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IUISOMEH 

Los triatominos non insectos hemat6f agos 
pertenecientes a la familia Reduviidae. En nuestro laboratorio 
hemos obtenido la saliva de varias especies de triatomas entra 
las cuales están: Tria torna pallidipenni s, !.!_iatoma longipenni s, 
~ mazzotti, ~ picturata y ~ sp con la 
finalidad de caracterizar bioquimicamente la saliva de las 
mismas, además de buncar y caracterizar alguna (s) substancia ( s) 
con actividad antihemostática que eventualmcnto pudiera ser de 
interés Diédico. 

La saliva de las diferentes especies fueron 
analizadas electroforéticamente en los sistemas de sos y enfoque 
isoeléctrico, encontrándose diferencias en los patrones 
electroforéticos. Los componentes de bajo peso molecular 
predominan de forma importante sobre los de alto peso molecular, 
asi como las proteinas con puntos iscelc=~~icv~ ~cidos. 

Se probaron las siguientes actividades enzimáticas 
en saliva de Triatoma pallidipennis: actividad proteolitica 
inespecifica, actividad fosfatasa, actividad fosfolipásica, 
actividad fibrinolitica, actividad fibrinogenolitica, actividad 
inhibitoria de la agregación plaquetaria (actividad 
antiplaquetaria) y actividad apirasa. De estas actividades 
probadas solo la actividad antiplaquetaria y la actividad apirasa 
resultaron positivas. 

La saliva se fraccionó por cromatografia de 
exclusión molecular en Sephadex G-75 fino, encontrándose las 
fracciones I y II con actividad apirasa, estas fracciones de 
proteinas concuerdan con las fracciones con actividad 
antiplaquetaria, esto sugiere que por lo menos parte de la 
actividad antiplaquetaria de la saliva es debida a la apirasa 
presente . 
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I.-INTRODUCCION 

l.. -Triataa.aa 

Biología y Horf ologia 

Loa triatomas son insectos pertenecientes a la 
subfamilia Triatominae, que comprende a miembros de una gran 
familia de chinches microdepredadoras. 

La morfologia de ~os adultos as caracter~stic3, 
Tienen un aspecto similar al de las chinches fitófagas, con una 
forma alargada y el abdomen ancho (Fig.l). El tamano y coloración 
varia según la especie. La cabeza es alargada, estrecha con ojos 
compuestos prominontes, generalmente presentan dos ocelos. Tienen 
antenas largas y finas compuestas por cuatro artejos y una 
probóscide recta y alargada, compuesta por tres segmentos, está 
fletada bajo la cabeza durante el reposo y se extiende hacia 
adelante cuando el insecto pica. El tórax es firme, duro y bien 
quitinizado; del tórax nacen dos pares de alas; en el primer par, 
la mitad es coriácea y la otra mitad membranosa. En el borde del 
abdomen (conexivo) presentan una alternancia de manchas negras y 
de colores vivos, que van del amarillo claro al rojo naranja, 
según la especie (Atias,A., Neghme,A. 1978). 

Ciclo Vital 

La hembra pone de 100 a 300 huevos. Los huevos liOn dú 
color blanco, después se vuelven amarillos o rosados en algunas 
especies. La hembra los deposita de uno en uno. Los huevos tardan 
de dos a tres semanas en incubarse dependiendo de la temperatura; 
después de este tiempo salen las ninfas I que al nacer carecen de 
alas, son de color claro al principio, pero no tardan en 
obscurecerse. Efectúan un total de cinco mudas, siempre después 
de saci a.rse completamente de sangre. Tanto las hembras como los 
machos y todos los estadios ninfales son hematofagos .En 
condiciones óptimas (28ºC y 60% de humedad relativa) el 
desarrollo de una chinche desde el huevo hasta la forma adulta 
dura aproximadamente un aao en algunas especies, bajo otras 
condiciones .su desarrollo puede durar hasta dos años esto se 
muestra en la Fiq. 2 (Biaqi, F. 1982). 
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FIGURA 1.-FlGUNA DE~ pallidipennis {Atina lii Neghme 1978). 
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Importancia Médica 

La importancia desda al punto de vist~ médico está 
representada principalmente por: 

a) . -Las lesiones debidas a la picaduta en el huésped 
humano. Los t.ria.tOminos al picar inyectan la secreciOn de sus 
glándulas saliv¡s.les, de efectos probablemento anestésico en la 
piel. y fluidiz.ante on la sangre. Esta secreción puede provocar 
una reacción de hipersensibilidad local, histaminica, que se 
traduce en una roncha urticarial muy pruriginosa y de tamai\o 
variable, que suele desaparecer varios dias despues. El rascado 
enérgico agrega reacciones traumáticas de escoriación de la piel 
abriendo camino a la infección secundaria provocada por otros 
microrganismos. 

Aunque algunas e3pecies se alimentan do hemolinfa de 
insectos, la mayoria son hematófagos. La picadura es indolora y 
de larga duración, pues el insecto necesita llenar la amplia 
capacidad de su abdomen sin despertar a su presa. Por lo general 
defecan durante el acto de alimentación, lo que tiene gran 
importancia para el mecanismo de transmisión de Trypanosoma cruzi 
agente causal de la enfermedad de Chagas (Atias,A., Neghme,A. 
1978) 

b). -El aspecto más importante es que algunas especies 
pueden ser vectores biológicos del Tripa no zoma cruz.i, agente 
causal de la enfermedad de Chagas (Atias,A.,Neghme,A. 1978). 

