 

en el tejido ovárico, los cuales promueven la degeneración de algunos folículos hasta el estado 

atrésico29,123,124. En este proceso, los ovocitos serán resorbidos (oosorción) en lugar de 

continuar su desarrollo hasta la formación del huevo.  

Uno de los principales factores causales de la atresia folicular y de la oosorción en 

insectos es la escasa o nula disponibilidad de nutrientes29,125-127. La atresia folicular y la 

resorción de los ovocitos son considerados parte de la estrategia reproductiva para optimizar 

recursos energéticos y nutricionales que permitan la sobrevida de las hembras y/o asegurar un 

potencial éxito reproductivo cuando las condiciones desfavorables reviertan29,124,128. 

En los insectos, los eventos bioquímicos, celulares y moleculares involucrados en la 

atresia y/o resorción de ovocitos son poco conocidos. Estos han sido abordados en pocas 

especies, en las que los cambios generalmente ocurren muy rápidamente, dificultando la 

exploración de los eventos tempranos del proceso degenerativo. Así, la atresia se evidencia 

sólo en etapas avanzadas, donde los ovocitos resorbidos en un estadio final se distinguen 

como corpúsculos de coloración amarillenta variable29,126,127.  
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En los triatominos, la atresia folicular fue descripta a nivel histo-morfológico hace 

décadas en R. prolixus por Huebner y Anderson (1972)23. Estudios más recientes en D. 

maxima mostraron que, finalizada la oviposición, la fase post-vitelogénica presenta cambios 

histo-morfológicos y ultraestructurales graduales en el tejido ovárico y la progresiva pérdida de 

la competencia de los ovocitos para captar vitelogenina, permitiendo diferenciar estadios 

tempranos y  tardíos de atresia folicular25. 

 Por otro lado, evidencias experimentales sugieren que las hidrolasas ácidas que 

participan activamente en la degradación de nutrientes durante la embriogénesis, podrían 

activarse tempranamente en la atresia folicular. En este sentido, ha sido demostrado que en el 

mosquito Culex pipiens pallens, las peptidasas tipo catepsina B y L contenidas en los gránulos 

de vitelo, se activan tempranamente en respuesta a un déficit nutricional para promover la 

atresia de algunos folículos y su posterior resorción126. Por otro lado, cuando se indujo la 

atresia folicular en R. prolixus mediante la infección con el hongo no entomopatogénico 

Aspergillus niger se observó que la resorción del vitelo coincide  con un aumento de la 

actividad de enzimas del tipo peptidasas ácidas en el ovario129.  

A nivel celular, los estudios en los folículos atrésicos sugieren que la apoptosis sería el 

principal mecanismo de muerte celular responsable de la remoción del epitelio folicular130. 

Recientemente, en D. maxima fue reportado por primera vez la participación de apoptosis, 

autofagia y necrosis durante la atresia folicular, demostrándose que la relevancia de estos 

mecanismos de muerte celular se correlaciona con la progresión del proceso de degeneración 

folicular131.  

Desde el punto de vista metabólico, hay estudios que indican que durante el proceso 

de atresia folicular y resorción de los ovocitos, las reservas nutricionales del tejido ovárico 

como lípidos y carbohidratos, serían sustancialmente afectadas. Sin embago, al presente son 

muy pocas las especies analizadas29,132-134.  
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Hipótesis de Trabajo    

          En este trabajo de tesis postulamos que el estado nutricional de las hembras de 

Dipetalogaster maxima es un factor importante en la instauración y progresión de la atresia 

folicular. En respuesta al déficit nutricional durante la post-vitelogénesis se promueven cambios 

en las reservas nutricionales del ovario y en la dinámica de síntesis y activación de hidrolasas 

ácidas, facilitando la degradación temprana de la principal proteína del vitelo durante la fase de 

atresia. Estos eventos serían importantes en la homeostasis del tejido ovárico a los fines de 

facilitar la sobrevida de la hembra o sustentar el mantenimiento de folículos jóvenes hasta que 

las condiciones nutricionales adversas revierten. 

 

Objetivo General 

El presente trabajo tuvo como objetivo profundizar en el conocimiento de la fisiología de 

la reproducción de los vectores de la enfermedad de Chagas, con énfasis en los eventos 

bioquímicos, celulares y moleculares que participan en la fase de atresia folicular inducida por 

déficit nutricional. En el estudio se emplearon como modelo hembras no autógenas de D. 

maxima, para abordar los objetivos específicos que se detallan a continuación. 

 

Objetivos Específicos 

[1]. Analizar los cambios de las reservas nutricionales en el tejido ovárico en las fases 

del ciclo reproductivo y la dinámica de adquisión de lípidos por los ovocitos: 

 

1.1.  Estudiar las reservas nutricionales del tejido ovárico y establecer su correlación con los 

cambios histo-morfológicos del aparato reproductor. 

1.2.  Determinar la composición y distribución de las reservas lipídicas en el tejido óvarico. 

1.3. Analizar la participación de lipoforina en la formación de las reservas lipídicas de los 

ovocitos en las diferentes fases del ciclo reproductivo. 
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 [2]. Estudiar los eventos que participan en la fase de atresia folicular, focalizando en la 

participación de las hidrolasas ácidas y en la proteólisis de vitelina: 

 

2.1.  Evidenciar la proteólisis de vitelina en el tejido ovárico durante las fases de atresia. 

2.2.  Determinar y caracterizar la actividad de peptidasas ácidas en el tejido ovárico. 

 Evaluar la expresión y la actividad de catepsina D en las distintas fases del ciclo 

reproductivo. 

2.3.  Determinar y caracterizar la actividad de fosfatasa ácida en el tejido ovárico.  

2.4.  Establecer la localización de catepsina D y fosfatasa ácida en el tejido ovárico y 

analizar la co-localización con vitelina.  

2.5.  Establecer la participación de fosfatasa ácida y catepsina D en la proteólisis de vitelina 

durante la atresia folicular inducida por déficit nutricional. 
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3.1.   Insumos de laboratorio  

 

Oregon Green 514 ácido carboxílico (OG), 4,4-difluoro-5,7-dimetil4-bora-3a,4a-diaza-s-

indaceno-3-ácido hexadecanoico (Bodipy FL C16), “SYBR Green” y anti-IgG de conejo 

conjugado con Alexa Fluor 568 o con Alexa Fluor 488 fueron provistos por Molecular Probes. 

Las columnas PD-10 (GE Healthcare), reactivos para quimioluminiscencia (ECL) 

(PerkinElmer), las placas multipocillos (Deltalab), concentradores Centricon (Millipore), 

marcadores de peso molecular (ColorPlus Prestained Protein Marker, BioLabs Inc.), Fluorsave 

(Calbiochem), el medio para criocortes Tissue-Tek-OCT (Sakura), placas de silica gel y 

solventes (J.T Baker) y los estándares de lípidos (Avanti Polar Lipids) fueron adquiridos según 

lo indicado. Los anticuerpos policlonales anti-catepsina D humana (sc-10725) y anti-PTP1B 

humana (protein tyrosine phosphatase, sc-14021) y el lisado celular MCF7 fueron obtenidos de 

Santa Cruz Biotechnology.  

Los kits para evaluar actividad de serina/treonina fosfatasa (V2460) y tirosina fosfatasa 

(V2471) y enzimas y reactivos necesarios para la Reacción de transcripción inversa (RT) y la 

Reacción de la cadena de la polimerasa (PCR) fueron obtenidos de Promega, en tanto los 

primers fueron de Sigma Genosys. El kit para purificar RNA (MasterPure) fue obtenido de 

Epicenter Biotechnologies (Stratagene, Agilent Technologies, Inc). Los marcadores de peso 

molecular para ADN  (“Ladder 50 pb” PB-L) fueron provistos por Reactivos Bio-Lógicos 

(Universidad de Quilmes). La enzima Rox fue adquirida a Roche. El sustrato fluorogénico Abz-

AIAFFSRQ-EDDnp (ABZ, ácido ortoaminobenzoico, EDDnp, etilendiamina-2,4-dinitrofenilo) fue 

una donación de la Dr. Maria Aparecida Juliano (Universidade Federal de São Paulo, Brasil).  

Los anticuerpos o reactivos no especificados fueron adquiridos a Sigma-Aldrich. 

El agua empleada fue calidad Milli Q.  

 

3.2.   Insectos 

 

Los insectos utilizados fueron obtenidos a partir de una colonia de D. maxima 

establecida en nuestro insectario, alimentada sobre gallinas y mantenidos según las 

recomendaciones del Centro de Referencia de Vectores (Santa María de Punilla, Córdoba, 
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Ministerio de Salud de la Nación) en las siguientes condiciones: 28 ± 1 ºC, 60-70 % de 

humedad y fotoperíodo de 8:16 h luz:oscuridad.  

Para los experimentos, las hembras fueron separadas de los machos a partir del V 

estadio ninfal, luego de lo cual fueron alimentadas con una comida de sangre que representó 

7,2 ± 1,5 veces su peso corporal, asegurando en estas condiciones la obtención de hembras 

no autógenas135. Luego de la ecdisis al estadio adulto, las hembras fueron separadas y 

ubicadas individualmente en frascos junto con dos machos previamente alimentados, por 48 h, 

controlándose el apareamiento mediante la observación del espermatóforo. A los 10-12 días 

post-ecdisis las hembras apareadas fueron alimentadas sobre gallinas con una ingesta que 

representó entre 3,0 a 5,5 veces el peso corporal del insecto. En todos los casos, la cantidad 

de sangre ingerida fue estimada determinando el peso de la hembra antes y después de ser 

alimentada.  

Como se indica en la Fig. 10, en D. maxima el período comprendido entre la ecdisis y la 

primera alimentación en el estadio adulto correspondió a la fase pre-vitelogénica. En tanto, la 

ingesta de sangre marcó el comienzo de la fase vitelogénica. En estas condiciones 

estandarizadas, la primera oviposición ocurre entre los días 8-12 post-alimentación, 

extendiéndose aproximadamente hasta los días 25-28 post-alimentación. El comienzo de la 

fase post-vitelogénica se registró por el cese en la postura de huevos, condición que fue 

confirmada si durante 5 días consecutivos no se observó oviposición. En el período post-

vitelogénico la degeneración de folículos fue gradual y caracterizada por cambios morfológicos 

que permiten distinguir un estadio temprano y uno tardío o avanzado de atresia folicular. Para 

todos los experimentos diseñados en este trabajo, las hembras fueron monitoreadas 

diariamente durante todo el ciclo reproductivo, hasta los 30-32 días post-vitelogénesis, 

registrándose en todos los casos el comienzo y final de la oviposición. Durante la post-

vitelogénesis, las hembras no recibieron ninguna comida de sangre. 

A los fines experimentales, la obtención de la hemolinfa, el cuerpo graso y tejido 

ovárico se realizó en días representativos para cada fase del ciclo reproductivo de D. maxima 

según se indica: fase pre-vitelogénica (2 días post-ecdisis), fase vitelogénica (4-6 días post-

alimentación), atresia folicular temprana (10-12 días post-vitelogénesis) y atresia folicular tardía 

(30-32 días post-vitelogénesis)25,28,131.  
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Fig. 10: Fases del ciclo reproductivo de D. maxima. En condiciones estandarizadas del laboratorio, la fase 

pre-vitelogénica comprende el período desde la ecdisis al estadio adulto (día cero) hasta la ingesta de sangre (~ 

10-12 días post-ecdisis), evento que marca el inicio de la vitelogénesis. La primera oviposición tiene lugar 

alrededor de los días 8-12 post-alimentación y se extiende hasta los días 25-28 post-alimentación. El cese en la 

postura de huevos marca el inicio del período post-vitelogénico, caracterizado por la degeneración de folículos 

ováricos (atresia folicular) y la resorción de ovocitos terminales (oosorción). Los cambios morfológicos en la 

post-vitelogénesis permiten diferenciar dos estadios de la atresia folicular, uno temprano y uno tardío. Los 

asteriscos dentro de las flechas indican los días representativos de cada fase para la obtención del material 

biológico (adaptado de ref. 25).  

 

 

3.3.   Obtención de hemolinfa, cuerpo graso y tejido ovárico 

 

La hemolinfa fue obtenida a partir de hembras de D. maxima en los diferentes estadios 

del ciclo reproductivo según lo indicado en la sección [3.2]. Las hembras fueron inmovilizadas y 

las extremidades fueron seccionadas a nivel de las coxas. La hemolinfa fue colectada con una 

microjeringa Hamilton, realizando una suave presión sobre el abdomen y colocada en tubos 

eppendorf fríos conteniendo Na2EDTA 10 mM y ditiotreitol (DTT) 5 mM. Para los ensayos de 

western blot y para la purificación de lipoforina o vitelogenina a partir de hemolinfa, una mezcla 

de inhibidores de proteasas fue agregada a las muestras: fenilmetilsulfonilfluoruro (PMSF) 1 

mM, N-α-p-tosil-l-lisina clorometil cetona (TLCK) 1 mM, aprotinina 0,3 µM; pepstatina 1 µM y 

benzamidina 1 mM. En todos los casos, las muestras de hemolinfa fueron centrifugadas para 
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remover los hemocitos (10 min, 10.000 x g, 4 ºC) y utilizadas en los ensayos bioquímicos, 

previa determinación de proteínas136.  

Los tejidos ováricos y los cuerpos grasos fueron cuidadosamente diseccionados a partir 

de hembras en las diferentes fases reproductivas, en presencia de buffer fosfato salino frio 

(PBS: Na2HPO4/KH2PO4 6,6 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), empleando una lupa estereoscópica 

equipada con fibra óptica. Posteriormente, los tejidos fueron procesados según lo indicado 

para cada ensayo.  

 

3.4. Obtención de criosecciones de tejido ovárico para estudios histo- 

morfológicos, histoquímicos y de inmunofluorescencia 

 

Para la obtención de criosecciones, los ovarios fueron fijados con paraformaldehído 4 

% en PBS, durante 30 min a temperatura ambiente. La crio-protección se realizó mediante 

pasajes seriados en soluciones de concentración creciente de sacarosa en PBS (de 10 al 30 

%) y luego de ser embebidos en OCT, fueron congelados con nitrógeno líquido. Las secciones 

de 8 µm obtenidas con un criostato Leica CM1510 (Leica Microsystems) fueron colocadas en 

portaobjetos tratados con poli-l-lisina 0,01 %.  

Para los estudios histo-morfológicos, las secciones de tejido ovárico fueron coloreadas 

con azul de toluidina 0,1 % (en 1 % de ácido acético) durante 1 min a temperatura ambiente, y 

observadas en un microscopio de campo claro (Zeiss). 

 Las criosecciones de tejido ovárico también fueron empleadas en ensayos 

histoquímicos y de inmunofluorescencia según se indique oportunamente, y examinadas en un 

microscopio láser confocal Olympus FV300 (Tokio, Japón). Las imágenes fueron adquiridas y 

procesadas con los software FluoView FV1000 version 1.7.1.0 o FluoView v5.0, según se 

indique. 

 

3.5.   Purificación de lipoforina, vitelina y vitelogenina 

 

Para la purificación de lipoforina (densidad 1,140 g/ml), la hemolinfa colectada de 

hembras en vitelogénesis (día 6 post-alimentación) fue sometida por ultracentrifugación 
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(300.000 x g, 4 h, 4 ºC) empleando un gradiente de KBr, seguido de un fraccionamiento en 

Sepharose 6B según lo reportado con anterioridad118. La lipoforina purificada fue desalada en 

columnas PD-10 con PBS, concentrada por ultrafiltración (Centricon 100) y almacenada a 4 ºC 

hasta una semana en presencia de inhibidores de proteólisis (PMSF 1 mM, TLCK 1 mM, 

aprotinina 0,3 μM y pepstatina 1 μM), previa determinación de proteínas. 

La purificación de vitelina se realizó a partir de homogenatos de ovocitos corionados 

obtenidos de hembras de D. maxima vitelogénicas, mediante una doble cromatografía de 

intercambio iónico, empleando una columna empaquetada con DEAE-Trisacryl M (1,5 x 14,5 

cm) y equilibrada con buffer Tris-HCl-Na2EDTA (Tris 20 mM, Na2EDTA 2,5 mM, pH 8,3) según 

lo reportado por Aguirre y col (2008)28. La columna fue lavada exhaustivamente con el mismo 

buffer y las proteínas fueron eluídas con un gradiente lineal de NaCl (0-300 mM, flujo 20 ml/h). 

Se colectaron fracciones de 1,5 ml, monitoreando proteínas a 280 nm28.  

La vitelogenina fue aislada a partir de la hemolinfa de hembras vitelogénicas (día 6 

post-alimentación) según Fruttero y col. (2011)118, mediante dos etapas de ultracentrifugación 

con un gradiente discontinuo de KBr, seguido de una cromatografía de intercambio iónico 

según lo descrito para vitelina.  

Las fracciones con un perfil proteico compatible con vitelina y vitelogenina fueron 

concentradas por ultrafiltración (Centricon-100) y almacenada a 4 ºC hasta una semana, previa 

determinación de proteínas. 

La purificación de lipoforina, vitelina y vitelogenina fue monitoreada mediante el 

fraccionamiento por electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativa (6 %)137 y 

desnaturalizante (SDS-PAGE, 7,5 %)138, teñidos con Azul Brillante de Coomasie R-250.  

 

3.6.   Conjugación de vitelina y lipoforina con trazadores fluorescentes 

 

La lipoforina fue conjugada con DiI (Lp-DiI), un fluoróforo hidrofóbico no transferible que 

se intercala en la fracción fosfolipídica de las partículas. La conjugación se realizó incubando la 

lipoproteína (1 mg/ml) en PBS con DiI resuspendido en DMSO (3 mg/ml), a 37 ºC y con 

agitación constante durante 16 h139. Vitelogenina y lipoforina también fueron conjugadas en su 

fracción proteica con Oregon Green (Lp-OG o Vg-OG, respectivamente) mediante la reacción 

de acoplamiento mediada por carbodiimida140. Se incubaron 1 mg de lipoforina o vitelogenina, 
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según corresponda, con OG (1 mg/ml) y EDAC (10 mg/ml) en buffer HEPES 0,1 M a 

temperatura ambiente, durante 2 h y con agitación constante. 