Los triatomas se infectan al picar animales o personas 
chagásicos que tengan tripomastigotes sanguineos. Los parásitos 
se multiplican en el lúmen del intestino medio del insecto, 
evolucionando luego hacia tripomastigotes metaciclicos 
infectantes, en el intestino posterior desde donde pasan al 
exterior con las deyecciones cuando el insecto defeca. Por eso es 
tan peligrosa la circunstancia de que defequen mientras están 
picando, pues depositan sobre la piel las formas infectantes, 
desde donde pueden ser arrastradas hacia la herida de la 
picadura, o penetrar por las lesiones traumáticas (Biagi,F. 
1982). 
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hemat6t'a9os 
especifica. 

2.-Antecedentaa sobre saliva de insectos bemat6fagos 

Como se mencionó anteriormente la saliva de insectos 
contiene una serie de componentes con acción 

Se ha observado que la mayoria do ellos han 
desarrollado mecanismos para prevenir la coagulación de la sangre 
del huésped. Durante a~os se le han adscrito diversas funciones a 
la saliva de estos insectos hematófagos como por ejc!!!.plo 3:'.,ºt:~.l.= a 
la disolución de azúcares, lubricación del estilete de 
alimentación en mosquitos y como fuente de alergenos y toxinas. 
Investigaciones recientes han demostrado que la saliva juega un 
papel importante en el acto de succión de la sangre del huésped 
(Ribeiro,J.M.C. 1987). 

En los últimos aftos se ha demostrado que artrópodos 
no relacionados tienen actividades antiplaquetarias comunes y 
otras actividades antihemostAticas que facilitan la localización 
de la sangre y previenen la hemostAsis del huésped durante su 
alimentación (Ribeiro et al 1984a). 

Rhodnius prolixus es un insecto hematófago 
perteneciente a la familia Reduviidae, el cual requiere ingerir 
una gran cantidad de sangre antes de cada muda y continúa 
alimentándose de sangre a través de su vida adulta. El insecto 
después de pen~trftr la piel dol h~G~pGd inyhcta su b«liv• 
(Ribeiro et al 1986) . 

La saliva de Rhodnius prolixus ha sido ampliamente 
estudiada. En 1964 Hellman y Hawkins descubrieron una actividad 
anticoagulante en un extracto de glAndulas salivales de Rhodnius 
prolixus, además de una enzima fibrinolitica y otra 
anticoaqulante en un extracto do intestino del mismo insecto. 
Posteriormente ellos mismos en 1965 demostraron que las dos 
actividades anti coagulantes eran debidas a substancias 
diferentes y las llamaron prolixina G (la del intestino) y 
prolixina S (de qlándulas salivales) . La prolixina G inhibe el 
factor VIII de la coagulación de la sangre. 
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Estudios hachos por Gaarder et al 1963 y Born ' Cross 
1963 demostraron que al ADP es al principal nucleotido que causa 
a9ra9aci6n da plaquetas in vivo a in vitro. En la saliva de 
Rhodnius prolixus ae ha enCOntrado una-act:I;Idad apirasa (ATP---> 
AMP + 2Pi) (Ribeiro y Garcia 1980, Ribeiro y Garcia 1981). Es 
probable qua la actividad apiraaa encontrada en Rhodniua prolixus 
tenga al papel fisiológico de agotar el ADP del plasma sanguineo 
y de asta manera impedir la agregación plaquotaria. 

Se ha encontrado también actividad apirasa en la 
saliva de la mosca Tsé-Tsé {Mant ' Parker 1991), en mosquitos 
(Ribeiro 1984, Ribeiro 1985) y en otros insectos hematófagos. Es 
interesante notar qua insectos no relacionados tengan esta enzima 
en altas concentraciones en sus glándulas salivales. Es posible 
qua esta enzima tuviera una función metabólica importante antes 
da qua estos insectos desarrollaran su hábito hematófago, pero 
esto no está aún muy claro. 

Ribeiro en 1981 descubrió que la saliva de Rhodnius 
prolixus inhibe la agregación plaquetaria inducida por colágena. 
Además se ha encontrado una actividad antitromboxano .Az (TXA,) 
(Ribeiro 1981, Ribeiro' Sarkin 1982); esta actividad, además de 
prevenir la agregación p1aquetaria inducida por T~, también 
previene el efecto vasoconstrictor de la Tx.Ai. También, fueron 
encontradas actividades de antiserotonina y antihistaminica en la 
saliva de Rhodnius (Ribeiro 1982); estas actividades ayudan a 
antagonizar el efecto vasoconstrictor de la hemostásis del 
huésped. Todas estas actividades actúan sinergisticamente para 
impedir la coagu1aci6n dA lA s~ngre del hué~pcd. 

Por los trabajos revisados en la literatura se ha 
visto que la mayoria están encaminados al estudio de la saliva 
de Rhodnius prolixu..!., es muy posible que en otros miembros de la 
subfamilia Triatominae existan actividades anticoagulantes 
similares. 
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3.-Kstudios sobre apirasa 

Heyerhof (1945), trabajando con levaduras fuo el 
primar investigador qua sugirió el nombre de apirasa para 
describir a la en:tima que emplea como sustrato ADP y/o ATP, 
hidrolizándolos y liberando 1 y 2 moles de fosfato inor9anico por 
cada mol de nuclebtido, respectivamente, 

ATP ---------> AMP + 2 Pi 

ADP ---------> AMP + Pi 

Este tipo da actividad se describl.O más tarde en 
vertebrados (LeBol et al 1980, Hamlyn & Senior 1983) e 
invertebrados (Ribeiro & Garcia 1990, Smith et al 1980, Mant & 
Parker 1981, Ribeiro et al 1995 a). También se ha descrito una 
actividad apirasa en papa (Molnar & Lorand 1960) . 

En vertebrados la actividad apirasa ha sido bien 
caracterizada en páncreas de rata, pero su papel fisiológico 
permanece aún sin conocerse. 

En invertebrados, la actividad se ha asociado con 
las glándulas salivales de artrópodos hematófagos, esta actividad 
apirasa se ha relacionado con un papel antihemostático debido al 
papel central que juega el AD? en la agregación plaquetaria 
(Varqaftig et al 1981) . 

La saliva o glándulas salivales de muchos insifctcs 
no relacionados, tales como la chinche Rhodnius prolixus (lUbeiro 
' Garcia 1981 a), el mosquito ~~ ~ (Ribeiro et al 
l994a),la mosca Glossina austeni (Mant ' Parker 1981), la 
garrapata Ixodes ~i {Ribeiro et al 1985 a) inhiben la 
a9regación plaquetarra-Tñ" vitro, encontrándose en todos ellos 
actividad apirasa, lo cuál sugiere fuertemente que la principal 
función de la apirasa es agotar el AOP, que se sabe es un 
fuerte inductor de la agregación plaquetaria, y de esta manera en 
conjunto con otros factores existentes en la saliva prevenir la 
coagulación de la sangre durante el tiempo en que el insecto se 
está alimentando. 
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4.-Plaquataa 

Morfol091.a 

El papal da las plaquetas es fundamental en la 
hemostásis, ya que contribuyen a ella formando un tapen 
plaquetario que en conjunto con la vasoconstricci6n local y el 
mecanismo da cascada de los factores de coa9ulacl6n presentes en 
el plasma aan9uin~o se forma el coágulo definitivo. 

Las plaquetas son fragmentos citoplasmáticos sin 
núcleo dari•:a.d.!:s de rnegacariocitos medulares. En condiciones 
normales las plaquetas circulan durante 10 días, tienen un 
ditmetro de 2 a 3 m, y su número normal se encuentra entre 
150, 000 y 400, 000 por nun1

• Se ha observado que las plaquetas 
pueden cambiar fácilmente de una forma esférica a una forma 
irregular, este cambio de forma se favorece por la exposiciOn de 
las plaquetas a ciertas substancias tales como ácido 
etiléndiaminotetracético (EOTA), citrato de sodio,difosfato de 
adenosina (ADP) y otras. Coincidiendo con el cambio de forma se 
produce movimiento de iones sodio hacia adentro de las plaquetas 
que es similar al efecto de agentes despolarizantes tales como 
acetil colina sobre células excitables. El cambio de forma es 
acompañado por un incremento en la relación superficie/ volumen. 
Asi, el cambio de forma parece ser la primera respuesta de las 
plaquetas a los estimules (Born et al 1972). 

La estructura de las plaquetas se muestra en la 
riq.3. Las plaquetas están rodeadas por una cubierta de 10 a 20 
nm de espesor, compuc.sta pe= ca.rb')hidrAtos y glicoproteinas, 
dicha cubierta es importante en los procesos de agregaciOn y 
adhesibn de las plaquetas (Tabla 1). Debajo de la cubierta está 
la membrana plasmática, la cuál tiene una estructura trilaminar 
con un grosor aproximado de 7 a 9 run. Se han identificado algunas 
proteinas de membrana como la adenil-ciclasa y varias glicosil
transferasas las cuales pueden estar involucradas en los procesos 
de adhesibn y agregacibn (Bosmann 1971). Además, se han 
identificado tres glicoprotoinas que están expuestas hacia el 
exterior de la membrana (Nurden & Caen 1974). La membrana 
plasmática está cargada negativamente, las cargas están 
probablemente arregladas en conglomerados sobre su superficie. 
Particulas cargadas positiva.mente, como la polilisina causan la 
agregación de plaquetas. En suma, la membrana plasmática tiene 
sitios receptores a ciertas substancias (serotonina, AOP, 
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~·!GURA 3.-ESQU~:t-1A DE UNA PLAQUETA (Triplett et .11 1978). 
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TABLA l.-Corralaci6n entra anatomia y función plaquetaria. 

ZONA ANATOMICA 

PERIFERICA 

1.-Cubierta exterior 

2.-Membrana 

ORGANELO 

1.-Gránulos 

2.-cuarpos densos 

3. -Mitocondria 
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trombina, epinatrina y glicosil-transferasas entre otras) las 
cuales inducen la función plaquetaria. La función plaqueta ria 
puede iniciarse por la presencia de una amplia variedad de 
substancias, incluyendo enzimas proteoliticas tales como trornbina 
y tripsina, fibras de colágeno y substancias de bajo peso 
molecular como ADP. 