Para poder seguir el destino de la carga lipídica de lipoforina, esta lipoproteína fue 

conjugada con el fluoróforo Bodipy FL C16 (Bodipy-FA), un análogo del ácido palmítico. Bodipy-

FA (0,3 mg) fue mezclado con perlas de vidrio (30 mg) en cloroformo/metanol (2:1 v/v) durante 

15 min con agitación suave. El solvente fue evaporado bajo una corriente de nitrógeno, 

dejando un “film” de Bodipy-FA sobre las perlas. A continuación, se agregó 2 mg de lipoforina 

en PBS, incubándose 2 h con suave agitación. Las perlas fueron removidas por centrifugación 

a 10.000 x g durante 5 min, obteniendo así la lipoproteína conjugada (Lp-Bodipy-FA)141.  

En todos los casos, las moléculas marcadas con fluorescente fueron sometidas a 

columnas PD-10 para la remoción de los fluoróforos no conjugados.  

 

3.7.   Obtención de anticuerpos anti-vitelina y anti-lipoforina 

 

El anticuerpo policlonal anti-vitelina (anti-Vt) utilizado en diferentes ensayos fue 

obtenido según Aguirre y col. (2008)28, inoculando conejos con las dos subunidades mayores 

de la vitelina (PM ~ 170 y 174 kDa) obtenidas a partir del fraccionamiento de vitelina purificada 

en geles de poliacrilamida. La fracción γ-globulina fue obtenida por precipitación con sulfato de 

amonio y el anticuerpo anti-Vt fue concentrado, fraccionado en alícuotas y almacenado a - 20 

ºC. Según lo reportado por nuestro laboratorio, los ensayos de inmunotransferencia 

demostraron que el anticuerpo anti-vitelina reacciona contra vitelogenina purificada y con la 

hemolinfa de hembras vitelogénicas, indicando que vitelogenina y vitelina comparten similares 

características inmunológicas28. 

El anticuerpo policlonal anti-lipoforina (anti-Lp) fue obtenido según lo descripto para el 

anticuerpo anti-Vt, excepto que los conejos fueron inoculados con lipoforina purificada142. 

 

3.8.   Conjugación de anti-vitelina y anti-lipoforina con FITC 

 

El anticuerpo anti-vitelina fue dializado contra buffer borato (H3BO4  50 mM, NaCl 200 

mM, pH 9,2) y conjugado con FITC (anti-Vt-FITC), según Hermanson (1996)140. Brevemente, 1 

mg de anti-vitelina fue incubada con FITC en DMSO (1 mg/ml) durante 2 h a 4 ºC, con 
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agitación constante. Luego de una diálisis exhaustiva en buffer fosfato (Na2PO4/Na2HPO4  0,01 

M, pH 7,5) el material fue sometido a una columna PD-10 para eliminar el fluoróforo no unido. 

Posterior a la determinación de proteínas, la relación FITC/anti-Vt fue estimada 

espectrofotométricamente a 492 nm y a 280 nm. Anti-Vt-FITC fue fraccionada en alícuotas y 

conservada a -20 ºC para su empleo. 

El anticuerpo anti-lipoforina también fue conjugado con FITC (anti-Lp-FITC), siguiendo 

el protocolo descripto para el anticuerpo anti-Vt-FITC118.  

 

3.9. Obtención de ARN total 

 

La extracción de ARN de cuerpo graso y tejido ovárico de hembras en las distintas 

fases del ciclo reproductivo se realizó empleando el equipo comercial  “MasterPure RNA 

purification kit” (Promega), siguiendo las especificaciones del fabricante. Brevemente, los 

tejidos diseccionados fueron homogeneizados en frio y transferidos a microtubos pre-enfriados 

(~ 1-5 mg de homogenato/tubo). Luego del agregado de la solución de lisis y proteinasa K, 

provistos comercialmente, los microtubos fueron incubados a 65 ºC por 15 min, agitando en 

vortex cada 5 min. Posteriormente se agregó el reactivo precipitante y se agitó vigorosamente 

con vórtex  (10 s, temperatura ambiente). Las muestras fueron centrifugadas a 10.000 x g (10 

min, 4 ºC) y los sobrenadantes resultantes fueron cuidadosamente transferidos a microtubos 

nuevos. Luego del agregado de 500 µl de isopropanol al sobrenadante y la invesión reiterada 

de los microtubos, las muestras fueron centrifugadas en las condiciones anteriormente 

descriptas para obtener los “pellets”. Para eliminar el ADN genómico, las muestras obtenidas 

se trataron con la enzima DNasa provista por el equipo comercial. Los “pellets” fueron lavados 

con etanol al 70 % y solubilizados en buffer con el agregado de un inhibidor de RNasa, provisto 

por el kit. La concentración de ARN en las muestras fue evaluada mediante el registro de la 

absorbancia a 260 nm. Se determinó la relación de absorbancia a 260 nm y 280 nm para 

evaluar la calidad de la muestra obtenida. 
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3.10.   Obtención de ADN complementario: Transcripción reversa  

 

La transcripción reversa (RT) del ARNm y su amplificación por la reacción en cadena 

de la polimerasa convencional (PCR), se realizó de acuerdo a métodos estándares, con ligeras 

modificaciones143. La RT se realizó a partir de 2 µg de ARN total, utilizando la enzima aislada 

del virus de la leucemia murina Moloney (M-MLV-RT). Brevemente, el ARN en agua libre de 

RNAsas fue desnaturalizado (65 °C, 3 min) y luego del  agregado  del buffer provisto por el 

fabricante y los Oligo dT, se incubó en un termociclador (iCycler, Bio-Rad). Posteriormente, a 

la mezcla de reacción se le adicionaron los deoxinucleósidos trifosfatos (dNTPs) y la 

transcriptasa reversa, incubándose durante 60 min a 37 ºC. La reacción se inactivó a 94 °C 

durante 5 min. El ADN complementario (ADNc) obtenido se utilizó en las reacciones de PCR 

convencional o PCR en tiempo real (qPCR).  

 

3.11. Cuantificación de proteínas, carbohidratos y lípidos  

 

La concentración de proteínas en la hemolinfa y en los homogenatos de tejidos fue 

determinada según Bradford (1976)136, empleando albúmina sérica bovina (BSA) como 

estándar.  

Para establecer los cambios de las reservas de lípidos y carbohidratos en los tejidos 

ováricos durante las fases reproductivas, el tejido ovárico fue procesado según Van Handel 

(1965)144. Posteriormente, la cuantificación de lípidos y glucógeno fue realizada mediante 

ensayos colorimétricos según lo reportado con anterioridad145,118. 

La composición lipídica del tejido ovárico en las distintas fases del ciclo reproductivo se 

estableció procesando los ovarios según Folch y col. (1957)146, empleando cloroformo/metanol 

(2:1 v/v) para obtener el extracto lipídico. Los lípidos se secaron en atmósfera de N2 y se 

fraccionaron por cromatografía en capa delgada (TLC) empleando placas de Sílica Gel 60G y 

la mezcla de hexano/éter etílico/ácido fórmico (70:30:3 v/v/v) como fase móvil. Las placas 

fueron reveladas por la exposición al reactivo H2SO4 10 %/(NH4)6 Mo7O24.4H2O 

0,04M/Ce(SO4)2 3 mM y posterior calentamiento . Luego, las manchas reveladas fueron 

analizadas por densitometría, empleando estándares con movilidad conocida145.  
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3.12. Distribución de los depósitos lípidicos en tejido ovárico 

 

Para evaluar la distribución de los adiposomas en tejidos ováricos, las criosecciones de 

tejido obtenidas según se indicó en la sección [3.4] fueron teñidas con una solución de Oil Red 

O 0,3 % en isopropanol 60 %, durante 30 min a temperatura ambiente147,148. Luego de la 

incubación, los portaobjetos fueron lavados cuidadosamente con PBS y secados a temperatura 

ambiente durante 10 min. Posteriormente fueron montados con Fluorsave y observados en un 

microscopio Eclipse TE2000-U (Nikon). Las imágenes digitales fueron capturadas con una 

cámara Nikon Digital Sight DS-U1 y procesadas con el software ACT-2U version 1.51.116.256. 

El Oil Red O es un colorante que tiñe lípidos neutros, principalmente TAG, proporcionando una 

coloración rojiza. 

 

3.13. Estudios in vivo con trazadores fluorescentes  

 

Para seguir el destino de la lipoforina en el tejido ovárico, las hembras de D. maxima en 

diferentes fases del ciclo reproductivo fueron inyectadas individualmente con 20 µg de Lp-DiI o 

Lp-OG en el hemocele. Las hembras fueron mantenidas a 28 ºC hasta su disección, la cual se 

realizó en buffer PBS a las 3 h post-inyección. En ensayos paralelos, la endocitosis de 

lipoforina por los ovocitos fue analizada mediante la co-inyección de Vg-OG y Lp-Dil bajo 

condiciones experimentales similares.  

Por otro lado, el destino de la carga lipídica de lipoforina se evaluó mediante la co-

inyección de Lp-Bodipy-FA y de Lp-DiI (20 µg/insecto para cada trazador fluorescente). Los 

insectos fueron mantenidos y procesados en las condiciones detalladas anteriormente. En 

todos los casos, los tejidos ováricos diseccionados fueron procesados para la obtención de 

criosecciones según se indicó en la sección [3.4], las que fueron montadas en Fluorsave y 

analizadas en un microscopio láser confocal Olympus FV300 equipado con los lásers 488 y 

543 nm. El procesamiento de las imágenes se realizó con el software FluoView FV1000 

version 1.7.1.0. 

Se realizaron controles de inhibición de la endocitosis mediante la inyección de Lp-DiI y 

manteniendo los insectos a 4 ºC hasta el momento de la disección.  
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3.14. Estudios de inmunofluorescencia directa 

 

La localización de lipoforina en el tejido ovárico de hembras vitelogénicas se realizó por 

inmunofluorescencia directa. Para ello, las criosecciones de tejido ovárico fueron bloqueadas 

con BSA 1 %, Tritón X-100 0,1 % y suero fetal bovino (SFB) 5 % en PBS (60 min, 37 ºC). 

Posteriormente, fueron incubadas con anti-Lp-FITC diluido en BSA 1% en PBS (1:40). Todas 

las incubaciones se realizaron en cámara húmeda y protegidas de la luz. Por último, las 

secciones de tejido fueron lavadas con PBS, montadas con Fluorsave y examinadas en un 

microscopio confocal según se detalló en la sección [3.13].  

 

3.15.   Proteólisis in vivo de vitelina durante el proceso de atresia folicular 

 

La degradación de vitelina durante la atresia folicular se evidenció mediante ensayos in 

vivo. Para ello, los ovarios de hembras fueron obtenidos en las fases pre-vitelogénica (día 2 

post-ecdisis), vitelogénica (días 4 a 6 post-alimentación) y de atresia temprana (días 10-12 

post-vitelogénesis) y tardía (días 30-32 post-vitelogénesis) según lo detallado en la sección 

[3.2]. Los tejidos fueron homogenizados en un buffer Tris-NaCl (Tris 20 mM, NaCl 150 mM, pH 

7,4), a 4 oC y en presencia de inhibidores de proteólisis (PMSF 1 mM, TLCK 1 mM, aprotinina 

0,3 μM y pepstatina 1 μM). Luego de dos etapas de centrifugación a 4 ºC (5 min a 3.000 x g y 

30 min a 15.000  x g, respectivamente), se recolectaron los sobrenadantes y se determinó la 

concentración de proteínas (Bradford 1976). Los extractos proteicos (8 μg/calle) fueron 

fraccionados en SDS-PAGE (7,5 %) y electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (400 

mA, 1 h). Los productos de proteólisis de vitelina fueron evaluados por western-blot, utilizando 

anti-Vt (1:5000) y un anticuerpo secundario anti-IgG de conejo conjugado con peroxidasa 

(1:5000), revelados por quimioluminisencia25. El anticuerpo anti-Vt reconoce las dos 

subunidades mayores de vitelina (Mr ~ 170 kDa y 174 kDa), detectadas como una única banda 

inmunorreactiva25,28 y a sus fragmentos proteolíticos. La vitelina purificada fue utilizada como 

control (0,2 µg/calle para evitar la sobre-expresión).  
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3.16.  Actividad de peptidasas ácidas en tejido ovárico  

 

Los ovarios diseccionados a partir de hembras de D. maxima en las diferentes fases 

del ciclo reproductivo fueron homogenizados en buffer fosfato de sodio 20 mM a pH 7,0. Luego 

de una centrifugación (10.000 x g, 20 min, 4 ºC), los sobrenadantes fueron utilizados como 

fuente enzimática, previa determinación de proteínas136. La actividad de peptidasas ácidas fue 

evaluada empleando hemoglobina como sustrato (concentración final 0,2 %) en un medio de 

reacción contiendo buffer acetato de sodio 100 mM a pH 4,0 y 40-200 µg de extracto proteico 

(volumen final de la reacción 50 µl)149. Las incubaciones se llevaron a cabo durante 1 h a 37 

ºC y se detuvieron por el agregado de 40 µl de TCA al 10 %. Luego de una centrifugación a 

8.000 x g (20 min, 4 °C), los péptidos solubles fueron cuantificados a 280 nm. La actividad 

hemoglobinolítica específica se expresó como A280/µg proteína de homogenato/h25. 

Para identificar la/s clases de peptidasas presentes en los homogenatos de ovario, 

estos fueron incubados en presencia de inhibidores específicos de aspártico peptidasas 

(pepstatina A) y de cisteína peptidasas (E64), ambos a una concentración final de 10 µM (30 

min a 37 ºC). Posteriormente, la actividad de peptidasas ácidas se determinó como fue 

indicado anteriormente.  

Para todas las condiciones ensayadas, los blancos de reacción fueron realizados 

mediante la adición del sustrato después de la etapa del agregado de TCA.  

 

3.17.  Actividad de catepsina D en cuerpo graso, hemolinfa, tejido ovárico 

 

La actividad de la catepsina D utilizando el sustrato fluorógenico Abz-AIAFFSRQ-

EDDnp150-152 fue determinada en  homogenatos de tejidos (cuerpo graso o tejido ovárico) 

obtenidos según lo detallado en la sección [3.3] y en la hemolinfa. Brevemente, 10-30 µg de 

proteínas fueron incubadas en un medio de reacción que contiene el sustrato fluorogénco 

(concentración final de 20 µM) en buffer citrato-fosfato 20 mM (pH 3,5). Los ensayos se 

realizaron en microplacas de 96 pocillos, con un volumen final de reacción de 100 µl. Las 

placas fueron incubadas a 37 ºC y las reacciones fueron monitoreadas cada 11 s durante 30 

min en un fluorómetro equipado con filtros de 320/430 nm de excitación/emisión (F-Max, 

Molecular Devices, Inc). El efecto del pH sobre la actividad enzimática de catepsina se analizó 
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realizando los ensayos en un medio conteniendo buffer citrato-fosfato 20 mM con pHs en el 

rango de 2,0 a 5,0.  

La actividad de catepsina B y L, ambas cisteína peptidasas, fue evaluada utilizando 

sustratos fluorogénicos específicos acoplados a MCA (methyl-coumaryl-7-amide) (Z-RR-7-

amido-MCA y Z-FR-7-amido-MCA, respectivamente), con una concentración final de 20 µM en 

el medio de reacción. Las condiciones de ensayo y el monitoreo fluorométrico se realizó  de 

manera similar que lo descripto para catepsina D, pero empleando filtros de 370/460 nm de 

excitación/emisión.  

En todos los casos, las actividades enzimáticas fueron expresadas como unidades de 

fluorescencia relativa (UFR)/g de proteína/min25.  

 

3.18.  Análisis de los productos de clivaje del sustrato para catepsina D mediante 

espectrometría de masas (LC-MS). 

 

La actividad de catepsina D fue confirmada analizando los productos de digestión del 

sustrato fluorogénico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp mediante cromatografía líquida-HPLC (LC-HPLC 

de fase reversa) acoplada a espectrometría de masas en tándem (ESI-QTOF: electrospray 

cuadrupolo-tiempo de vuelo), en el Centro de Biotecnología de la Universidad Federal de Rio 

Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil). Para el estudio, 5 µl de la reacción enzimática fueron 

analizados un espectrómetro de masas Q-TOF MicroTM (Waters Corporation), acoplado a un 

detector nanoACQUITY Ultra Performance LC (UPLC, Waters Corporation) según las 

condiciones reportadas por Aguirre y col., 201125. Finalmente, los datos fueron procesados y 

analizados utilizando el software MassLynx ™ v 4.1. 

 

3.19. Actividad de fosfatasa ácida en tejido ovárico 

 

Con el propósito de determinar los cambios de actividad de fosfatasa ácida en tejido 

ovárico durante las fases del ciclo reproductivo de D. maxima, los ovarios fueron diseccionados 

y homogenizados en buffer acético/acetato de sodio 20 mM (pH 4,0), en presencia de DTT 10 

mM, Na2EDTA 10 mM e inhibidores de proteasas: PMSF (2  mM), pepstatina A (0,01 mM) e 

inhibidor de tripsina (SBTI, 50 µM). Los homogenatos fueron sometidos a una doble 
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centrifugación (14.000 x g, 5 min, 4 oC), y los sobrenadantes obtenidos empleados como 

fuente enzimática, previa determinación de proteínas136.  

La actividad enzimática se determinó evaluando la generación p-nitrofenol (pNP) a 

partir de la hidrósisis de p-nitrofenilfosfato (pNPP), en un medio de reacción conteniendo buffer 

ácido acético/acetato y 30 µg de proteínas del homogenato131. La reacción se inició con el 

agregado del sustrato (pNPP), y al cabo de 30 min de incubación a 37 ºC, la reacción fue 

detenida por la adición de NaOH 1N. Paralelamente se realizaron controles sin el agregado de 

homogenato. El pNP generado se registró espectrofotométricamente a 405 nm y la actividad 

enzimática específica fue expresada como nmol pNP/mg de proteínas/min. Para cuantificar los 

nmoles de pNP producidos por la reacción se realizaron curvas de calibración con soluciones 

testigo.  

Con el objetivo de establecer qué tipo de fosfatasa ácida está involucrada en el proceso 

de atresia, 30 µg de homogenato de tejido ovárico de hembras en atresia temprana fueron pre-

incubados durante 30 min, a 37 °C en presencia de NaF (inhibidor de serina/treonina 

fosfatasas), Na3VO4 (inhibidor de tirosina fosfatasas) o con tartrato de Na+/K+ (inhibidor de 

fosfatasas ácidas de amplio espectro), todos en una concentración final de 1 mM. 

Posteriormente, la actividad de fosfatasa ácida se determinó según lo indicado anteriormente. 

El perfil de inhibición de actividad de fosfatasa ácida se estableció empleando homogenatos de 

ovarios de hembras en atresia temprana, por ser ésta la fase reproductiva donde se detectaron 

mayores niveles de actividad de la enzima.  

Para confirmar si la actividad de fosfatasa ácida en el tejido ovárico atrésico está 

dirigida principalmente a residuos fosfotirosina (tirosina fosfatasa) o a residuos 

fosfoserina/fosfotreonina (serina/treonina fosfatasa) se llevaron a cabo ensayos enzimáticos 

empleando ovarios de hembras en la atresia temprana y tardía como fuente de enzima y 

fosfopéptidos sintéticos específicos como sustratos, utilizando un kit comercial (Promega) y 

respetando las condiciones del fabricante. Brevemente, las reacciones se desarrollaron en 

microplacas, agregando 3-5 µg de homogenato de tejido ovárico y los fosfopéptidos sintéticos 

específicos, en un medio de reacción ácido (pH 4,0). Luego de 30 min, la reacción fue detenida 

y la formación de fosfato libre se determinó registrando la absorbancia a 600 nm del complejo 

formado por fosfato, molibdato y verde de malaquita mediante un lector de microplacas (Multi-

Mode Lector, Siinergy HT, BioTek Instruments). La actividad específica se expresó como pmol 
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de fosfato/mg de proteína/min153. La actividad enzimática dirigida a los sustratos 

fosfopeptídicos fue corroborada mediante ensayos de inhibición, incubando alícuotas de 

homogenato de tejido ovárico en atresia temprana y tardía en presencia de NaF, Na3VO4 o 

tartrato de Na+/K+ (concentración final 1 mM, 30 min, 37 °C). A continuación, los ensayos 

enzimáticos fueron realizados utilizando los equipos comerciales para tirosina o serina/treonina 

fosfatasas según se describió anteriormente. 

 

3.20.  Expresión del ARNm de catepsina D en cuerpo graso y tejido ovárico: 

reacción en cadena de la polimerasa convencional y en tiempo real  

 

El diseño de los cebadores o “primers” para catepsina D y la subunidad ribosomal 18S, 

se realizó empleando la base de datos del Centro Nacional de Información Biotecnológica 

(NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) considerando las regiones altamente conservadas de la 

enzima en distintas especies de insectos. Una vez diseñados los “primers” (Tabla 2), se 

comprobó su especificidad in sílico mediante un análisis con el algoritmo en línea BLAST 

(Basic Local Alignment Search Tool, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). 

Las PCR convencionales fueron realizadas en un volumen final de 20 µl conteniendo 

1x buffer de PCR,  0,5 µM del “primer sentido”, 0,5 µM del “primer anti-sentido”, 0,25 mM de 

cada dNTP, Taq polimerasa (1 U) y 2 µl de ADNc. El perfil térmico fue: 95 ºC por 4 min; 94 ºC 

por 30 s, 60 ºC por 30 s, 72 ºC por 25 s (32 ciclos para catepsina D y la unidad ribosomal 18S); 

72 ºC por 7 min. Los productos de PCR fueron separados por electroforesis en agarosa al 2 % 

y observados mediante tinción con bromuro de etidio, empleando un marcador de peso 

molecular para ADN. Como controles negativos se utilizaron agua estéril en lugar del producto 

de transcripción reversa y reacciones a las que no se adicionó la enzima transcriptasa reversa 

en la transcripción del ARN. Estos controles se realizaron principalmente en la puesta a punto 

de la técnica para cada par de “primers” utilizados. Todas las incubaciones fueron realizadas 

en un termociclador (iCycler, Bio-Rad). La especificidad de los productos fue confirmada 

mediante secuenciamiento (Macrogen, Korea). 

    Las reacciones de qPCR fueron realizadas en el termociclador ABI Prism 7500 

Detection System (Applied Biosystem) en volúmenes de 15 µl conteniendo 1X buffer PCR, 0,3 

µM del “primer sentido”, 0,3 µM del “primer anti-sentido”, 0,25 mM de cada dNTP, Taq-

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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polimerasa (0,5 U), 1:40000 “SYBR Green”, 30 nM Rox y 1 µl de ADNc. El perfil térmico fue: 

94 ºC por 4 min; 94 ºC por 32 s, 60 ºC por 32 s, 72 ºC por 32 s (40 ciclos para catepsina D y la 

unidad ribosomal 18S). La medición de la señal emitida por “SYBR Green” y la enzima Rox en 

cada ciclo fue realizada en la etapa de “annealing”. La cuantificación de los cambios relativos 

en la expresión del gen de interés respecto al gen de expresión constitutiva 18S usado como 

control interno, fue realizada mediante el método de 2 -⌂⌂Ct. Para cada par de “primers” y bajo 

las condiciones ensayadas se observó la presencia de un solo pico en la curva de disociación, 

indicando que un solo producto de PCR fue generado en la amplificación (resultados no 

mostrados). La identidad del producto se evaluó observando el tamaño previsto del amplicón 

mediante el fraccionamiento por electroforesis en geles de agarosa al 2 % y posterior 

secuenciamiento (Macrogen). Los resultados son mostrados como las veces de cambio en los 

niveles de expresión respecto a la pre-vitelogénesis, considerada arbitrariamente como 1. 

 

 

 

 

 

 

 

Tabla 2: Secuencias de “primers” utilizadas para PCR convencional y PCR en tiempo real. Se indica para 

cada gen, la secuencia de los “primers” utilizados en orientación 5`-3`, el tamaño del amplicón y la temperatura 

de “annealing” (Tº an.) utilizada en la amplificación. (S) “sense”, (AS) “antisense”.  

 

3.21.  Expresión de catepsina D en cuerpo graso, hemolinfa y tejido ovárico: 

ensayos de western blot 

 

Con el objetivo de evaluar la expresión de catepsina D, los cuerpos grasos, ovarios y  

hemolinfa fueron obtenidos a partir de hembras en las distintas fases del ciclo reproductivo. 

Los tejidos fueron homogenizados en buffer Tris-HCl-Na2EDTA (Tris 50 mM, EDTA 1 mM, 

Triton X 100 0,1 %, pH 7,5) en presencia de inhibidores de proteasas (aprotinina 1µM, TLCK 

0,5 mM y benzamidina 1 mM). Luego de dos etapas de centrifugación a 4 ºC (10 min a 2.500 x 

g y 20 min a 20.000 x g, respectivamente), se colectaron los sobrenadantes y se determinó la 
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concentración de proteínas136. Los extractos proteicos de cuerpo graso y tejido ovárico y las 

muestras de hemolinfa (40 µg/calle) fueron fraccionados por electroforesis en geles SDS-Tris-

Tricina (10 %)154 y luego electrotransferidos a membranas de nitrocelulosa (400 mA, 1h)155. 

Posteriormente, las membranas fueron coloreadas con Ponceau S (0,1 % en ácido acético 5 

%) para controlar el proceso de transferencia y registrar la carga proteica en cada calle. 

Después de lavar la membrana con buffer Tris-HCl 10 mM-NaCl 150 mM (TBS, pH 7,5), la 

nitrocelulosa fue incubada en solución de bloqueo (TBS, Tween 20 0,1% y leche descremada 5 

%) durante 60 min a temperatura ambiente. Posteriormente, las membranas fueron incubadas 

con el anticuerpo policlonal anti-catepsina D (anticuerpo primario, 1:300) durante toda la noche 

a 4ºC. Luego de los lavados, se procedió a la incubación con el anticuerpo secundario anti-IgG 

de conejo conjugado con peroxidasa (1:5000, 60 min, temperatura ambiente). En todos los 

casos, los anticuerpos se diluyeron con la solución de bloqueo. Las incubaciones se llevaron a 

cabo con agitación suave, realizándose 3 lavados con TBS entre las mismas. La 

inmunoreacción fue revelada por ECL según las instrucciones del fabricante. Tanto para 

cuerpo graso como para tejido ovárico, el análisis densitométrico fue realizado teniendo en 

cuenta la intensidad de las bandas compatibles con pro-catepsina D y catepsina D, y la carga 

total de proteínas en cada calle, evaluada por la tinción Ponceau S. El lisado celular MCF7, 

derivado de una línea celular de cáncer de mama, fue utilizado como control positivo.  

 

3.22.  Estudios de inmunofluorescencia para la localización de catepsina D y 

tirosina fosfatasa en el tejido ovárico 

 

La detección de catepsina D y tirosina fosfatasa en tejido ovárico se llevó a cabo 

mediante ensayos de inmunofluorescencia, empleando los anticuerpos policlonales 

comerciales anti-catepsina D y anti-tisosina fosfastasa indicados en [3.1]. Las criosecciones de 

tejido ovárico de hembras en la fase vitelogénica y en atresia folicular temprana fueron 

bloqueadas con BSA 1 %, Tritón X-100 0,1 % y SFB 5 % en PBS (60 min, a 37 ºC). Luego, las 

criosecciones fueron incubadas con el anti-catepsina D (1:100) o anti-tirosina fosfatasa (1:50) 

según corresponda, durante toda la noche a 4ºC, y posteriormente con el anticuerpo 

secundario anti-IgG conjugado con Alexa Fluor 568 (para catepsina D, 1:1000) o con Alexa 

Fluor 488 (para tirosina fosfatasa, 1:1000), durante 60 minutos a 37 oC. En todos los casos, los 
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anticuerpos se diluyeron con BSA 1 % en PBS. Finalmente, las secciones de tejido fueron 

lavadas con PBS, montadas con Fluorsave y observadas con un microscopio láser confocal 

Olympus FV300, equipado con los láseres de 543 nm y 488 nm.  

 

Estudios de co-localización y ensayos de FRET 

 

La potencial co-localización de catepsina D y tirosina fosfatsa con vitelina en los 

gránulos de vitelo se analizó mediante la combinación de ensayos de inmunofluorescencia 

indirecta y directa. En una primera etapa, las criosecciones de tejido ovárico vitelogénico 

fueron procesadas según se detalló en los ensayos de localización para catepsina D y tirosina 

fosfatasa (sección [3.22]). Posteriormente, la detección de vitelina se realizó incubando las 

secciones de tejidos con anti-Vt-FITC (1:40) en PBS conteniendo BSA 1% (1 h, 37ºC). 

Finalmente, los portaobjetos se lavaron con PBS y se procesaron para microscopía láser 

confocalizada según lo descripto para los ensayos de localización en [3.22].  

La interacción catepsina D y tirosina fosfatasa con vitelina fue evaluada mediante 

FRET (“fluorescence resonance energy transfer” o transferencia de energía por resonancia de 

fluorescencia). Luego del procesamiento descripto para los ensayos de co-localización, la 

detección de FRET en el microscopio de fluorescencia fue evidenciada mediante la 

comparación de la intensidad de fluorescencia del donante (señal para vitelina) antes y 

después de destruir la fluorescencia del aceptor (señal para ambas hidrolasas ácidas) por 

“photobleaching”. Los experimentos se realizaron en el microscopio láser confocal Olympus 

Fluoview 300. Se aplicó un pulso de 15 s de alta intensidad con un láser de 543 nm para 

destruir la señal fluorescente de las enzimas (aceptores). Si hay interacción con vitelina, el 

“photobleaching” del aceptor dará lugar a un aumento en la señal fluorescente de la molécula 

donante156. Los resultados de los ensayos fueron analizados mediante el procesamiento de 

una serie de imágenes “pre-bleach” y “post-bleach”, utilizando el software v5.0 FluoView. 
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3.23.  Catepsina D y fosfatasa ácida en la proteólisis in vitro de vitelina 

 

Con el fin de analizar la participación de catepsina D y fosfatasa ácida en la 

degradación de vitelina durante atresia folicular, se desarrollaron ensayos de proteólisis de 

vitelina in vitro, utilizando vitelina purificada como sustrato (sección [3.5]) y homogenatos de 

tejido ovárico en atresia temprana como fuente enzimática, obtenidos según lo descripto para 

los ensayos de proteólisis in vivo (sección [3.15])51.  

En una primera instancia se evaluó la depedencia del pH en los eventos de proteólisis 

in vitro incubando 30 µg de vitelina purificada  con 70 µg de homogenato ovárico, a 37 °C y 

durante 12 h, en presencia de Na2EDTA 5 mM y utilizando los siguientes sistemas buffers: 

formiato de amonio 50 mM (pH 3,0 y 3,5), acetato de sodio 50 mM (para el rango de pH entre 

4,0 y 5,0) y fosfato de sodio 50 mM (pH 6,0 y 7,0). Las reacciones se detuvieron mediante la 

adición de “buffer simple” SDS-PAGE y se sometieron a ebullición durante 5 min94,152. 

Posteriormente, alícuotas conteniendo 50 µg de la mezcla de reacción fueron fraccionadas por 

electroforesis (SDS-PAGE, 7,5 %). Los productos de degradación de vitelina fueron evaluados 

por western-blot según lo detallado para los ensayos de proteolisis in vivo (sección [3.15]).  

La participación de catepsina D y fosfatasa ácida en la proteólisis de vitelina se evaluó 

mediante ensayos in vitro en presencia y ausencia de inhibidores enzimáticos. Brevemente, las 

reacciones conteniendo vitelina purificada y homogenato de ovarios en atresia temprana según 

las condiciones establecidas anteriormente fueron incubadas en buffer acetato de sodio 50 

mM, NaCl 200 mM, Na2EDTA 5 mM (pH 4,0), en presencia o ausencia de Na3VO4 2 mM 

(inhibidor de tirosinas fosfatasas); tartrato de Na+/K+ 10 mM (inhibidor de fosfatasas ácidas de 

amplio espectro) o de un inhibidor específico de aspártico peptidasas (pepstatina A 80 mM). 

Paralelamente, una muestra de homogenato de ovario sin el agregado de vitelina purificada 

fue procesada en similares condiciones y utilizada como control para demostrar que el tejido 

ovárico no aporta cantidades significativas de vitelina al sistema de reacción.  

 

3.24.   Análisis estadísticos 

 

A menos que se indique lo contrario, los resultados fueron expresados como la media 

± error estándar de la media (EEM) de 3-4 experimentos independientes realizados por 
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triplicado, según se detalle en la leyenda de las figuras. Excepto para la obtención de ADNc, 

en donde solo se utilizó el tejido proveniente de un insecto por experimento, para el resto de 

las condiciones analizadas, los tejidos (ovárico y cuerpo graso) y hemolinfa fueron obtenidos y 

procesados a partir de  2 insectos.  

Los gráficos y las pruebas estadísticas se realizaron empleando los programas 

GraphPad Prism 6.0 y GraphPad Instat 3.0. (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Para 

el análisis de los grupos se utilizó el test de ANOVA y como post-test para comparaciones 

múltiples, el test de Student-Newman-Keuls. Un valor de P < 0,05 fue considerado 

estadísticamente significativo.  
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4.1. Reservas nutricionales del tejido 

ovárico y dinámica de adquisición de 

lípidos por los ovocitos durante el ciclo 

reproductivo de D. maxima 
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4.1.1. Estudios histo-morfológicos del tejido ovárico 

 

Las características histológicas del aparato reproductor de las hembras D. maxima en 

las distintas fases de la reproducción fue analizada en criosecciones de tejido ovárico 

coloreadas con azul de toluidina. En la pre-vitelogénesis (día 2 post-ecdisis), las ovariolas 

presentaron un vitelario poco desarrollado y un trofario apical prominente (Fig. 11A). La ingesta 

de la primera comida de sangre marcó el inicio de la vitelogénesis, registrándose un notable 

desarrollo del tejido ovárico, caracterizado por la presencia de ovariolas conteniendo ovocitos 

vitelogénicos (posición α) de gran tamaño, rodeados por el epitelio folicular y con gránulos de 

vitelo distribuidos homogéneamente. En estas ovariolas también se distinguieron ovocitos de 

menor tamaño en posición β (Fig. 11B). Bajo condiciones experimentales estandarizadas, en la 

post-vitelogéneisis las ovariolas disminuyeron progresivamente de tamaño y los folículos 

degeneran de manera gradual hasta un estadio atrésico. En estadios tempranos de la post-

vitelogénesis (atresia temprana) fue posible observar simultáneamente folículos terminales 

conservado cierto grado de desarrollo, folículos en un estadio de degeneración incipiente y 

folículos resorbidos o atrésicos (Fig. 11C). En tanto, en estadios avanzados de degeneración 

(atresia folicular tardía), todas las ovariolas presentaron escaso desarrollo y sólo se observaron 

folículos atrésicos  (Fig. 11D). 
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Fig. 11: Histo-morfología del tejido ovárico en las fases del ciclo reproductivo de D. maxima. Tejido 

ovárico en las distintas fases del ciclo reproductivo teñidos con azul de toluidina. (A), Sección longitudinal de 

una ovariola en la pre-vitelogénesis (día 2 post-ecdisis) mostrando un escaso desarrollo; (B), Tejido en 

vitelogénesis (día 4-6 post-alimentación) mostrando una ovariola con un ovocito en posición α con marcado 

desarrollo. Se observa la presencia de gránulos en el interior del folículo, distribuidos homogéneamente. 