Otra característica da la membrana además del cambio 
de forma es que forma una red de canales que se comunican con el 
citoplasma. Este sistema de canales está constituido por 
inv1t.9inaciones de la membrana y reciba al nombre de sistema 
conector de suporficie o sistema conector tubular, estos canales 
incrementan grandemente la superficie de la membrana y sirve como 
un medio para la captaciOn de substancias del plasma y para la 
rápida s.l.lid.l. de ~ránulas secratorios durante la reacción de 
liberaci6n de las plaquetas (Bohnke 1970). 

Intimamante relacionado con el sistema conector de 
superficie existe otro sistema llamado sistema tubular denso 
porque los túbulos membranosos contienen un material 
moderadamente electrodenso, parece probable que los componentes 
da este sistema provengan del aparato de Golgi de los 
megacariocitos. 

Se han identificado dos tipos de gránulos dentro del 
citoplasma. Los principales son conocidos como gránulos alfa, 
tienen moderada densidad electrónica y contienen enzimas tales 
como catepsina, B-glucuronidasa y fosfatasa ácida, además de 
fibrinOgeno y potasio. Existen entre 20-200 gránulos al fa por 
plaqueta y miden entre O. 2-0. 3 p.m de diámetro. El segundo tipo 
son llamados cuerpos densos, tienen una alta densidad 
electronica, exlalwn de ~ ~ 10 cuerpos d~n~oq por plaqueta y son 
el sitio donde se almacena ADP, ATP, serotonina, calcio, factor 
de plaquetas 3 y factor da plaquetas 4. El ADP almacenado en los 
cuerpos densos es aproximadamente el 60% del ADP total de las 
plaquetas; este ADP no es metabOlico. 

Las plaquetas también contienen un sistema 
microtubular que contiene filamentos; la función de los 
microtúbulos en las plaquetas es probablemente mantener un 
citoesqueleto. 
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Existen además otras estructuras como las 
mitocondriaa que son relativamente fácil de identificar por su 
doble membrana, ae encuentran an un número peque~o o a veces en 
conolomarados. 

Los ribosomas no son frecuentes en las plaquetas, 
pero cuando se pueden observar indican que la plaqueta se formo 
recientemente y en consecuencia lleva consigo algunos de los 
ribosomas del citoplasma del megacariocito. 

Adherencia 

Las plaquetas en la circulación en estado normal no 
se adhieren al endotelio de los vasos sanguineos, pero si se 
interrumpe la continuidad del endotelio ya sea por lesión fisica 
o por enfermedad, pueden ponerse en contacto con ciertos 
componentes tisulares. Se sabe que la colágena puede inducir la 
adherencia de las plaquetas. Las microfibrillas de la membrana 
basal también hacen que las plaquetas se adhieran a ellas al 
quedar descubiertas, pero a diferencia, ello exige que haya 
calcio. 

Reacción de liberación 

La reacción da liberación se pone en marcha por la 
adherencia de plaquetas y consiste en la liberación de los 
gránulos alfa y cuerpos densos a través del sistema de túbulos 
que comunican con la superficie de las plaquetas que desembocan 
en el exterior. La reacciOn de liberación puede desencadenarse 
por diversas substancias tales como ADP, colágena y trombina 
entre muchas otras. Day ' Holmsen (1971) han llamado el proceso 
de liberación del contenido de los cuerpos densos "liberación I" 
y el proceso de liberación del contenido de los gránulos alfa 
"liberacion II", Se supone que estos dos procesos están 
gobernados por mecanismos diferentes (Halmsen 1957). 

Aqreqaci6n plaquetaria 

Las plaquetas participan en la hemostasis primaria 
mediante la formación de agregados en el sitio que ha sido 
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daf\ado. El ADP ea una substancia que induce la agregacion y 
puede provenir de diversas fuentes (tejido daftado, eritrocitos o 
plaquetas). La trombina y epinefrina pueden actuar como agentes 
agragantes y/o inductores de la liberación de ADP endogeno. 

Existen otros inductores de la agregación tales como 
la colágena, complejos antigeno-anticuorpo, fibrina parcialmente 
polirnerizada y algunas enzimas proteoliticas, como t.rombina y 
tripsina, aminas tales como serotonina y epinef rina, antibioticos 
como ritostatina y ácidos grasos como el araquidónico. 

La agregación plaquetaria puede seguirse con un 
agreg6metro de plaquetas, el cual es básicamente un instrumento 
foto-Optico conectado a un registrador. El plasma rico en 
plaquetas (PRP) se coloca dentro da una cubeta con agitación, 
enseguida se le adiciona el agente agregante que se desea probar 
y si existe algún efecto, se observa un incremento en la cantidad 
de luz transmitida a través de la muestra, esto se convierte en 
sei\ales electrónicas que son amplificadas y registradas en un 
papal. 