También se distingue un ovocito en posición β con menor desarrollo. (C), Sección de tejido en atresia folicular 

temprana (días 10-12 post-vitelogénesis), exhibiendo una ovariola conteniendo un folículo terminal con cierto 

grado de desarrollado coexistiendo con un folículo en degeneración incipiente y otro atrésico. (D), Sección de 

tejido en atresia folicular tardía (días 30-32 post-vitelogénesis) mostrando una ovariola con escaso desarrollo 

conteniendo un pequeño folículo terminal y otro atrésico. Tro, trofario; V, vitelario; EF, epitelio folicular; Ft, 

folículo terminal; Fdi, folículos en degeneración incipiente; FA, folículos atrésicos. Barras: 100 µm.   
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4.1.2. Modificaciones de las reservas nutricionales del tejido ovárico y su relación 

con los cambios morfológicos del aparato reproductor  

 

Para correlacionar los cambios morfológicos del tejido ovárico con las modificaciones 

de las reservas nutricionales, en una primera instancia fueron cuantificados los depósitos de 

lípidos, proteínas y glucógeno del tejido ovárico de D. maxima en las distintas fases 

reproductivas.  

En la pre-vitelogénesis, los ovarios son pequeños y presentaron escasos depósitos de 

los tres componentes nutricionales, con valores de proteínas y lípidos significativamente 

menores respectos a los detectados en los ovarios vitelogénicos y atrésicos (Fig. 12). 

Previsiblemente, durante la fase vitelogénica el tejido ovárico mostró un marcado desarrollo, 

observándose un incremento significativo en los depósitos de proteínas, lípidos y glucógeno, 

los que alcanzaron entre los días 4-6 post-alimentación una media de 1,71; 0,39 y 0,17 

mg/ovario, respectivamente. 

 En la fase de atrésia folicular, coincidiendo con la disminución del tamaño de las 

ovariolas, los depósitos de los 3 nutrientes disminuyeron significativamente con respecto a los 

registrados en la vitelogénesis. Es de destacar que si bien durante ambas fases atrésicas las 

reservas de lípidos y proteínas fueron escasas, éstas fueron significativamente mayores a lo 

descripto en la fase pre-vitelogénica. Por el contrario, en la atresia temprana y tardía, el 

contenido en glucógeno fue comparable con lo hallado en la pre-vitelogénesis. No se 

observaron diferencias significativas en los niveles de proteínas, lípidos y glucógeno cuando se 

compararon las dos fases de atresia. 

Considerando la fisiología de los triatominos, la disminución de las reservas 

nutricionales observadas en la atresia folicular podrían responder a las necesidades de la 

hembra para facilitar su sobrevida y/o comenzar un nuevo ciclo gonadotrófico cuando las 

condiciones nutricionales mejoran.   
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Fig. 12: Reservas nutricionales en tejido ovárico durante el ciclo reproductivo de D. maxima. (A), 

Depósitos de proteínas, lípidos y glucógeno en ovarios diseccionados a partir de hembras en pre-vitelogénenis, 

vitelogénesis y en atresia folicular temprana y tardía. Los resultados son expresados como la media ± EEM (n = 

4). *P < 0,01 vs. vitelogénesis, atresia temprana y tardía; **P < 0,05 vs. vitelogénesis; #P < 0,05 vs. atresia 

temprana y tardía; ***P < 0,01 vs. atresia temprana y tardía. 

 

 

4.1.3. Composición y distribución de las reservas lipídicas en tejido ovárico 

 

Con el objetivo de analizar la composición de las reservas lipídicas del tejido ovárico en las 

distintas fases del ciclo reproductivo, los lípidos totales fueron fraccionados por TLC con un 

sistema de solventes que permite separar las principales clases de lípidos neutros y los ácidos 

grasos libres. La distribución porcentual de las fracciones lipídicas detectadas mostraron que 

los TAG representan la principal forma de depósito de los lípidos en el tejido ovárico (~ 70 %), 

sin observarse cambios significativos en las diferentes fases de la reproducción. En tanto, el 

porcentaje de DAG disminuyó conforme avanza la fase atrésica con respecto a la 

vitelogénesis. Concomitantemente, se registró un aumento en el contenido de ácidos grasos, 

representando en la atresia tardía un 10 % del total de las fracciones de lípidos, mientras que 
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en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis el porcentaje de ácidos grasos no superó el 2,5 %. La 

distribución porcentual de monoacilglicéridos, colesterol y otros lípidos minoritarios no mostró 

diferencias significativas en las diferentes fases reproductivas (Fig. 13). Los cambios en el 

contenido de DAG y ácidos grasos durante la atresia sugieren eventos de lipólísis en el tejido 

ovárico, probablemente destinados a conservar recursos energéticos en esta fase 

degenerativa de la reproducción.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 13: Distribución porcentual de lípidos en el tejido ovárico en las distintas fases reproductivas. Los 

lípidos totales fueron separados mediante cromatografía en capa delgada (TLC) y luego analizados por 

densitometría. Los resultados son expresados como la media ± EEM (n = 4). *P < 0,05 vs. pre-vitelogénesis y 

vitelogénesis; **P < 0,05 vs. pre-vitelogénesis, vitelogénesis y atresia temprana; ***P < 0,01 vs. pre-

vitelogénesis, vitelogénesis y atresia temprana. 
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Para evaluar la distribución de las gotas de lípidos (adiposomas) en los ovarios de D. 

maxima durante el ciclo reproductivo, las criosecciones de tejido obtenidas en las diferentes 

fases fueron teñidas con Oil Red O. En la pre-vitelogénesis, el tejido ovárico mostró escasas 

gotas de lípidos, pequeñas y confinadas en la periferia del ovocito terminal (Fig. 14A). Por el 

contrario, en el tejido ovárico vitelogénico se encontraron abundantes adiposomas en los 

ovocitos en posición α, de forma irregular y mayor tamaño en comparación con lo observado 

en la pre-vitelogénesis. Se observaron además, adiposomas grandes en el epitelio folicular 

(Fig. 14B). Por otro lado, en las ovariolas del tejido en atresia folicular temprana se 

distinguieron gotas de lípidos pequeñas y con un patrón de distribución diferencial según el 

folículo analizado. En este sentido, en aquellos folículos que conservaban cierto grado de 

desarrollo, los adiposomas se localizaron principalmente en la zona cortical de los ovocitos 

terminales. En tanto, en los folículos en degeneración incipiente, su distribución fue 

homogénea en todo el folículo (Figs. 14C-D). Los folículos terminales de los ovarios en atresia 

tardía exhibieron adiposomas de tamaño comparable con los observados en la pre-

vitelogénesis, aunque más abundantes y con una distribución más homogénea (Fig. 14E). 

Sorprendentemente, en esta fase reproductiva, fueron visualizados numerosos adiposomas de 

gran tamaño en el trofario de algunas ovariolas (Fig. 14F). En la post-vitelogénesis, la 

observación de adiposomas pequeños en los folículos ováricos es compatible con la 

ocurrencia de eventos de lipólisis en esta fase degenerativa. 
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Fig. 14: Distribución de los adiposomas en el tejido ovárico en las fases del ciclo reproductivo de D. 

maxima. Secciones de tejido ovárico de hembras teñidas con Oil Red O y analizadas por microscopía óptica. 

(A) pre-vitelogénesis, (B) vitelogénesis, (C-D) atresia temprana y (E-F) tardía, respectivamente. (A), (B), (C) y 

(E) son micrografías de  folículos terminales, (D) corresponde a un folículo en incipiente degeneración y (F) es 

una sección del trofario. Los insertos corresponden a las imágenes con menor magnificación. Resultados 
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similares fueron obtenidos en 3 ensayos independientes. Las cabezas de flecha indican los adiposomas. EPF, 

epitelio prefolicular; gV, gránulos de vitelo; EF, epitelio folicular; Fdi, folículo en degeneración incipiente; FA, 

folículo atrésico; V, vitelario; Ov, ovocito; CN, células nutricias. Barras: 20 µm. 

 

4.1.4. Rol de lipoforina en la formación de las reservas lipídicas del tejido ovárico 

 

Lipoforina en la fase vitelogénica 

 

 Para estudiar la participación de lipoforina, principal lipoproteína de insectos, en la 

transferencia y conformación de las reservas de lípidos en los ovocitos, se realizaron ensayos 

in-vivo de co-inyección con trazadores fluorescentes que permiten seguir el destino de la 

partícula lipoproteica (Lp-OG, verde o Lp-DiI, rojo) o el de su contenido lipídico (Lp-Bodipy-FA, 

verde).  

    En las hembras en vitelogénesis, cuando la formación de las reservas lipídicas es 

notablemente mayor respecto a las otras fases reproductivas, los resultados de la co-inyección 

de Lp-DiI (Fig. 15A) y Lp-OG (Fig. 15B) mostraron que ambos trazadores co-localizan 

significativamente en los ovocitos en posición α, en estructuras compatibles con gránulos de 

vitelo, sugiriendo su endocitosis (Fig. 15C). También fue observada la co-localización en el 

espacio perioocítico, en consonancia con el rol de lipoforina en la transferencia de lípidos a 

nivel de la membrana plasmática descripta para los tejidos periféricos (Fig. 15C). Por otro lado, 

los ensayos de inmunofluorescencia directa usando el anticuerpo anti-Lp-FITC también 

mostraron que la lipoforina se encuentra asociada a estructuras compatibles con gránulos de 

vitelo (Fig. 15D). En conjunto, los resultados obtenidos en esta etapa sugirieron que hay 

endocitosis de lipoforina en los ovocitos vitelogénicos. Además, debido a que el perfil de 

fluorescencia obtenido con Lp-DiI y Lp-OG fueron similares, fue posible diseñar experimentos 

ulteriores utilizando Lp-DiI para seguir el destino de la partícula. 

Considerando que vitelogenina es captada por los ovocitos mediante endocitosis 

mediada por receptor y depositada como vitelina (Vt) en los gránulos de vitelo, la endocitosis 

de la lipoforina fue analizada mediante la co-inyección de Lp-DiI y vitelogenina-OG (Vg-OG), 

empleando este último trazador fluorescente como marcador de endocitosis. A las 3 h pos-

inyección, los resultados mostraron una importante co-localización de Vt-OG (la forma de 
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depósito correspondiente a Vg-OG) y Lp-DiI en numerosos gránulos de vitelo (Fig. 15E), 

confirmando que al menos parte de la lipoforina inyectada es internalizada por los ovocitos 

vitelogénicos mediante endocitosis. En los insectos inyectados con Lp-DiI y mantenidos a 4 ºC 

para inhibir el proceso de endocitosis, la marcación fluorescente fue localizada sólo en el 

espacio perioocítico, sin observarse señal en los ovocitos (Fig. 15F). 
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Fig. 15: Localización de lipoforina (Lp) en ovocitos vitelogénicos de D. maxima: estudios in vivo y por 

inmunofluorescencia directa. La lipoforina fue conjugada con Oregon Green (Lp-OG, verde) o con DiI (Lp-DiI, 

rojo) para seguir el destino de la partícula. Lp-OG y Lp-DiI fueron co-inyectados en el hemocel de hembras 

vitelogénicas. Luego de 3 h, los insectos fueron diseccionados y los tejidos ováricos procesados para 

observación mediante microscopía láser confocalizada. Las micrografías muestran la fluorescencia para Lp-OG 

(A) y Lp-DiI (B) en una sección del folículo vitelogénico. (C), Superposición de (A) y (B) demostrando co-

localización de ambos trazadores en estructuras compatibles con gránulos de vitelo (asteriscos) y en el espacio 
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perioocítico (flechas). El inserto muestra la imagen de DIC correspondiente a (A-C). (D), Inmunofluorescencia 

directa en criosecciones de tejido ovárico vitelogénico incubadas con anti-Lp-FITC y analizadas por microscopía 

láser confocalizada. La señal de fluorescencia para Lp se observa en estructuras compatibles con gránulos de 

vitelo. (E), Vitelogenina conjugada con Oregon Green (Vg-OG) fue co-inyectada con Lp-DiI en el hemocel de 

hembras vitelogénicas para confirmar endocitosis de Lp. (F), Ovocito en posición α de una hembra vitelogénica 

inyectada con Lp-DiI y mantenida a 4 ºC por 3 h (control de endocitosis). Los insertos muestran las 

correspondientes imágenes de DIC. Resultados similares fueron obtenidos en 3 ensayos independientes. EF, 

epitelio folicular; Ov, ovocito; gV, gránulo de vitelo; He, hemolinfa. Barras: 20 µm. 

 

 

Lipoforina y su rol en la dinámica de las reservas lipídicas durante las fases del ciclo 

reproductivo de D. maxima 

 

En esta etapa experimental se realizaron ensayos in vivo co-inyectando Lp-Bodipy-FA 

y Lp-DiI en hembras en las diferentes fases reproductiva con el objetivo de visualizar 

simultáneamente la localización celular de los lípidos transferidos y el destino de la partícula 

lipoproteica, respectivamente. A las 3 h post-inyección en los folículos pre-vitelogénicos se 

observó una débil señal fluorescente correspondiente a Lp-Dil, localizada principalmente en el 

área cortical de los folículos (Fig. 16A). La señal de Lp-DiI también fue débil cuando se 

analizaron secciones de tejido ovárico atrésico, aunque la misma presentó una distribución 

diferente a la observada en la pre-vitelogénesis. En la atresia folicular temprana y tardía,  la 

señal de Lp-DiI se distinguió en el espacio periocítico de los folículos terminales y en la región 

basal del epitelio folicular (Figs. 16C-D). Tanto en la pre-vitelogénesis (Fig. 16A) como en la 

atresia folicular temprana y tardía no fue posible observar Lp-DiI dentro de los ovocitos (Fig. 

16C-D), sugiriendo que en estos estadios de la reproducción la endocitosis de lipoforina no es 

un proceso relevante en la conformación de las reservas lipídicas.  

Cuando se analizó la señal para Bodipy-FA, los folículos pre-vitelogénicos y los 

folículos terminales del tejido ovárico en atresia mostraron una débil fluorescencia (Figs. 16A y 

C-D, respectivamente). Además, no se detectó Lp-DiI o Bodipy-FA en los folículos en incipiente 

degeneración ni en los ovocitos resorbidos (resultados no mostrados). Por el contrario, en la 

fase vitelogénica, los ovocitos en posición α mostraron una notable señal para Bodipy-FA. Los 

ensayos de co-localización evidenciaron que Lp-DiI es depositada en los gránulos de vitelo, en 

tanto la señal para Bodipy-FA se observó en los gránulos de vitelo (como Lp-Bodipy-FA) y en 
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los adiposomas (Fig. 16B). En algunos gránulos de vitelo, la señal de Lp-Dil mostró una 

distribución periférica, no siendo posible establecer si tal patrón responde a una segregación 

particular de lipoforina en estas estructuras especializadas. 

En conjunto, los resultados indican que durante las fases reproductivas de D. maxima, 

los lípidos transportados por la lipoforina son mayoritariamente transferidos a los ovocitos a 

nivel de membrana sin mediar la endocitosis de la lipoproteína, y posteriormente 

compartimentalizados en los adiposomas. Sin embargo, en la vitelogénesis, este mecanismo 

de transferencia converge con la endocitosis de la lipoforina, probablemente para maximizar en 

esta fase reproductiva el reclutamiento de reservas lipídicas en los ovocitos. 
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Fig. 16: Estudios in vivo para seguir el destino de la lipoforina (Lp) y su carga lipídica en el tejido ovárico 

de D. maxima. Lipoforina fue conjugada con DiI para seguir el destino de la partícula (Lp-DiI, rojo) o con Bodipy-

FA, para analizar el destino de sus lípidos (Lp-Bodipy-FA, verde). Las hembras en diferentes fases del ciclo 

reproductivo fueron co-inyectadas con Lp-DiI y Lp-Bodipy-FA. En las micrografías se muestra el “merge” de los 

canales rojo y verde en los folículos terminales de ovarios en pre-vitelogénesis (A), vitelogénesis (B), atresia 

temprana (C) y tardía (D). Los insertos muestran las imágenes en DIC. Las flechas indican la señal para Lp-DiI y 

las cabezas de flechas para Bodipy-FA en los adiposomas. En (B), los asteriscos muestran la co-localización en 

los gránulos de vitelo de Lp-DiI y Lp-Bodipy-FA. Resultados similares fueron obtenidos en 3 ensayos 

independientes. EPF, epitelio prefolicular; EF, epitelio folicular; Ov, ovocito; gV, gránulo de vitelo; He, hemolinfa. 

Barras: 20 µm. 
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4.2. Participación de las hidrolasas ácidas en 

el proceso de atresia folicular de D. maxima 
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4.2.1. Proteólisis in vivo de vitelina en las fases de atresia folicular 

 

Teniendo en cuenta que la atresia folicular se asocia con la degradación de nutrientes y 

siendo vitelina la principal proteína de los ovocitos, se realizaron ensayos de western blot, 

utilizando el anticuerpo anti-Vt para evidenciar la proteólisis in vivo de vitelina en tejidos 

ováricos atrésicos. Como se muestra en la Fig. 17, en la vitelogénesis el anticuerpo reveló una 

única banda correspondiente a las 2 subunidades principales de vitelina (~ 170 y 174 kDa) 

(Fig. 17, calle 2). Por el contrario, en las fases de atresia folicular temprana y tardía se 

observaron varias bandas inmunoreactivas, de distinto peso molecular, correspondientes a 

fragmentos proteolíticos de vitelina. El perfil de degradación en ambos estadios de atresia fue 

similar (Fig. 17, calles 3 y 4). La proteólisis de vitelina en los tejidos ováricos atrésicos podría 

contribuir al mantenimiento de condiciones fisiológicas que faciliten la sobrevida de las 

hembras y/o un nuevo ciclo vitelogénico cuando las condiciones nutricionales mejoren. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 17: Proteólisis in vivo de vitelina (Vt) en el tejido ovárico atrésico de D. maxima. Homogenatos de 

tejido ovárico obtenidos de hembras en vitelogénesis, atresia temprana y tardía (calles 2-4, respectivamente, 0,8 

µg de proteína/calle) fueron incubados con el anticuerpo anti-Vt. Las principales subunidades de Vt (~ 170 y 174 

kDa) fueron detectadas como una única banda (cabezas de flecha). En la atresia temprana y tardía los 

fragmentos proteolíticos de Vt son indicados en la figura por asteriscos (calles 3 y 4, respectivamente). Calle 1: 

estándar de Vt (0,2 µg para evitar sobre-exposición). La imagen de western blot es representativa de 3 

experimentos independientes. 
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4.2.2.  Actividad de peptidasas ácidas y catepsina D en el tejido ovárico de D. 

maxima en las distintas fases reproductivas 

 

Actividad de peptidasas ácidas  

 

Para establecer la participación de las hidrolasas ácidas en el proceso de atresia 

folicular, se estudió en primera instancia el perfil de actividad de peptidasas ácidas en 

homogenatos de tejidos ováricos, utilizando hemoglobina bovina como sustrato y un medio de 

reacción ácido. La actividad hemoglobinolítica fue detectada en todas las fases del ciclo 

reproductivo, aunque los mayores niveles de actividad enzimática se registraron en la atresia 

folicular temprana y tardía. En tanto, en los homogenatos de tejidos vitelogénicos se 

detectaron los niveles de actividad más bajos de todas las fases reproductivas. La actividad de 

peptidasas ácidas fue inhibida casi completamente por pepstatina A, un inhibidor de aspártico 

peptidasas, en las dos fases de atresia (~ 96 % y ~ 97 % de inhibición, respectivamente), y en 

menor medida en la pre-vitelogénesis (~ 64 %). La escasa actividad enzimática encontrada en 

la vitelogenesis también fue significativamente inhibida (~ 86 %) (Fig. 18). Por otro lado, el 

tratamiento de los homogenatos con E64, un inhibidor de cisteína peptidasas, no produjo 

inhibición enzimática. En conjunto, estos resultados sugieren que enzimas del tipo aspártico 

peptidasas estarían involucradas en el proceso de atresia folicular.  
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Fig 18: Actividad proteolítica de peptidasas ácidas en el tejido ovárico de D. maxima. Para los ensayos se 

utilizaron homogenatos de tejidos obtenidos a partir de hembras en las distintas fases del ciclo reproductivo. Los 

controles indican la actividad de las peptidasas ácidas utilizando 40-200 µg de proteínas del homogenato como 

fuente enzimática y hemoglobina bovina como sustrato. La reacción de detuvo por el agregado de TCA y los 

fragmentos solubles del sustrato presentes en el sobrenadante fueron registrados a 280 nm. El efecto de 

inhibidores de peptidadasa ácidas sobre la actividad enzimática se analizó pre-incubando alícuotas de 

homogenatos con E64 (inhibidor de cisteína peptidasas) o pepstatina A (inhibidor de aspártico peptidasas) a una 

concentración final de 10 mM cada uno. En todos los casos, la actividad contra hemoglobina fue expresada 

como A280/µg de proteína/h y representa la media ± EEM (n = 4). *P < 0,05 vs. Pre-vitelogénesis (control); **P < 

0,05 vs. Pre-vitelogénesis (control) y P < 0,01 vs. Vitelogénesis (control); ***P < 0,01 vs. Atresia temprana y 

Atresia tardía (control); #P < 0,05 vs. pre-vitelogénesis (control) y P < 0,001 vs. vitelogenesis (control). 
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Caracterización parcial de las catepsinas en el tejido ovárico   

   

Considerando que la actividad proteolítica contra hemoglobina en los homogenatos de 

tejido ovárico atrésico fue susceptible a pepstatina A, se llevaron a cabo experimentos para 

caracterizar parcialmente la actividad de catepsina D, una aspártico peptidasa, utilizando el 

sustrato Abz-AIAFFSRQ-EDDnp. Además, en los homogenatos de tejido ovárico en atresia 

temprana se determinó la actividad de dos cisteína peptidasas, catepsinas B y L, utilizando 

sustratos fluorogénicos específicos (Z-RR-7-amido-MCA y Z-FR-7-amido-MCA, 

respectivamente). En los homogenatos se detectó actividad para catepsina D, en tanto la 

actividad correspondiente a catepsinas B y L fue muy baja o indetectable (Fig. 19A), resultados 

en acuerdo con lo observado en los ensayos de inhibición de la actividad hemoglobinolítica con 

E64 (Fig. 18). La actividad de catepsina D en el tejido ovárico atrésico fue dependiente del pH, 

siendo máxima a pH 3,5 (Fig. 19B). Por tal motivo, el resto de los ensayos enzimáticos para 

catepsina D se realizaron a pH 3,5. 

Cuando la actividad de catepsina D fue evaluada en homogenatos de tejido ovárico de 

hembras de D. maxima en las diferentes fases del ciclo reproductivo, los resultados mostraron 

un aumento significativo de la actividad en la atresia folicular temprana y tardía, respecto a los 

niveles detectados en la pre-vitelogénesis y vitelogenesis (Fig. 19C). La actividad de la enzima 

en la atresia folicular temprana fue fuertemente inhibida por pepstatina A (~ 98,7 % de 

inhibición) (Fig. 19D), compatible con las características de una aspártico peptidasa. Los altos 

niveles de actividad de catepsina D ovárica detectados en la atresia sugieren una participación 

importante de esta peptidasa en el proceso degenerativo, probablemente promoviendo la 

proteólisis temprana de vitelina en esta fase reproductiva. 
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Fig. 19: Caracterización parcial de peptidasas símil catepsinas en el tejido ovárico de D. maxima. (A), 

Actividad de catepsinas D, B y L en homogenatos de tejido ovárico en atresia utilizando sustratos fluorogénicos 

específicos (Abz-AIAFFSRQ-EDDnp para la catepsina D; Z-RR-7-amido-MCA y Z-FR-7-amido-MCA para 

catepsinas B y L, respectivamente); (B), Efecto del pH sobre la actividad de catepsina D empleando el sustrato 

Abz-AIAFFSRQ-EDDnp; (C), Actividad de catepsina D en tejido ovárico de hembras en las distintas fases del 

ciclo reproductivo; (D), Inhibición de la actividad de la catepsina D. Excepto en (C), todos los ensayos se 

realizaron empleando homogenatos de ovarios en atresia temprana. Las reacciones se llevaron a cabo según 

las condiciones indicadas en “Materiales y Métodos”, incubando 10-30 µg con los sustratos específicos, en una 

concentración final de 20µM. El efecto de pepstatina A se analizó pre-incubando el inhibidor (concentración final 

de 10 µM) con alícuotas de homogenato ovárico. Las reacciones fueron monitoreadas en un fluorómetro 

equipado con filtros 320/430 nm (simil-catepsina D) o 370/460 nm (simil-catepsina B y L). Los resultados fueron 

expresados como unidades relativas de fluorescencia (URF)/µg de proteína/min y representaron la media ± 

EEM (n = 3). *P < 0,001 vs. pre-vitelogénesis y vitelogénesis.  
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    La actividad de catepsina D fue confirmada analizando los productos de digestión del 

sustrato fluorogénico específico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp por los homogeneatos de tejido 

ovárico en atresia mediante LC-MS. Según se muestra en el cromatograma (Fig. 20A), la 

hidrólisis del sustrato a pH óptimo de reacción (pH 3,5) originó dos 2 picos importantes 

correspondientes a los fragmentos proteolíticos FSRQ-EDDnp (pico 1, tiempo de retención 

10.94 min) y Abz-AIAF (pico 2, tiempo de retención 16.55 min) (Figs. 20B-C, respectivamente). 

Según los espectros de masas, ambos fragmentos presentaron un peso molecular similar a los 

establecidos teóricamente para la hidrólisis del sustrato Abz-AIAFFSRQ-EDDnp por catepsina 

D (Fig. 20D). Otros picos menores, probablemente correspondientes a impurezas, también 

fueron observados. En conjunto, los resultados demostraron que los homogenatos de tejido 

ovárico en atresia clivan el sustrato de manera preferencial entre 2 residuos fenilalanina, en 

coincidencia con lo esperado para enzimas del tipo catepsina D97,150.  
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Fig. 20: Determinación del sitio de clivaje del sustrato fluorogénico Abz-AIAFFSRQ-EDDnp por 

cromatografía líquida acoplada a espectrometría de masas (LC-MS). (A), cromatograma de iones totales de 

los productos de reacción enzimática. Se observan dos picos principales (señalados como 1 y 2); (B y C), 

espectros de masas de los fragmentos del sustrato correspondiente a FSRQ-EDDnp (pico 1) y Abz-AIAF (pico 

2), respectivamente. Se subrayan los iones correspondientes a los productos de digestión. Los iones detectados 

en (B) y (C) (580 a 600 m/z y 350 a 380 m/z, respectivamente) representan impurezas no caracterizadas. (D), 

Resumen de los resultados mostrados en (A) y (C) y comparación entre la masa observada y la masa teórica de 

cada fragmento. La figura muestra los resultados de un experimento representativo (n = 2).  
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4.2.3. Catepsina D en cuerpo graso, tejido ovárico y hemolinfa en las distintas 

fases reproductivas de D. maxima 

 

Expresión génica y actividad en el cuerpo graso y en el tejido ovárico 

 

La expresión génica de catepsina D en cuerpo graso y en el tejido ovárico se evaluó 

estableciendo el perfil de transcripción por PCR en tiempo real (qPCR) y la expresión de la 

proteína mediante ensayos de western blot.  

En primer lugar, cuando se realizaron los ensayos de PCR convencional utilizando los 

“primers” descriptos en la sección [3.20], el fraccionamiento electroforético en agarosa del 

producto de amplificación mostró una única banda del tamaño esperado (94 pb) (resultados no 

mostrados). La especificidad del producto fue confirmada mediante secuenciación y posterior 

análisis con el algoritmo en línea BLAST (resultados no mostrados). El amplicón mostró un 89 

% de identidad con el ARNm de catepsina D del triatomino T. infestans (GenBank: 

GQ871498.1). Estos resultados permitieron clonar la catepsina D de tejido ovárico de D. 

maxima en un trabajo en colaboración con  los Dres. J. Soulages y E. Arrese (Oklahoma State 

University, USA) que excede el marco experimental de este trabajo de tesis. El 80 % de la 

secuencia total del transcripto fue anotada en la base Genbank (Genbank: KF724683).  

Por ensayos de qPCR, en el cuerpo graso se detectaron los niveles más altos de 

ARNm en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis (Fig. 21A). En tanto, el nivel del transcripto 

hallado en los ovarios vitelogénicos fue significativamente mayor respecto a lo observado en 

las fases pre-vitelogénica y de atresia (Fig. 21B). Los niveles más bajos de ARNm de 

catepsina D fueron detectados en el tejido ovárico de hembras en atresia tardía, coincidiendo 

con la disminución del tamaño de las ovariolas y la resorción de los ovocitos en esta fase 

reproductiva (Fig. 21B). Se observaron similares perfiles de amplificación en cuerpo graso y en 

tejido ovárico mediante ensayos de PCR convencional (resultados no mostrados). En síntesis, 

esta etapa experimental permitió evidenciar que los cambios en los niveles del transcripto para 

catepsina D en cuerpo graso y tejido ovárico son característicos de cada fase del ciclo 

reproductivo. 
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Fig. 21: Cuantificación relativa del ARNm de catepsina D mediante RT-qPCR. El ARN total fue extraído de 

cuerpos grasos (A) y ovarios (B) de hembras en diferentes fases del ciclo reproductivo. La cuantificación del 

transcripto de catepsina D se efectuó según lo indicado en “Materiales y Métodos”, empleando el ARNm de la 

subunidad ribosomal 18S como control interno. Los resultados expresados como la media ± EEM (n = 3)  

indican las veces de cambio en los niveles de expresión respecto a la pre-vitelogénesis, considerada 

arbitrariamente como 1. (A), *P < 0,01 vs. atresia temprana y tardía; (B), **P < 0,001 vs. pre-vitelogénesis, 

atresia temprana y tardía; *P < 0,05 vs. pre-vitelogénesis y atresia temprana.  
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El perfil de expresión de catepsina D en cuerpo graso y tejido ovárico fue evaluado por 

western blot, empleando un anticuerpo comercial anti-catepsina D, el cual reconoce la 

proenzima (pro-catepsina D) y la forma activa de la catepsina D. En todas las fases 

reproductivas, en ambos tejidos se detectaron dos bandas inmunorreactivas principales, con 

pesos moleculares compatibles con pro-catepsina D (~ 43 kDa) y catepsina D (~ 25 kDa). 

También se observaron bandas de menor intensidad, probablemente correspondientes a 

fragmentos de degradación de catepsina D o a señales inmunorreactivas no específicas (Figs. 

22A y C, paneles superiores). El análisis densitométrico de los perfiles de western blot mostró 

que en cuerpo graso y ovarios la expresión de pro-catepsina D fue máxima en la vitelogenesis 

y disminuyó en las fases de atresia temprana y tardía, coincidiendo con un aumento en la 

expresión de la forma activa de la enzima (Figs. 22A y C, paneles inferiores) y con los altos 

niveles de actividad de catepsina D registrada en ambas fases degenerativas (Figs. 22B y D). 

En este contexto, los resultados sugieren que la síntesis y activación de catepsina D en cuerpo 

graso y tejido ovárico podrían responder a las necesidades fisiológicas específicas de ambos 

órganos en cada fase del ciclo reproductivo.   
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Fig. 22: Expresión y  actividad de catepsina D en cuerpo graso y tejido ovárico de D. maxima. (A) y (C), 

Paneles superiores: Pro-catepsina D (Pro-Cat D) y catepsina D (Cat D) fueron evaluadas por western blot en 

homogenatos de cuerpo graso (A) y tejido ovárico (C) obtenidos a partir de hembras en los días representativos 

de la pre-vitelogénesis, vitelogénesis, atresia temprana y tardía  (calles 2-5 respectivamente, 40 µg/calle). Los 

ensayos se llevaron a cabo empleando el anticuerpo comercial anti-catepsina D. Las bandas fueron reveladas 

mediante ECL, utilizando 0,2 µg del lisado celular comercial MCF7 como control positivo (calle 1). Las flechas 
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/indican las bandas compatibles con Pro-Cat D (~43 kDa) y Cat D (~25 kDa) y las imágenes de los western blots 

muestran un experimento representativo de 3 ensayos independientes. (A) y (C), Paneles inferiores: Los 

análisis densitométricos correspondientes a tres ensayos de western blot fueron realizados considerando la 

intensidad de las bandas compatibles con Pro-cat D y Cat D y la cantidad total de proteínas sembradas en cada 

calle y coloreadas con Ponceau S. (A), *P < 0,01 vs. pre-vitelogénesis, atresia temprana y tardía; (C), *P < 0,001 

vs. vitelogénesis, atresia temprana y tardía; **P < 0,001 vs. vitelogénesis y atresia temprana. (B) y (D), Actividad 

de catepsina D en homogenatos de cuerpo graso (B) y tejido ovárico (D). Los ensayos fueron realizados 

utilizando el sustrato fluorogénico específico y 10-30 µg de proteínas según lo indicado en “Materiales y 

Métodos”. Los resultados expresados como unidades relativas de fluorescencia (URF)/µg proteína/min 

representan la media ± EEM (n = 3). (B), *P < 0,05 vs. pre-vitelogénesis, atresia temprana y tardía. (D), **P < 

0,001 vs. pre-vitelogénesis y vitelogénesis.  

 

Catepsina D en la hemolinfa de D. maxima 

 

Cuando se realizaron los ensayos de western blot para evaluar catepsina D en la 

hemolinfa de las hembras de D. maxima en las diferentes fases del ciclo reproductivo se 

observó una única banda inmunorreactiva compatible con pro-catepsina D (~ 43 kDa). Se 

detectaron bajos niveles de la pro-enzima en la pre-vitelogénesis y niveles de expresión 

aumentados en la vitelogenesis y en la atresia folicular temprana (Fig. 23A). En la atresia 

tardía, los niveles de la pro-catepsina D disminuyeron notablemente, detectándose una débil 

banda inmunorreactiva (Fig. 23A, calle 5).  

Aunque en nuestras condiciones experimentales no se detectó una banda compatible 

con catepsina D en ninguna de las fases del ciclo reproductivo, todas las muestras de 

hemolinfa obtenidas de hembras en las diferentes fases reproductivas mostraron actividad 

específica contra el sustrato para catepsina D. La actividad enzimática fue significativamente 

mayor en la vitelogénesis (Fig. 23B). Sin embargo, es importante destacar que los niveles de 

actividad de catepsina D en la hemolinfa fueron notablemente menores que los registrados en 

el cuerpo graso y en el tejido ovárico (Figs. 23B y D).  

Los cambios en la expresión de pro-catepsina D observados en la hemolinfa en las 

distintas fases reproductivas reflejarían la dinámica entre la síntesis de cuerpo graso y la 

captación por el tejido ovárico, sugiriendo además un comportamiento similar al de una  PPV.  
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Fig. 23: Expresión y actividad de catepsina D en la hemolinfa de hembras D. maxima. (A), Pro-catepsina D 

(Pro-Cat D) en la hemolinfa de hembras en días representativos de la pre-vitelogénesis, vitelogénesis, atresia 

temprana y tardía (calles 2-5 respectivamente, 40 µg/calle). Los ensayos de western blot se llevaron a cabo 

empleando el anticuerpo comercial anti-catepsina D. Las bandas fueron visualizadas por ECL empleando 0,2 µg 

del lisado celular comercial MCF7 como control positivo (calle 1). Las flechas indican Pro-Cat D (~43 kDa) y la 

imagen muestra un experimento representativo de 3 ensayos independientes. (B), Actividad de catepsina D en 

la hemolinfa según las condiciones descriptas en “Materiales y Métodos”. Los resultados expresados como 

unidades relativas de fluorescencia (URF)/µg de proteína/min representan la media ± EEM (n = 3). *P < 0,05 vs. 

pre-vitelogénesis, atresia temprana y tardía.  