El ADP es un aqente inductor de la agreqación 
plaquetaria muy importante que produce una respuesta bifásica, es 
decir produce una respuesta primaria y una secundaria. Existen 
ciertas caracteristicas qenerale.s de una curva tipica de 
agregación, esto se muestra en la Figura 4 . Antes de la adición 
de cualquier agente agregante 1 se tiene una linea base con PRP. 
una vez que se inicia la agitación, la basal está representada 
por un trazo oscilante horizontal, las oscilaciones son resultado 
de la poldrlzación dü la luz que pdsd d Lcdv~s <le lds pldqu~Ld~. 
Una vez que el agente agregante es adicionado se observa un 
aumento inicial en la transmitancia como resultado de la dilucion 
producida. Los agentes agregantes que producen cambio en la forma 
de las plaquetas dan como resultado un decremento temporal en la 
transmitancia debido al incremento de la luz dispersada. La 
agregación subsecuente causa el incremento característico en 
transmitancia, enseguida tiene lugar la reacción de liberación, 
por lo tanto se libera el ADP endógeno y éste produce una onda de 
agregación secundaria, produciendose una agregación mAxima. 

Cuando la concentraciOn de ADP es baja sólo se 
produce una respuesta primaria de agregación, en ausencia de 
agregaciOn secundaria puede ocurrir disgregación debido a que se 
"rompe" el tapón plaquetario, esto se muestra en la Figura 5. 
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I i' 

Tiempo (seg) 
FIGURA 4 .-Gl1'0ETICA DE AGREGAClü~ PLAQUETARIA (TripJett et al 1978) 
l)Lu dilución con el inductor causi.1 un liKcrn incremento 
2)cl cambio de forma de la~ plaqueta:; c;1usa un ll~crl1 Jccremento 
3)reucción de liberación 
4)agregación secundarL.i 
S)agregación máxima. 
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FIGURA 5.-CINETICA DE AGREG,\CION Y DESAGREGACION PLAQUETARIA 
(Trlplett et al 1978). 
Se utilizó como agente inductor ADP (0.Sug/ml) 
l)l.a dilución con ADP caui'ln un ligero incremento 
2)cambio de forma de las plaquetas 
3)agregación primaria 
4)agregación máxima 
S)desagrcgación plaquetarin. 
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Tap6n BaaoatAtico Pri.m.ario 

En circunstancias normales las plaquetas son 
fragmentos celulares da ~orma circular que no so adhieren a otras 
plaquetas, elementos celulares o endotelio vascular. Cuando hay 
datlo endotelial, las plaquetas se ponen en contacto con tejido 
conectivo y se adhieren a la colágena, frag:nentos da membrana y 
microfibrillas las cuales ftStin asociadas con elastina (Fig 6) , 

De9pué!1 de la adhe!'Ji6n, se inicia el proceso de 
liberación del contenido de los gránulos al fa y los cuerpos 
densos, este proceso no as destructivo. 

La agregación directa de las plaquetas por ADP 
es llamada agregación primaria o agregacion reversible o primera 
fase de la agregación. La agregación irreversible o agregación 
secundaria está mediada por los prod11ctos de liberación del 
contenido de los cuerpos densos. 

ContribuciOn a la Coagulación 

Las plaquetas además de su importancia en la 
hemostasis primaria, contribuyen con fosfol1pidos que juegan un 
papal importante en las doa últimas etapas de la cascada de 
coagulación (Fig 7). Los fosfolipidos han sido llamados factores 
plaq-.H;.tarics y .:o& c.ncuür.tra. i'.:.n l;i ::€.::-.b:.:'m.J. ·y Gn les g:ánulo.:o. 

La Figura 7 ilustra el mecanismo de cascada de la 
coagulación de la sangre. Existen dos mecanismos distintos para 
la coagulación sanguinea, uno llamado sistema intrinseco y el 
otro sistema extrinoeco. El primero consiste en una serie de 
reacciones en cascada, en la cual el factor XII se transforma en 
XII. éste a su vez. activa 91 factor XI a XI •. y asi sucesivamente 
hasta la formaciOn del complejo Factor V-Ca .... -PF3, que activa la 
protrombina a trombina. El sistema extrinseco actúa a nivel del 
factor X trans:formándolo en x.. La trombina actúa sobre 
fibrin6geno para formar mon6meros de fibrina, los cuales a su vez 
forman el coágulo de fibrina estable. 
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I (pared del vaso 
normal) 

Microfibrillos -----

Membnrno basal------

Colágeno 
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forma d1scoide 
normal 

n ( pared del vaso 
lesionado) 

m (lapón primario de 
plaquetas) 

Ploqueta'S Cambio de 
adheridos__.. formo y _______..Tapón hemostático 
a colágeno reacción de primario 

\ 1beroción ¡ 
Coágulo estable 

/ 
Colágeno eApuesto 

~. 
Vio 1ntr1nseca 

---~ 
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FIGURA 6,-REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA 
HEMOSTASIS (Triplett et al 1978), 
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SISTEMA INTRINSECO SISTEMA EXTRINSECO 