 

4.2.4. Actividad de fosfatasa ácida en el tejido ovárico de D. maxima 

 

En insectos ha sido reportado que la actividad de fosfatasa ácida dirigida hacia las 

proteínas del vitelo incrementa su susceptibilidad a los eventos de proteólisis durante la 

embriogénesis87. Por otro lado, hemos demostrado que en D. maxima, la atresia folicular se 

caracteriza por la proteólisis parcial de vitelina y niveles significativos de actividad de fosfatasa 
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ácida en ovarios25,131. En este contexto, nos propusimos determinar la clase de fosfatasa ácida 

presente en tejido ovárico, focalizando en los estadios de atresia.  

Cuando se utilizó pNPP como sustrato, los niveles de actividad enzimática en las fases 

de atresia fueron significativamente mayores a los detectados en la pre-vitelogénesis y 

vitelogenesis, registrándose los niveles más elevados en la atresia temprana (10-12 días post-

vitelogénesis) (Fig. 24A). Por otra parte, la Fig. 24B muestra que la actividad de fosfatasa ácida 

en homogenatos de tejido ovárico en atresia folicular temprana fue significativamente inhibida 

por Na3VO4, (un inhibidor de tirosina fosfatasas, ~ 77 % de inhibición) y por tartrato de Na+/K+ 

(un inhibidor de fosfatasas de amplio espectro, ~ 87 % de inhibición). También se observó la 

inhibición por NaF, un inhibidor de serina/treonina fosfatasas, aunque en menor medida (~ 51 

% de inhibición, Fig. 24B). Similares resultados fueron obtenidos cuando se ensayaron 

concentraciones mayores de los inhibidores (resultados no mostrados). En conjunto, estos 

resultados fuertemente sugieren que la principal responsable de la actividad de fosfatasa ácida 

en tejido ovárico atrésico es una tirosina fosfatasa. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 24: Actividad de fosfatasa ácida en el tejido ovárico de D. maxima. (A), Actividad enzimática utilizando 30 µg 

de homogenato de tejidos obtenidos de hembras en días representativos de las fases del ciclo reproductivo y 

midiendo la cantidad de p-nitrofenol formado (pNP). Los resultados fueron expresados como actividad específica 

(nmoles de pNP/mg de proteínas/min) y cada punto representa la media ± EEM (n = 3). *P < 0,05 vs.  pre-

vitelogénesis, vitelogénesis y atresia temprana; **P < 0,001 vs. pre-vitelogénesis y vitelogénesis. (B), Efecto de 

inhibidores sobre la actividad de fosfatasa ácida. Las alícuotas de homogenato de ovario atrésico (atresia folicular 
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temprana) fueron tratadas con Na3VO4 (inhibidor de tirosina fosfatasas), NaF (inhibidor de serina/treonina fosfatasas) 

o tartrato de Na+/K+ (inhibidor de fosfatasas de amplio espectro). *P < 0,05 vs. Na3VO4, NaF y tartrato de Na+/K+; **P < 

0,001 vs. Na3VO4 y tartrato de Na+/K+. 

Actividad específica de tirosina fosfatasa y serina/treonina fosfatasa en la atresia 

folicular  

 

Con el objetivo de establecer la participación de la/s clase/s de fosfatasas ácidas 

presentes en el tejido ovárico durante la atresia folicular, se llevaron a cabo ensayos 

enzimáticos empleando fosfopéptidos sintéticos como sustratos específicos para tirosina 

fosfatasas y serina/treonina fosfatasas. Los resultados mostraron que en la atresia temprana, 

los niveles de actividad de tirosina fosfatasa fueron aproximadamente 2 veces superiores a los 

registrados en la atresia tardía (Fig. 25A). En los homogenatos atrésicos, la actividad de 

tirosina fosfatasa fue significativamente inhibida por Na3VO4  (87 % y 76 % en la atresia 

temprana y tardía, respectivamente) en tanto el tratamiento con NaF (inhibidor de 

serina/treonina fosfatasas) no produjo efecto inhibitorio significativo.  

Por otro lado, los homogenatos de tejido ovárico en atresia temprana y tardía 

mostraron similares niveles de actividad contra el sustrato específico para serina/treonina 

fosfatasa, la que fue inhibida por NaF (~ 69 % y ~ 78 % en la atresia folicular temprana y 

tardía, respectivamente). Esta clase de fosfatasa ácida no sufrió inhibición cuando se ensayó 

Na3VO4, un inhibidor de tirosina fosfatasa (Fig. 25B). Como era esperable, la actividad de 

tirosina y serina/treonina fosfatasas fueron inhibidas significativamente por el tratamiento con 

un inhibidor de fosfatasas de amplio espectro (tartrato de Na+/K+). Aunque los resultados 

indicaron que la actividad de fosfatasa ácida en tejido ovárico atrésico se corresponde a ambas 

clases de enzimas, tirosina y serina/treonina fosfatasas, los cambios en los niveles de actividad 

registrados para tirosina fosfatasa en las fases de atresia sugieren que esta clase de hidrolasa 

podría tener un rol más importante en el proceso de atresia folicular temprana.  
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Fig. 25: Actividad específica de tirosina fosfatasas (A) y serina/treonina fosfatasas (B) en homogenatos 

de tejido ovárico en atresia temprana y tardía. Los ensayos fueron realizados usando fosfopéptidos 

específicos como sustratos con o sin el agregado de  Na3VO4, NaF o tartrato de Na+/K+. La actividad específica 

fue expresada como pmol de fosfato/µg de proteína/min. Cada punto representa la media ± EEM (n = 3). (A), 

Atresia temprana: *P < 0,001 vs. Na3VO4 y tartrato de Na+/K+; Atresia tardía: **P < 0,05 vs. Na3VO4 y tartrato de 

Na+/K+. (B), Atresia temprana: *P < 0,01 vs. NaF y tartrato de Na+/K+; Atresia tardía: *P < 0,01 vs. NaF y tartrato 

de Na+/K+; **P < 0,001 vs. NaF y tartrato de Na+/K+. 
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4.2.5. Localización de catepsina D y  tirosina fosfatasa en el tejido ovárico 

 

La localización de catepsina D y tirosina fosfatasa en los tejidos ováricos de D. maxima 

en las diferentes fases del ciclo reproductivo se investigó mediante ensayos de 

inmunofluorescencia indirecta, utilizando los anticuerpos comerciales indicados en “Materiales 

y Métodos”. En la vitelogénesis, la señal fluorescente para ambas hidrolasas ácidas se observó 

en los ovocitos en posición α, claramente asociada a los gránulos de vitelo (Fig. 26, panel A). 

Por el contrario, en la atresia temprana catepsina D y tirosina fosfatasa mostraron un patrón de 

fluorescencia punteado y con distribución homogénea en los ovocitos de los folículos 

terminales. (Fig. 26, panel B). Además, en la atresia temprana, catepsina D fue observada en 

la región basal del epitelio folicular mientras que la señal para tirosina fosfatasa estuvo 

localizada en el espacio perioocítico de los folículos (Fig. 26, panel B). Los cambios en el 

patrón de fluorescencia observados en la atresia están en coindicencia con la desorganización 

celular de los folículos en esta fase reproductiva29.  
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Fig. 26: Localización de catepsina D y tirosina fosfatasa en folículos ováricos de D. maxima. Las 

criosecciones de tejido ovárico en vitelogenesis y atresia folicular temprana fueron procesadas para 

inmunofluorescencia, empleando los anticuerpos anti-catepsina D (señal roja) y anti-tirosina fosfatasa (señal 

verde) y examinadas mediante microscopía láser confocalizada. Panel (A), Sección de un folículo en 

vitelogénesis mostrando catepsina D y tirosina fosfatasa asociadas a los gránulos de vitelo (cabezas de flechas). 

Panel (B), Sección de un folículo terminal en la atresia temprana, mostrando ambas hidrolasas ácidas con un 

patrón de fluorescencia puntuado de distribución homogénea en los ovocitos (cabezas de flechas). En la atresia 

folicular temprana, catepsina D también fue observada en la región basal del epitelio folicular (asterisco), 

mientras que la señal para tirosina fosfatasa fue localizada en el espacio perioocitico de los folículos terminales 

(flecha). En todos los casos, los insertos las imágenes de DIC con menos magnificación. Resultados similares 

fueron obtenidos en 3 ensayos independientes. Ov, ovocito; CF, células foliculares; gV, gránulo de vitelo. 

Barras: 10 µm.  
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Co-localización e interacción de catepsina D y tirosina fosfatasa con vitelina en los 

gránulos de vitelo 

 

En la fase vitelogénica se analizaron gránulos de vitelo para determinar la potencial co-

localización de catepsina D y tirosina fosfatasa con vitelina. Los resultados demostraron que 

ambas hidrolasas co-localizan parcialmente con la principal proteína de los ovocitos (Fig. 27). 

Sin embargo, la co-localización de vitelina/catepsina D se mostró restringida a algunas  

regiones periféricas de los gránulos de vitelo (Fig. 27A, co-localización) en tanto 

vitelina/tirosina fosfatasa mostró un patrón de co-localización parcial más heterogéneo dentro 

de estos compartimentos subcelulares (Fig. 27B, co-localización). En conjunto, los resultados 

sugieren cierta segregación de ambas hidrolasas en los gránulos de vitelo, probablemente 

para limitar su acción sobre vitelina. 
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Fig. 27: Co-localización de catepsina D y tirosina fosfatasa con vitelina en los gránulos de vitelo. Los 

tejidos ováricos de hembras vitelogénicas de D. maxima fueron procesados para inmunofluorescencia. (A-B), 

Patrón de inmunoflourescencia para vitelina (Vt, verde) y catepsina D o tirosina fosfatasa (rojo). La co-

localización parcial de Vt/catepsina D (A) y Vt/tirosina fosfatasa (B) fue indicada en los paneles con cabezas de 

flechas. Resultados similares fueron obtenidos en 3 ensayos independientes. Barras: 2 µm. 
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Cuando se realizaron los ensayos de FRET en los gránulos de vitelo para analizar la 

potencial interacción entre ambas hidrolasas ácidas y vitelina, se detectó un aumento de 

fluorescencia verde del donante (vitelina) después del “photobleaching” de la fluorescencia roja 

correspondiente a los aceptores (catepsina D o tirosina fosfatasa) (Figs. 28A y B, “post-

bleach”). Estos resultados indicaron que la distancia de ambas enzimas con vitelina está 

comprendida en el rango de 1-10 nm, demostrando su interacción en los gránulos de vitelo. 

Cuando la co-localización de las hidrolasas ácidas con vitelina y los ensayos de FRET 

fueron analizados en los ovocitos de los folículos terminales en atresia temprana, no se 

observaron estructuras correspondientes a los gránulos de vitelo. En estos experimentos, 

aunque fue posible distinguir la señal para catepsina D y tirosina fosfatasa, la desorganización 

tisular observada en esta fase dificultó la observación de la señal fluorescente para vitelina y la 

interpretación de los resultados (resultados no mostrados). 
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Fig. 28: Interacción de catepsina D y tirosina fosfatasa con vitelina mediante ensayos de FRET. Los 

tejidos ováricos de hembras vitelogénicas fueron procesados para inmunofluorescencia según lo indicado en 

“Materiales y Métodos”. En los paneles (A) y (B), las imágenes de la izquierda muestran las proyecciones en el 

plano Z calculadas a partir de la máxima señal de intensidad que deriva de todos los planos focales para vitelina 

(Vt, señal verde), catepsina D (A) o tirosina fosfatasa (B) (ambas señales en rojo). En los paneles, las imágenes 

del medio y derecha muestran la intensidad de fluorescencia del dononte (señal para Vt) antes y después de 

destruir la fluorescencia del aceptor (catepsina D o tirosina fosfatasa, según corresponda) por “photobleaching” 

(FRET). Los boxes en blanco indican las áreas de “pre” y “post-bleach”. Las flechas señalan el aumento en la 

intensidad de fluorescencia de Vt. Para una mejor visualización del incremento de la intensidad de fluorescencia 

se muestran las imágenes pseudocoloreadas en la escala de gris, indicándose el gradiente de color en el interior 

de cada imagen. Resultados similares fueron obtenidos en 3 ensayos independientes. Barras: 5 µm para la 

imagen del panel izquierdo en (B) y 2 µm para el resto de las imágenes mostradas.  
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4.2.6. Participación de catepsina D y fosfatasa ácida en la proteólisis in vitro de 

vitelina 

 

En D. maxima, el proceso de atresia se presenta con la degradación de vitelina en el 

tejido ovárico, la principal proteína del vitelo, y con un aumento significativo de la actividad de 

catepsina D y de tirosina fosfatasa. Sustentados en estos resultados, se llevaron a cabo 

ensayos de proteolisis in vitro empleando vitelina purificada como sustrato y homogenatos de 

tejido ovárico en atresia temprana como fuente enzimática para evidenciar el rol de ambas 

hidrolasas ácidas en la proteólisis de vitelina. Cuando se analizaron los fragmentos de 

proteólisis mediante western blot utilizando el anticuerpo anti-Vt, los resultados mostraron que 

la proteólisis de vitelina es dependiente del pH, siendo significativa en el rango de pH entre 3,0 

y 4,0. (Fig. 29A). A manera de control, también se demostró que el homogenato de tejido 

ovárico en atresia aporta una escasa cantidad de vitelina al sistema in vitro (Fig. 29A, calle 2). 

Cuando los ensayos in vitro se realizaron a pH 4,0, cercano al pH de actividad óptima 

para catepsina D y fosfatasa ácida, los resultados mostraron que vitelina es considerablemente 

degradada, evidenciándose por western blot pocos fragmentos proteolíticos de baja intensidad 

(Fig. 29B, calle 3). Sin embargo, la proteólisis de vitelina fue significativamente inhibida por 

pepstatina A (un inhibidor de aspártico peptidasas), Na3VO4 (un inhibidor de tirosina 

fosfatasas) y por tartrato de Na+/K+ (un inhibidor de fosfatasas de amplio espectro) (Fig. 29B, 

calles 4-6, respectivamente), mostrando patrones similares al obtenido para vitelina purificada 

sometida a las condiciones de incubación del ensayo (12 h a 37 °C) (Fig. 29B, calle 1). En 

conjunto, estos resultados muestran que en las condiciones experimentales in vitro ensayadas, 

catepsina D y una fosfatasa ácida de la clase tirosina fosfatasa son necesarias para promover 

la proteólisis de vitelina. 
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Fig. 29: Proteólisis in vitro de vitelina (Vt): dependencia del pH y el efecto de inhibidores de catepsina D 

y fosfatasa ácida. Para los ensayos se utilizaron homogenatos de tejido ovárico en atresia como fuente 

enzimática y Vt purificada como sustrato específico. (A), Panel izquierdo, Vt purificada y homogenato de tejido 

ovárico sin incubación (calles 1 y 2, respectivamente); (A), Panel derecho,  dependencia del pH de la proteólisis 

in vitro de Vt. La reacción se llevó a cabo durante 12 h a 37 °C empleando diferentes buffers según el pH 

evaluado (3,0-7,0). En todos los casos, la proteólisis de Vt se evidenció por western blot utilizando el anticuerpo 

anti-Vt, previo fraccionamiento de las proteínas por SDS-PAGE (7,5 %). (B), Vt purificada y homogenatos de 

tejido ovárico en atresia fueron incubados durante 12 h a 37 °C en un medio de reacción a pH 4,0, en ausencia 

(calle 3) o presencia de pesptatina A (inhibidor de aspártico peptidasas, calle 4), de Na3VO4 (inhibidor de tirosina 

fosfatasas, calle 5) o tartrato de Na+/K+ (inhibidor de fosfatasas de amplio espectro, calle 6). Como control, Vt 

purificada y el homogenato de tejido fueron incubados en las mismas condiciones de ensayo (calles 1 y 2, 

respectivamente). Las flechas indican las principales subunidades de Vt (~ 170 y 174 kDa) detectadas como una 

única banda inmunoreactiva. Las imágenes de los western blot son representativas de 3 experimentos 

independientes. 
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Las hembras de los vectores de la enfermedad de Chagas ingieren con cada comida 

de sangre una importante cantidad de lípidos y proteínas, los que luego de la digestión y 

absorción a nivel intestinal son transferidos a los tejidos periféricos, entre ellos, al ovárico118. 

En este trabajo demostramos que los cambios en las reservas nutricionales en los ovarios de 

las hembras de D. maxima correlacionaron con los estudios histo-morfológicos del tejido 

durante el ciclo reproductivo (Figs. 11-12). El aumento de las reservas nutricionales durante la 

vitelogénesis fue reportado en otras dos especies de triatominos, R. prolixus y P. 

megistus118,158,159. En tanto, en el insecto dermáptero Labidura riparia también se observó un 

incremento significativo de los depósitos lipídicos en la vitelogénesis y una franca disminución 

en la post-vitelogénesis134. En este sentido, ha sido propuesto que los recursos nutricionales 

del tejido ovárico almacenados durante la vitelogénesis podrían movilizarse en la fase de 

atresia a los fines de facilitar la sobrevida de la hembra y/o para el mantenimiento de folículos 

jóvenes29,123. En D. maxima, la disminución de los recursos nutricionales en el tejido ovárico 

observados durante la post-vitelogénesis podría reflejar la adecuación metabólica del insecto a 

las necesidades energéticas en esta fase reproductiva. Debido a que en la atresia temprana 

algunas ovariolas muestran folículos terminales con cierto desarrollo, es posible que la 

movilización de los nutrientes del ovario contribuyan a facilitar un nuevo ciclo vitelogénico si la 

hembra recibe una comida de sangre. En condiciones estandarizadas de crianza, las hembras 

de D. maxima alimentadas con sangre a los 5-7 días post-vitelogénesis realizan un segundo 

ciclo de oviposición25. Por el contrario, considerando la capacidad de los triatominos para 

sobrevivir a largos períodos de ayuno12, es probable que en un estadio avanzado de atresia los 

importantes cambios bioquímicos e histo-morfológicos que conducen a la resorción de los 

ovocitos reflejen la escasa competencia del tejido para afrontar un nuevo ciclo de oviposición 

aún si el déficit nutricional revierte, priorizando la utilización de las reservas nutricionales para 

la sobrevida de la hembra.  

En la fisiología de la reproducción de los insectos, los lípidos constituyen la principal 

reserva energética del tejido ovárico, participan de la formación de las membranas biológicas 

del nuevo organismo y son precursores de hormonas, entre otros48. En este trabajo 

informamos que en D. maxima, los TAG y DAG representaron la principal forma de depósito de 

lípidos en el tejido ovárico en las diferentes fases de la reproducción, con niveles en la 

vitelogénesis comparables a lo reportado para los folículos ováricos de R. prolixus159. Sin 
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embargo, también observamos un aumento en el contenido de ácidos grasos en las fases de 

atresia temprana y tardía (Fig. 14). Considerando que durante la regresión del tejido ovárico 

hay cambios notorios en la morfología ovárica y resorción de ovocitos29, es posible inferir que 

los ácidos grasos detectados en la atresia se originen de la lipólisis de los depósitos de TAG. 

No obstante, los eventos que regulan la movilización de los depósitos lipídicos en los ovocitos 

han sido escasamente explorados157,160,161. Con nuestro diseño experimental no fue posible 

establecer si los ácidos grasos del tejido ovárico atrésico son relevantes para mantener 

energéticamente la instauración y progresión de la fase de atresia o, si reciclados a la 

hemolinfa, contribuyen a mejorar las condiciones metabólicas de la hembra. 

   En la actualidad ha sido informado que la abundancia, tamaño y forma de los 

adiposomas puede variar considerablemente dependiendo de las necesidades de la célula y 

del medio en el que se encuentra162. En el tejido ovárico de los insectos, los estudios que 

analizan la dinámica de las gotas de lípidos en los ovocitos son escasos48,163,164. Similar a lo 

reportado en R. prolixus23, en D. maxima los escasos depósitos de lípidos en los ovarios pre-

vitelogénicos fueron observados como gotas de lípidos pequeñas (Fig. 14A). Sin embargo, 

Clifton y Noriega (2012)165 reportaron que en las hembras de A. aegypti, en condiciones de 

crianza con alta concentración de sucrosa, los ovarios pre-vitelogénicos tienen importantes 

depósitos de lípidos neutros. Los autores sugirieron que este “pool” de lípidos sustentaría la 

demanda energética de procesos como la endocitosis de las PPVs y la síntesis del receptor de 

vitelogenina al comienzo de fase vitelogénica. Por otro lado, en acuerdo con el alto contenido 

de lípidos encontrado en los ovarios vitelogénicos de D. maxima, los ovocitos en posición α 

mostraron abundantes adiposomas, grandes y con forma irregular, distribuidos uniformemente 

(Fig. 14B). Más aún, es importante destacar que en esta fase reproductiva se encontraron 

adiposomas en el epitelio folicular. En este contexto, ha sido propuesto que las reservas de los 

adiposomas en otros tipos celulares diferentes a los adipocitos están destinadas a cubrir las 

necesidades energéticas propias de la célula166. Teniendo en cuenta que durante la 

vitelogénesis los ovocitos tienen grandes depósitos de lípidos y considerando que en esta fase 

reproductiva el epitelio folicular es metabólicamente muy activo19, es posible sugerir que las 

células foliculares prioricen el uso de sus reservas lipídicas para cubrir necesidades fisiológicas 

propias, limitando la transferencia al ovocito o a la circulación.  
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Los estudios empleando cultivos celulares en condiciones de suministro limitado de 

nutrientes demostraron que los adiposomas pueden rápidamente disminuir su tamaño162. 

Cuando el proceso de atresia folicular en D. maxima fue inducido por un déficit nutricional 

privando a las hembras de la ingesta de sangre durante la post-vitelogénesis, se observaron 

adiposomas marcadamente mas pequeños que los observados en la vitelogénesis y un 

incremento significativo en el contenido de ácidos grasos en los ovarios atrésicos, sugiriendo la 

lipólisis de los depósitos. En la atresia temprana, las gotas de lípidos se localizaron en la zona 

cortical de los ovocitos terminales (Fig. 14C). Además, se observaron adiposomas en el trofario 

de las ovariolas en atresia tardía (Fig. 14F). En los ovarios de la avispa Pteromalus puparum, 

durante la transición de la vitelogénesis a la oosorción se observó la disminución del tamaño 

de los adiposomas y una redistribución hacia la periferia del ovocito. Los autores atribuyeron 

este cambio en la organización a un proceso de transferencia de nutrientes desde el ovario a la 

hemolinfa, proporcionando recursos nutricionales y/o energéticos que faciliten la supervivencia 

del insecto en condiciones adversas132. Aunque en este trabajo no se presentan evidencias 

sobre la redistribución de lípidos o “reciclado” a circulación, el patrón de los adiposomas 

observado en el tejido ovárico en las fases atrésicas sugiere que en D. maxima  podría operar 

un mecanismo similar a P. puparum.   

            Aunque los lípidos constituyen hasta un 40 % del peso seco del huevo, las vías por las 

cuales estos nutrientes son almacenados en los ovocitos son escasamente conocidas48. Ha 

sido propuesto que la complejidad de los procesos de formación y utilización de reservas 

lipídicas en los ovocitos requiere de la participación de múltiples actores tales como receptores 

de lipoproteínas107, lipasas del tipo lipoproteína lipasa157 y proteínas transferidoras de lípidos48, 

los que al presente han sido parcialmente caracterizados. Más aún, los resultados obtenidos a 

partir de los estudios en pocas especies de insectos no pueden ser generalizados ya que la 

formación y utilización de reservas las lipídicas es influenciada por el estilo de vida de cada 

especie, su estado nutricional y el ciclo de desarrollo. En M. sexta la endocitosis de 

vitelogenina y lipoforina contribuyen al depósito de lípidos en los ovocitos en forma 

minoritaria167. En A. aegypti, luego de la ingesta de sangre, se reportó la localización de 

lipoforina tanto en el espacio interfolicular y perioocítico como en los gránulos de vitelo168. 

Además, en las hembras del mosquito Anopheles gambiae, los estudios de co-localización 

empleando trazadores fluorescentes demostraron que la lipoproteína es captada por ovocitos y 
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depositada en los gránulos de vitelo24,169. Por el contrario, en el vector R. prolixus, los estudios 

de inmunohistoquímica sugirieron ausencia de endocitosis de la lipoproteína170,171. En esta 

tesis demostramos que en D. maxima el reclutamiento de lípidos en los ovocitos tiene lugar 

mediante diferentes procesos según la fase reproductiva de la hembra. En la vitelogénesis, los 

estudios in vivo co-inyectando Lp-DiI/Lp-OG y los ensayos de inmunofluorescencia permitieron 

detectar lipoforina en estructuras compatibles con gránulos de vitelo, sugiriendo la endocitosis 

de la lipoproteína (Fig. 15C). La endocitosis de lipoforina fue finalmente demostrada por 

estudios de co-localización con vitelogenina, la principal proteína precursora del vitelo (Fig. 

15E). Similares resultados fueron reportados en P. megistus, demostrándose que la 

transferencia de lípidos a los ovocitos es mediada por la clásica vía no endocítica de la 

lipoforina y por la endocitosis de la lipoproteína118. Considerando la fisiología de la 

reproducción de los insectos, es importante destacar que durante la vitelogénesis los ovocitos 

reclutan sus reservas de lípidos en un lapso de tiempo breve, por lo que la convergencia de las 

vías no endocítica y endocítica de lipoforina permitirían maximizar el proceso. También es 

importante contemplar que algunos componentes hidrofóbicos minoritarios transportados por la 

lipoforina podrían no alcanzar el ovocito por difusión acuosa a través de la membrana celular, 

por lo que necesariamente deberían ser incorporados por endocitosis, como se ha postulado 

para el cuerpo graso de L. migratoria172.  

En la fase vitelogénica, el epitelio folicular de D. maxima muestra una marcada 

patencia a los fines de facilitar la endocitosis de las PPVs y la captación de nutrientes por el 

ovocito25,28. Tal como ha sido reportado para otras especies de insectos, los receptores 

endocíticos de vitelogenina y lipoforina, pertenecientes a la superfamilia de receptores del gen 

RLDL, tienen alto nivel de expresión en la membrana de ovocitos vitelogénicos48,109. Aguirre y 

col. (2011)25 demostraron que en D. maxima la endocitosis de vitelogenina tiene lugar no sólo 

en la vitelogénesis sino también en las fases pre-vitelogénenica y de atresia temprana, aunque 

en menor extensión. Sin embargo, nuestros ensayos realizados con una estrategia 

experimental similar no evidenciaron señal de fluorescencia compatible con la endocitosis de 

lipoforina en la fases pre-vitelogénica y de atresia folicular (Figs. 16A y 16C-D, 

respectivamente). Aunque al presente las diferencias en la captación de lipoforina y 

vitelogenina durante el ciclo reproductivo de D. maxima permanecen sin dilucidar, la 
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caracterización de sus receptores en el ovocito o en el tejido ovárico permitirá un mejor 

entendimiento de su regulación.  

Un hallazgo importante en este trabajo fue la observación de la transferencia de 

Bodipy-FA, un análogo fluorescente del ácido palmítico, desde la lipoforina a los ovocitos en 

todas las fases del ciclo reproductivo. Sin embargo, los experimentos de co-inyección con Lp-

Bodipy-FA/Lp-DiI revelaron que el proceso presenta características particulares según la fase 

reproductiva analizada. En los ovocitos en vitelogenesis, la captación de Bodipy fue 

significativa, observándose la señal fluorescente en los adiposomas y en los gránulos de vitelo 

(Fig. 16B). Con una diferente estrategia experimental, Santos y col. (2011)159 también 

demostraron que la transferencia de ácidos grasos a los ovocitos de R. prolixus aumenta 

rápidamente en la vitelogénesis. Por el contrario, en los folículos en pre-vitelogénesis y en 

atresia, la señal para Bodipy-FA fue detectada sólo en los adiposomas pequeños de los 

ovocitos (Figs. 16A y 16C-D, respectivamente). La transferencia de lípidos observada en la 

atresia temprana y tardía es relevante considerando que en estas fases del ciclo reproductivo 

el contenido de lípidos en el tejido ovárico disminuye significativamente (Fig. 12), sugiriendo su 

movilización a la hemolinfa o su utilización en los folículos. En base a estos resultados, podría 

especularse que si en la atresia los lípidos son exportados desde los ovocitos a la hemolinfa, 

este proceso, mediado por lipoforina, sería bi-direccional facilitando también que parte de los 

lípidos transportados por la lipoproteína se transfieran al ovocito. La transferencia bi-direccional 

de lípidos, vía lipoforina, por difusión pasiva mediante un gradiente de concentración ha sido 

propuesta con anterioridad173. Sin embargo, para establecer la significancia fisiológica de los 

hallazgos en la atresia será necesario avanzar en el entendimiento del rol de los receptores 

para lipoforina en los ovocitos. Resultados preliminares en D. maxima sugieren que la β-

ATPasa localizada en la membrana del tejido ovárico vitelogénico regula la transferencia de 

lípidos a los ovocitos desempeñando el rol de receptor no endocítico de lipoforina.  

         En los insectos, la oosorción ha sido asociada con la degradación de las reservas 

nutricionales del ovocito y con el reciclado a la hemolinfa de la principal proteína del vitelo, 

vitelina, en su forma nativa o como productos de proteólisis, a los fines de conservar recursos 

metabólicos para la hembra29,132,127. Más aún, al presente hay evidencias a nivel 

ultraestructural respecto a la digestión de las proteínas del vitelo durante la oosorción133. En 

este contexto, nuestros resultados en D. maxima sugieren que la proteólisis de vitelina 



 
 

 96 

observada en el tejido ovárico atrésico (Fig. 17) podría contribuir al mantenimiento de 

condiciones fisiológicas que faciliten un nuevo ciclo vitelogénico, si las hembras reciben una 

segunda comida de sangre. En apoyo de esta hipótesis, es importante señalar que Aguirre y 

col. (2011)25 reportaron que los niveles de vitelogenina o sus fragmentos proteolíticos en la 

hemolinfa de las hembras de D. maxima en atresia fueron mayores a los detectados en la fase 

pre-vitelogénica. 

En los insectos, la degradación de las proteínas del vitelo durante la embriogénesis es 

mediada por hidrolasas ácidas, destacándose el rol de las cisteína y aspártico peptidasas y de 

las fosfatasas ácidas89,94,95. Sin embargo, estas enzimas asociadas a los gránulos de vitelo 

podrían activarse tempranamente durante la fase de atresia126,129,130,131.  En este trabajo 

demostramos niveles altos de actividad de peptidasas ácidas en el tejido ovárico de D. maxima 

en las fases de atresia folicular temprana y tardía (Fig. 18). Demostramos además que dicha 

actividad correspondió mayoritariamente a una símil catepsina D (Figs. 19-20), a diferencia de 

lo informado en R. prolixus129. En conjunto, los resultados en D. maxima indicaron que 

catepsina D se activa tempranamente en el proceso de atresia folicular, probablemente para 

promover la proteólisis temprana de vitelina en esta fase reproductiva. 

En la fisiología de la reproducción de los insectos el cuerpo graso desempeña 

funciones que responden a la demanda metabólica/energética de la hembra, siendo los 

cambios moleculares y celulares observados en este tejido, característicos de cada fase 

reproductiva. Durante la vitelogénesis, el cuerpo graso sintetiza importantes cantidades de 

PPVs, entre ellas vitelogenina y peptidasas ácidas, para su depósito en los ovocitos34. En el 

cuerpo graso de D. maxima observamos que los niveles de ARNm de catepsina D fueron más 

altos en la pre-vitelogénesis y vitelogénesis (Fig. 21A). Sin embargo, la expresión de pro-

catepsina D y catepsina D analizada por western blot mostró niveles comparables en la pre-

vitelogénesis y en la atresia temprana y tardía (Fig. 22A). En la pre-vitelogénesis además, la 

actividad de catepsina D fue significativamente mayor a lo observado en la vitelogénesis. El 

análisis de estos resultados indicaría que en la pre-vitelogénesis, el ARNm de catepsina D en 

cuerpo graso se traduce a pro-catepsina D y se procesa a la forma activa de la enzima. Desde 

un punto de vista fisiológico, el rol de catepsina D en cuerpo graso durante la pre-vitelogénesis 

de D. maxima sería relevante promoviendo la degradación de proteínas para suplir con 
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aminoácidos a los adipocitos y otros tipos celulares que conforman este tejido hasta que la 

hembra acceda a una comida de sangre.  

En A. aegypti se informó que una catepsina B y una carboxipeptidasa son sintetizadas 

en el cuerpo graso como pro-enzimas durante la vitelogénesis, formando parte de las PPVs 

que se depositan junto con vitelina en los ovocitos en desarrollo39,40. En acuerdo con el 

comportamiento de una PPVs, los niveles de ARNm de catepsina D y la expresión de pro-

catepsina D fueron significativamente elevados en los cuerpos grasos obtenidos de hembras 

en vitelogénesis. Además, es importante destacar que pro-catepsina D fue detectada en la 

hemolinfa de hembras en todas las fases del ciclo reproductivo, reflejando probablemente la 

dinámica entre su secreción desde el cuerpo graso a la circulación y su depósito en los 

ovocitos (Fig. 23A). En estas células, pro-catepsina D se activaría en respuesta al proceso de 

atresia o más tardiamente, como parte del programa de embriogénesis, tal como fue descripto 

para otras especies42,50,51. Sorprendentemente, en la hemolinfa de D. maxima de todas las 

fases del ciclo reproductivo se detectó actividad para catepsina D, aunque en nuestras 

condiciones experimentales los ensayos de western blot no revelaron la banda compatible con 

la forma madura de la peptidasa (Figs. 23A-B). En la hemolinfa de B. mori se informaron 

resultados similares en relación con una PPVs del tipo cisteína peptidasa41. Es ampliamente 

conocido que la actividad proteolítica de catepsina D se encuentra estrechamente asociada al 

medio ácido de los lisosomas97. Más aún, ha sido reportado que el procesamiento de pro-

catepsina D a catepsina D involucra la actividad autocatalítica de la enzima (en los 

lisosomas)174. Considerando estos antecedentes, resulta factible que la actividad de catepsina 

D en la hemolinfa de D. maxima sea consecuencia del procesamiento de pro-catepsina en el 

medio de reacción ácido otorgado en el ensayo in vitro.  

En la post-vitelogénesis, el sistema lisosomal del cuerpo graso de las hembras de A. 

aegypti desempeña un rol importante degradando la maquinaria biosintética desarrollada 

durante la vitelogénesis34. En esta especie, la síntesis de vitelogenina en el cuerpo graso y su 

concentración en la hemolinfa disminuyeron marcadamente en esta fase reproductiva, 

coincidiendo con la activación de una aspártico peptidasa lisosomal80,175. De manera similar, en 

D. maxima se reportó la disminución en la expresión de vitelogenina en cuerpo graso al final de 

la fase vitelogénica28. Además, se informó la caída significativa de los niveles de vitelogenina 
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en la hemolinfa en las fases de atresia durante el período post-vitelogénico25. En este trabajo 

detectamos el transcripto de catepsina D en los cuerpos grasos de hembras en atresia 

temprana y tardía, al mismo tiempo que la expresión de la forma activa de la enzima y su 

actividad, incrementaron. Considerando estos resultados, es posible especular que durante la 

atresia folicular, catepsina D en cuerpo graso pueda ser parte del mecanismo que opera en la 

remodelación del tejido en respuesta a la transición de la vitelogenesis al período post-

vitelogénico. 

Durante la vitelogénesis, las peptidasas ácidas del tipo cisteína peptidasas pueden ser 

sintetizadas en el cuerpo graso y en los folículos ováricos, más específicamente en el epitelio 

folicular41. En D. maxima, encontramos niveles de ARNm para catepsina D en el tejido ovárico 

vitelogénico significativamente mayores respecto a lo detectado en las demás fases del ciclo 

reproductivo, sugiriendo que la síntesis de catepsina D en el ovario contribuye a los depósitos 

de la enzima en los ovocitos (Fig. 21B). A nivel de expresión de la proteína, pro-catepsina D 

disminuyó en los ovarios obtenidos en la fase de atresia temprana y tardía, detectándose 

también un aumento de la actividad enzimática en el tejido en estas fases reproductivas (Figs. 