XII----- Xllo 

XI 
/ 

Xla 

/ 
ca++ 

IX----- !Xa Foctor\IH+ 

/ / co++.Tromboplostino de 
/+ tejido 

VIII. ca•+. PF-3 

j/ 
X------ Xa 

/+ 
v.ca++. PF-3 

j 
Protromblno -Tromblnc 

Fibrinógena -1Mon6~1 
F1brmo l Factor Xllla 

Coágulo de Fibrina 
estot>le 

FIGURA 7.-CASC,\DA DE COAGULACION DE t..A SANGRE (Triplett et al 1978) 
Mecanismo propuesto para la formación del coágulo de fibrina. El calcio 
está representado por Ca++; Factor plaquetario3,PF3: Factores de coagu
lación en la forma activa, a. 
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OBJETIVO 

El objetivo principal de este trabajo es contribuir al estudio de 
la bioquimica básica de la saliva de triatominos mexicanos, en 
especial de Triatoma pallidipennis, asi como la búsqueda y 
anAlisis de alguna(s) substancia(s) con actividad antihemostática 
que pudiera tener utilidad terapéutica. 
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II.-MATIUUALES Y MKTODOS 

1.-0btenci6n da Saliva 

Se trabajó con saliva de diferentes ospecies 
(Triatoma pallidipennis, Triatoma mazzotti, Triatoma longipennis, 
Triatoma picturata y Triatoma !.f), la cual fue proporcionada por 
los Ores. Máximo Cortés y Ricardo Alejandra, del Departamento de 
Parasitologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biológicas, del 
Instituto Politécnico Nacional. 

El cultivo de los triatomas y la obtención de la 
sali~a se hixo de la siguiente manera: 

Todos los triatomas fueron cultivados y mantenidos 
en una incubadora con una humedad relativa del 50-60 % a 28ºc 
dentro de frascos de boca ancha con tapa horadada para permitir 
la entrada de aire. Fueron alimentados cada dos semanas colocando 
los insectos sobre el abdomen afeitado de un conejo. Por este 
procedimiento es posible alimentar un gran nUmero de insectos al 
mismo tiempo. 

La saliva se obtuvo por estimulación manual del 
prenoto del triatoma y colectada en capilares, que fueron 
posteriormente sellados. Se colectó la saliva de 12 triatomas por 
capilar. Los capilares se guardaron a -20ºC hasta su recuperación 
con agua bidestilada. 

La saLiva de cada capilar se recuperó en 500 pl de 
agua bidastilada en tubos eppendorf, centrifugada durante l 
minuto (Microfuga Beckman). Al sobrenadante obtenido se le midió 
proteina por su absorbencia a 280 nm. Posteriormente se liofilizó 
y una vez seca la saliva se pesó, guardándose después a -20° e 
hasta su uso. 

2.- Separación CromatoqrAfica de 1a Sa1iva 

La saliva fue fraccionada utilizando cromatografia 
de exclusión molecular, para lo cual se empleó Sephadex G-75 fino 
(Pharmacia Fine Chemical, Uppsala, Suecia) preparado de acuerdo a 
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las indicaciones del fabricante. Se usó una columna de vidrio de 
0.4 czn de diámetro por 76.5 cm de longitud empacada por gravedad 
y corrida a presión constante y temperatura ambiente. La columna 
fue equilibrada y eluida con amortiguador da HEPES/TRIS 30 mM + 
150 mM de cloruro do sodio pH 7.25, a una velocidad de flujo de 9 
ml por hora, se colectaron fracciones de O. 6 ml y se midio la 
absorbencia a 280 nm en un espectrofotómetro (Beckman DU-50) . 

3.-Electroforesis 

ziectroCorésis e= presencia da 505 

Para el estudio electroforético de la saliva de las 
diferentes especies de triatoma, asi como criterio de pureza en 
el proceso de purificación y cálculo del peso molecular aparente 
de los componentes proteinicos, se realizó electroforesis en 
placa de poliacrilamida en presencia de sos de acuerdo al método 
descrito por Laemmli (1970). Los geles fueron tenidos con azul 
brillante de coomasie R-250 de acuerdo al método de Swank y 
Munkres (1971). 

La estimación del peso molecular aparente de los 
polipéptidos se hizo por el método descrito por Weber y Osborn 
(1979), empleando las siguientes proteinas como estándares: 
Fosforilasa b (94 000), Albúmina (67 000), ovoalbúmina (43 000), 
anhidrasa carbónica ( 30 000) 1 inhibidor de tripsina de soya (21 
000) y alfa lactoglobulina (14 000). 

Enfoque isoeléctrico 

Para la estimación del punto isoeléctrico de los 
componentes proteinicos de la saliva de las diferentes especies 
se utilizó la técnica de enfoque isoeléctrico, para lo cual se 
utilizó el PhastSystem Development Unit (Pharmacia, Laboratory 
Separation Division). Los minigeles se tiñeron con plata 
siguiendo el protocolo establecido para el aparato. Todos los 
reactivos utilizados fueron adquiridos de Pharmacia. 
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4.-Ensayos enzi..IDAticoa 

Actividad Protaolitica Inespecifica 

La actividad protaolitica fue determinada de acuerdo 
al método de Reinderknecht et al (1968). Se utili:6 como sustrato 
S mq de Hide Powder Azure (Calbiochem), se adicionó 100 pl de 
amortiguador da TRIS/HCl 100 mM pH 7. 95 + 50 )ll de saliva (con 
una concentración del pg/pl). Esto se llevó a un volumen final 
de 1.5 ml, la mezcla se incub6 en agitación por 20 hora::; a 
temperatura a:J::.iente. Después de este tiempo se midió el 
colorante liberado a 595 nm en un espectrof6tometro (Beckman OU-
50). 