22C-D, respectivamente). En insectos, la atresia folicular y la resorción de los ovocitos son 

parte del sistema integral que controla la función del ovario. En la mayoría de las situaciones, 

la oosorción tiene como finalidad recuperar nutrientes y asegurar el potencial reproductivo de 

la hembra29,123. Así, en los folículos atrésicos de C. p. pallens, la activación temprana de 

peptidasas símil-catepsina facilitaría la degradación de proteínas del vitelo y la oosorción126. En 

tanto, en el triatomino R. prolixus se postuló que la activación de aspartico y cisteína 

peptidasas en los tejidos ováricos atrésicos sería relevante para la degradación de las 

proteínas del vitelo129. En este contexto, los perfiles de expresión génica y actividad de 

catepsina D en los ovarios de D. maxima en las fases reproductivas sugieren que esta 

aspártico peptidasa tiene un rol importante en la atresia, probablemente promoviendo la 

degradación de las proteínas del vitelo. Además, debido a que en la mayoría de las especies 

de triatominos los ovocitos basales son resorbidos en la pre-vitelogénesis si la hembra no 

adquiere una comida de sangre22, en el tejido ovárico de D. maxima catepsina D también 

podría estar involucrada en el proceso de oosorción durante la pre-vitelogénesis.   
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Al presente han sido caracterizadas varias fosfatasas acidas en los ovocitos de 

diferentes especies de insectos85-90. Estas hidrolasas se activan durante la embriogénesis, y 

aunque su función en el programa de degradación de las proteínas en el vitelo no ha sido 

confirmada, estarían implicadas en la defosforilación de vitelina para aumentar su 

susceptibilidad a la proteólisis y/o en la degradación de inhibidores de peptidasas42,51,93-95,176. 

En D. maxima demostramos un aumento significativo en la actividad de fosfatasa ácida en el 

tejido ovárico en las fases atrésicas, registrándose los niveles más elevados en la atresia 

temprana (Fig. 24). Más aún, mediante el uso de inhibidores específicos y ensayos 

enzimáticos con sustratos para tirosina y serina/treonina fosfatasas encontramos que la 

actividad de fosfatasa ácida en la atresia se corresponde principalmente a la de tirosina 

fosfatasa (Fig. 25). En este sentido, la actividad de tirosina fosfatasa en la atresia temprana fue 

aproximadamente el doble respecto a lo registrado en la atresia tardía, mientras que la 

actividad de serina/treonina fosfatasas en los homogenatos de tejido ovárico en las dos fases 

de atresia no mostró cambios significativos. Estos resultados podrían sugerir un papel más 

relevante para tirosina fosfatasa en los eventos tempranos de la atresia folicular. Las tirosinas 

fosfatasas están implicadas en numerosos procesos biológicos177 y su participación en la 

ovogénesis o embriogénesis temprana ha sido reportada tanto en insectos como en el 

nematodo Ascaris suum91,92,178,179. A la vez, es ampliamente conocido que las  vitelogeninas y 

vitelinas de insectos están altamente fosforiladas76, y en este contexto, la defosforilación 

mediada por fosfatasas ácidas sería un factor importante regulando su degradación en la 

embriogénesis51,93,94. En D. maxima, el análisis informático de una secuencia parcial de vitelina 

obtenida por espectrometría de masas en tándem (NetPhos 2.0 Server; 

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhos/) arrojó sitios putativos de fosforilación con alto grado 

de confianza para tirosina, serina y treonina (resultados no mostrados). Es posible entonces 

que, a semejanza de lo propuesto para la embriogénesis de otras especies de insectos, la 

activación temprana de tirosina y serina/treonina fosfatasas observada en la atresia folicular de 

D. maxima tenga como finalidad aumentar la susceptibilidad de vitelina a la proteólisis. Sin 

embargo, debido a que en insectos y mamíferos hay evidencias que vinculan la activación de 

fosfatasa ácida con la degeneración celular y la autofagia131,180,181, la activación de tirosina y 

serina/treonina fosfatasas en la atresia de D. maxima también podría estar asociada a los 
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eventos de lisis celular y remoción de folículos atrésicos por autofagia reportados en esta 

especie131.  

En los organismos ovíparos, la acidificación de los gránulos de vitelo durante la 

embriogénesis es un factor importante para la activación de pro-enzimas y consecuentemente, 

para la degradación de las proteínas del vitelo182,183. En algunas especies de insectos y en la 

garrapata se reportó la cooperación entre una fosfatasa ácida y varias peptidasas para 

promover la degradación de vitelina durante la embriogénesis93,91,94. En este trabajo de Tesis, 

empleando como modelo a D. maxima, demostramos que catepsina D y fosfatasa ácida se 

activan tempranamente en tejido ovárico durante la fase de atresia folicular. Más aún, los 

ensayos in vitro utilizando homogenatos de ovarios atrésicos como fuente enzimática y vitelina 

purificada como sustrato, demostraron que la degradación de vitelina es dependiente del pH y 

más importantemente, que tanto catepsina D como una fosfatasa ácida de la clase tirosina 

fosfatasa son necesarias para promover la proteólisis de vitelina (Fig. 29). Si bien al presente 

el mecanismo intrínseco de asociación entre estas hidrolasas ácidas es desconocido, se 

postuló que los polifosfatos inorgánicos almacenados en los gránulos de vitelo son sustratos 

para fosfatasa ácida e inhibidores de catepsina D95,176. En consecuencia, en el microambiente 

de los gránulos de vitelo, la degradación de polifosfatos mediada por fosfatasas permitiría 

desinhibir gradualmente la actividad de las peptidasas durante la atresia.  

En los insectos, la segregación de las peptidasas y sustratos en los ovocitos es un 

factor importante en el control de la degradación de las proteínas del vitelo42,40,184. Por otro 

lado, estudios histoquímicos revelaron que la actividad de fosfatasa ácida también presenta 

cierta compartimentalización en los folículos ováricos91,176. En las hembras vitelogénicas de D. 

maxima, tirosina fosfatasa y catepsina D fueron detectadas en la periferia de los gránulos de 

vitelo, co-localizando parcialmente con vitelina, sugiriendo una segregación parcial en estas 

estructuras posiblemente para limitar la degradación de vitelina en la ovogénesis (Fig. 26A y 

Fig. 27). Sorprendentemente, en la fase de atresia folicular temprana, cuando se observaron 

los mayores niveles de actividad de tirosina fosfatasa y catepsina D y la desorganización de los 

gránulos de vitelo, ambas enzimas cambiaron su patrón de distribución celular (Fig. 26B). 

Mediante análisis de FRET se demostró la interacción tirosina fosfatasa/vitelina y catepsina 

D/vitelina en los gránulos de vitelo maduros (Fig. 28), lo que facilitaría la acción de estas 
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hidrolasas sobre vitelina en la fase de atresia folicular. Por otro lado, es importante destacar en 

los folículos terminales del tejido ovárico en atresia temprana, la señal fluorescente para 

catepsina D también fue observada en el dominio basal del epitelio folicular (Fig. 26B), 

probablemente asociada a la muerte celular por apoptosis y autofagia reportados en D. 

maxima131. También se detectó señal para tirosina fosfatasa en el espacio perioocítico (Fig. 

26B), compatible con su tránsito desde la circulación al ovocito o con su acción sobre los 

fosfolípidos de la membrana plasmática de estas células42. 

Los resultados de este segundo objetivo demostraron por primera vez que en el 

triatomino D. maxima, catepsina D es sintetizada en cuerpo graso y en el tejido ovárico con un 

perfil compatible al de una PPV. Se demostró que catepsina D y fosfatasa ácida, 

principalmente una tirosina fosfatasa, co-localizan con vitelina en los gránulos de vitelo y se 

activan tempranamente en la fase de atresia. Finalmente, se aportaron evidencias que 

demuestran que ambas hidrolasas son necesarias para promover la proteólisis in vitro de 

vitelina. 
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Los resultados presentados en este trabajo de Tesis, junto a hallazgos previos 

obtenidos en nuestro laboratorio, permiten postular un modelo a los fines de integrar los 

eventos moleculares, bioquímicos y celulares que tienen lugar en la vitelogénesis y en la 

atresia folicular, así como resaltar las áreas de potencial interés en investigación.  

En D. maxima, la unión de vitelogenina y otras PPVs a su/s receptor/res localizados en 

la membrana oocítica son eventos centrales para el crecimiento del ovocito durante la 

vitelogénesis. No obstante, en la fase de atresia, los ovocitos disminuyen la captación de 

vitelogenina, debido probablemente a una disminución en la expresión de los receptores de la 

membrana y a la pérdida de la patencia en el epitelio folicular25. Ensayos preliminares en 

nuestro laboratorio mostraron que el receptor de vitelogenina de D. maxima es un miembro del 

la familia de los RLDL que se expresa en el tejido ovárico en todos los estadios del ciclo 

reproductivo, aunque más significativamente en la vitelogénesis. En este contexto, el receptor 

de vitelogenina representa un campo promisorio de estudio dirigido a lograr una mejor 

comprensión de los aspectos bioquímicos involucrados en la atresia folicular.  

 En los triatominos, la síntesis de vitelogenina en cuerpo graso y su captación por los 

ovocitos en la fase vitelogénica es mediada por la HJ66. Por el contrario, en los mosquitos, la 

expresión de vitelogenina y otras PPVs es mediada por 20-HE56. En estas especies además, la 

intrincada interacción entre HJ y los péptidos símil-insulina así como el estado nutricional de la 

hembra en la fase pre-vitelogénica de arresto son claves para la decisión de sobrevida del 

insecto o la reproducción185. En las hembras de A. aegypti, la privación de azúcar en la dieta 

resulta en una disminución de las reservas lipídicas en los ovocitos y en el aumento de la tasa 

de oosorción, efectos revertidos por la topicación con metoprene, un análogo de HJ165. En D. 

maxima, los aspectos relacionados con la potencial regulación endócrina del proceso de 

atresia folicular y oosorción no han sido explorados. Por lo tanto, su estudio sería de relevancia 

a los fines de comprender cómo el cuerpo graso y el ovario, órganos clave para la 

reproducción, se adecuan al déficit nutricional durante la post-vitelogénesis.  

En D. maxima, catepsina D es sintetizada en el cuerpo graso y en el ovario con un 

perfil compatible al de una PPV, aunque la contribución de ambos tejidos a los depósitos de 

catepsina D en los ovocitos no fue establecida. Así mismo, los eventos que regulan su 

internalización permanecen sin dilucidar. En A. aegypti fue sugerido que las hidrolasas ácidas 

símil-catepsinas podrían unirse al RLp en los ovocitos para su posterior internalización19. En 
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este sentido, se proyectan ensayos de co-inmunoprecipitación tendientes a evaluar la 

interacción catepsina D/lipoforina en la membrana de los ovocitos de D. maxima. La 

comprobación de dicha interacción aportaría las primeras evidencias a nivel experimenta 

respecto al mecanismo de incorporación de las hidrolasas ácidas en los ovocitos.  

En condiciones estandarizadas, la fase post-vitelogénica en D. maxima se caracteriza 

por la atresia de los folículos y la oosorción25,28. En los insectos ha sido propuesto que ambos 

procesos son parte de la estrategia reproductiva de las hembras destinada a la adecuación de 

los recursos metabólicos ante condiciones nutricionales adversas29,125,127. Durante las fases de 

atresia, la disminución significativa de las reservas nutricionales en el tejido ovárico de D. 

maxima indicaría su movilización para contribuir al mantenimiento de folículos jóvenes y/o de 

condiciones energéticas en la hembra hasta la mejora de la situación nutricional (acceso a una 

ingesta de sangre). El aumento en el contenido en ácidos grasos detectados en la atresia 

temprana y tardía concuerda con esta hipótesis y sugiere la lipólisis de los depósitos de TAG 

y/o DAG con similar objetivo. Los factores que regulan los eventos de lipólisis en los ovocitos 

de insectos han sido escasamente estudiados, limitándose a describir la participación de 

lipoproteínas lipasas en unas pocas especies48,161. La caracterización bioquímica y funcional 

de triacilglicerol lipasas en los ovocitos resulta un área de particular interés a los fines de 

comprender los mecanismos de provisión energética durante la regresión del tejido ovárico.  

En la fase de atresia, los ensayos in vivo con trazadores fluorescentes indicaron que la 

transferencia de lípidos a los ovocitos no sólo es menos significativa en comparación con la 

vitelogénesis sino que además, tiene lugar mediante un mecanismo clásico a nivel de la 

membrana celular, sin internalización del ligando186. En este contexto, el/los receptores para 

lipoforina serían claves para la conformación de reservas en los ovocitos. Resultados 

preliminares indican que en  estas células, la β-ATPasa se desempeñaría como receptor no 

endocítico para lipoforina, de manera análoga a su función en el tejido intestinal del triatomino 

P. megistus187. Estos hallazgos permitieron dirigir nuestro interés en dilucidar el rol de β-

ATPasa-lipoproteínas en la dinámica de formación de las reservas lipídicas en tejido ovárico 

durante las fases de la reproducción. 

En la atresia folicular se observó la proteólisis temprana de vitelina y el aumento de la 

actividad de catepsina D y fosfatasa ácida, particularmente tirosina fosfatasa. Los ensayos de 

proteólisis in vitro demostraron que ambas hidrolasas son necesarias para promover la 
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degradación temprana de vitelina en la atresia. En la vitelogénesis, catepsina D y tirosina 

fosfatasa co-localizan parcialmente con vitelina en los gránulos de vitelo, sugiriendo cierto 

grado de segregación de ambas hidrolasas en estas estructuras subcelulares para limitar su 

acción sobre de vitelina. Experimentalmente no fue posible demostrar si en la atresia folicular, 

estas hidrolasas interacccionan con vitelina, siendo necesarios ensayos complementarios y la 

optimización de las condiciones de los estudios de FRET para dilucidar este aspecto.  

Analizados en conjunto, los resultados presentados sugieren que en D. maxima, la 

atresia folicular es una estrategia de adecuación metabólica y tisular en la que convergen 

eventos bioquímicos y celulares de forma compleja. En una etapa temprana de esta fase 

degenerativa, la disminución de las reservas nutricionales del ovario, la activación de 

hidrolasas ácidas y la proteólisis de vitelina en este tejido facilitarían el mantenimiento de 

folículos jóvenes y un segundo ciclo gonadotrófico si la hembra accede a una ingesta de 

sangre. En un estadio avanzado de la atresia, aún si las condiciones nutricionales 

desfavorables revierten, estos eventos se destinarían al establecimiento de condiciones 

metabólicas que permitan la sobrevida de la hembra. Al presente, los trabajos no reportan 

evidencias directas respecto al “reciclado” de nutrientes en la atresia, constituyendo este 

aspecto un desafío experimental importante debido a las características del sistema circulatorio 

abierto de los insectos y a las particularidades de los triatominos como modelos.  

En los vectores de la enfermedad de Chagas la fase reproductiva de atresia folicular 

tiene un impacto importante en el ciclo de vida de las hembras y consecuentemente, en la 

epidemiología de la enfermedad. El estudio de los eventos implicados en este proceso permite 

profundizar en el conocimiento de la biología y fisiología de la reproducción de estos vectores, 

generando resultados potencialmente útiles en el diseño de estrategias destinadas al control 

del insecto. Su estudio también posibilitaría obtener conocimientos a nivel bioquímico y celular 

que podrían ser extensivos para otras especies con importancia en salud, agricultura y/o 

ganadería. 
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Fig. 30: Integración de los eventos bioquímicos y celulares en las fases vitelogénica y de atresia folicular 

de las hembras de D. maxima. En la vitelogénesis, la ingesta de sangre induce la distención intestinal y la 

liberación de la hormona juvenil (HJ) desde la corpora allata (CA). En el cuerpo graso, JH estimula la síntesis de 

vitelogenina (Vg), la principal proteína precursora del vitelo (PPV). Durante la vitelogenesis, la síntesis de Pro-

catepsina D (Pro-Cat D) tiene lugar en el cuerpo graso y en el tejido ovárico, comportándose como una PPV. Vg 

y Pro-Cat D serán captadas por los ovocitos y almacenadas en los gránulos de vitelo (gV). En estas estructuras 

subcelulares, una tirosina fosfatasa (TiFA) se encuentra parcialmente co-localizando con vitelina (Vt). En la 

vitelogénesis los ovocitos reclutan lípidos a través del proceso de transferencia mediado por lipoforina (Lp) a 

nivel de membrana del ovocito y por la endocitosis de la lipoproteína. El cese de la oviposición en D. maxima 

marca el comienzo de la fase post-vitelogénica, caracterizada por cambios histo-morfológicos graduales, la 

degeneración de los folículos ováricos a un estado atrésico y la oosorción. En la atresia folicular convergen la 

disminución en la síntesis de Vg y Pro-Cat D en cuerpo graso, una menor captación de Vg en los ovocitos, la 

caída de las reservas nutricionales del tejido ovárico y la proteólisis de Vt, medida por catepsina D (Cat D) y 

TiFA. En una etapa temprana de la fase degenerativa,estos eventos facilitarían el mantenimiento de folículos 

jóvenes y un segundo ciclo gonadotrófico si la hembra accede a una ingesta de sangre. En un estadio avanzado 

de la atresia, aún si las condiciones nutricionales desfavorables revierten, los cambios en las reservas 

nutricionales, la activación de hidrolasas ácidas y la proteólisis de Vt privilegiarían el establecimiento de 

condiciones metabólicas que permitan la sobrevida de la hembra. El modelo contempla la potencial acción 

reguladora de HJ en la síntesis de Pro-CatD, la participación de receptores para Vg (RVg) y Lp (RLp) putativos y 

la acción de lipasas en el ovocito aún no caracterizadas.  
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