Actividad apirasa 

La actividad apirasa fue determinada de la siguiente 
manera: Se preincub6 por 5 min a 37º C un medio de reacción 
conteniendo l mM de ADP + 100 mM KCl + 10 mM de CaCl1 en 
amortiguador de TRIS/HCl 50 mM pH 7.5. 

A 70 pl de este medio de reacción preincubado se le 
adicionó una mezcla de 10 pl de saliva + 60 Fl de KCl 100 mM. La 
reacción se dejó trancurrir por 4 horas a 37" e y se detuvo 
adicionando 140 pl de ácido tricloroac9ticó fATC) Ql 10 ~. 

po=tarioriuli::lnte se centrifugó en microfuga por 1 min (en el caso 
de los controles la adicion de ATC se hizo antes de incubar por 4 
horas). El fosfato inorgánico (Pi) liberado se determino en el 
sobrenadante por el método de Russall et al (1984) modificado por 
nosotros. 

La detección dol fosfato inorgánico se hizo de la 
siguiente manera: 

a).- Preparación de la solución A; A 10 ml de acetato 
de sodio 0.5 M pH 4.5 se le adicionaron 70 mq de ácido ascórbico 
y 1 ml de heptamolibdato de amonio al 35 %, se aqit6 
vigorosamente durante 5 min (adquiere un tono amarillo - verdoso) 
y se coloco sobra hielo. 
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b) .-Preparación de la solución B: Se hizo una 
mezcla de arsenito de sodio al 2\ + citrato de sodio al 2\ -+ 
•cido acético glacial al 2%. 

c).-A 200 pl de la muestra problema se le adicionó 
400 µl de la solución A, se mezcló y se dejó reposar sobre hielo 
por iO min . 

d) . - Posteriormente se le adicionó 600 pl de la 
solnci6n B, se agito en v6rtex y se incubó en baño de agua a 37º 
e durante 5 min. 

e) . - 5e leyeron los tubos en un espectrofotometro 
Beckman DU-8 a 700 nm. 

Paralelamente se hizo una curva estandar de fosfatos 
usando una solución de Na2 HPO, anhidro en agua y se utilizaron 
concentraciones da O - 126 nrnolas de Pi, procediendose en la 
forma descrita arriba. 

Se ha reportado la existencia de apirasas 
dependientes de calcio, por lo tanto se probó si en la saliva 
axistia este tipo de apirasa.Esto se hizo de la siguiente manera: 

Al medio de reacción conteniendo calcio se le 
adicionó EDTA hasta una concentración final de 5 mM y se procedió 
de igual manera al protocolo descrito anteriormente. 

Actividad fosfolipásica 

La actividad fosfolipásica se determinó de acuerdo 
al método descrito por Haberman et al (1972) , el cual emplea como 
sustrato yema do huevo en un gel de agarosa en donde se observa 
el halo de degradaci6n de fosfolipidos. El método consiste en lo 
siguiente: 

a).-Preparaci6n del reactivo l: Se mozclaron 12 rnl 
de yema de huevo fresca con 36 ml de NaCl 0.85%, se centrifugó a 
baja velocidad, el precipitado se descartó. 
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b) . -Preparación del reactivo 2: Se disolvieron 
0.3 q de agarosa en 50 ml de amortiguador de TRIS/HCl 50 mM pH 
7.95 en un bado maria. 

e) . -Preparacion del reactivo 3: Solucion de cloruro 
de calcio 10 mM 

d).-Preparaci6n del reactivo 4: Solución de BSA ( l 
mg/ml) en cloruro de sodio al 0.85% 

Se mezclaron O. 5 ml del reactivo l + 50 ml del 
.reacti,to 2 + O. 5 ?:tl del reactivo 3, se vació la mezcla en cajas 
de petri con un espesor aproximado de 3 mm se dejo gelificar y 
posteriormente se hicieron pocitos en los cuales se coloco 20 pl 
de saliva de triatoma. Se utilizo como testigo negativo la 
solución 4 y como testigo positivo una fosfolipasa de veneno de 
serpiente, purificada en nuestro laboratorio. 

Actividad de fosfatasa alcalina 

Se determinó por el método de Leary et al (1983) con 
algunas modificaciones. Se utilizó una placa de ELISA de 96 pozos 
(Costar,Cambridge,USA). 

a). - En el pozo nilmero 1 se adicionó 100 pl de 
saliva de triatoma (1 mg/ml) a partir de ahi se hicieron 
diluciones seriadas hasta l/ 508 con amortiguador de carbonatos 
100 mM pH 7.5 + 150 mM NaCl 

b). -Preparación del sustrato de la siguiente 
manera: Se mezcló .50 pl de dimotil form3mida ~OMF) con 5 mg de 
azul da nitro tetrazolio (NBT) y 2. 5 mg de 5-Bromo-4-Cloro-3 
indoilfosfato (BCIP) y se llevó a un volumen final de 15 ml con 
amortiguador de carbonatos 10 mM + 159 mM de NaCl pH 9.5. 

e) . - Enseguida se adiciono SO pl de sustrato en 
cada pozo, la mezcla se incubó a 37°C por 2 horas. 

d) .- La reacción se par6 adicionando 50 pl de ácido 
etilén diaminotetracetico (EDTA) 50 mM en cada pozo. 

e). - Se midió la absorbencia a 570 nm en un lector 
de ELISA. 
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Para hacer la curva estandar se preparo una solución 
de foafataaa alcalina (Sigma) de 10 pg/ml en amortiguador de 
carbonatos 100 mH + 150 mH de NaCl pH 7.5 . Se adiciono 100 pl de 
esta solución al pozo número 1 y se procediO a hacer las 
diluciones y procedimiento descrito para la saliva. 

Actividades ribrinolitica y Fibrinogenolitica 

Se utilizb el procedimiento descrito por Reich et al 
(191'8) con ligeras modificaciones. Los geles de fibrin6geno se 
prepararon da l3 'i~uiento manera: 

Se preparo agarosa al 1% en amortiguador de TRIS/HCl 
25 mM a pH 7.2 y se mantuvo en un baño de agua a 42°C, también se 
preparo fibrin6geno a una concentracion de 5. 7 mg/ml en 
amortiguador salino de fosfatos (PBS) pH 7.2 a una temperatura de 
42°C. Se hizo una mezcla de 15 ml de cada solución y se vació en 
cajas de Petri con un grosor aproximado de 4 mm, después de la 
gelificaciOn se procedió a hacer pocitos en el gel. 

Para la preparación de los geles de fibrina se procedió 
de la misma manera que para los geles de fibrinógeno, pero a la 
mezcla de las soluciones se le adicionó O. 5 unidades NIH de 
trombina (Siqma) en 50 µl de amortiguador de citrato de sodio 50 
mM pH 7.2 + NaCl 0.5 M. De esta manera se convierte el 
fibrinóqeno en fibrina por acción de la trombina en 
aproximadamente l hora. 

Para probar esta9 actividades se adicionó 20 )11 de 
saliva de triatoma dentro de pozos hechos en el gel, se incubaron 
los geles a temperatura ambiente por 24 horas. Enseguida los 
geles se lavaron con NaCl 150 mM y se ti~eron con negro de amida 
0.01% en metanol al 70% y ácido acético al lOl. 

La actividad fibrinogenol1tica fue seguida por la 
degradación de fibrinOgeno en los geles de agarosa- fibrin6geno. 
La actividad fibrinol1tica fue detectada por la lisis producida 
en los geles de agarosa-fibrina. 
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5.-Tie:mpo de coaqulacibn 

La sangre fue extra ida de una persona sana, que no 
babia toma.do medicamentos durante las 2 semanas anteriores. Se 
colocaron 500 pl de sangre en tubos de plástico y se adicionaron 
20 pl de saliva de Triatoma pallidipenn~ (1 pg/pl). Al mismo 
tiempo se puso en marcha un cronometro. Después, a intervalos do 
10 segundos se inclinaban los tubos hasta que se formo el 
coágulo. Al mismo tiempo se puso un control adicionando en lugar 
de la saliva 20 pl de salind. 

6.-Agregación Plaquetaria 

La sangre fue obtenida de donadoras sanos, 
inmediatamente se mezclo con citrato de sodio O .11 M en una 
relaciOn de 9:1 (V/V), luego fue centrifugada por 10 mina 230 g 
(1100 rpm) en una centrifuga clínica Beck.man. El sobrenadante 
constituye el plasma rico en plaquotas (PRP) el cual se saca del 
tubo con una pipeta pasteur silanizada. El precipitado se 
descarta. Al PRP se 10 adicionó ácido épsilon amino caproico 
(CACA) hasta obtener una concentración final de 10 mg/ml (Hawkey 
1967), esto se hace con el fin de inhibir el activador de 
plasminOgeno en el caso de que estuviera presente en Sdliva. El 
PRP tratado de esta manera se uso en todos los ensayos de 
agregación plaquetaria. En todos los casos el PRP se incubaba en 
un baflo de agua a 37ºC durante el transcurso de las pruebas, 
teniendo cuidado de terminar los ensayos en un tiempo no mayor de 
4 horas contadas a partir del momento de la extracciOn de la 
sangre, porque después de este tiempo la actividad plaquetaria 
bajaba notablemente, por lo tanto los resultados no eran muy 
confiables después de esL~ Lic~r~. L~ ~~regaci6n plaquetaria fue 
seguida por medicibn de cambios en la absorbencia a 600 nm de la 
5uspensi6n (Born & Cross 1963). 

Primeramente so realizo una prueba control de la 
siguiente manera: 

En un tubo de polietilano se mezclaron 400 pl de PRP + 
200 pl da solución tyroda (200 mq CaCl, + B g NaCl + 200 mq KCl + 
l g NaHCO, + 98 mg NaHPO,. 7H20 + 106. 8 mg MgCl.,. 6H 20 se lleva a un 
volúmen final de l litro con agua destilada) + 200 pl de ADP 
(6.25 ¡iM en salina 0.09 %), se colocó el tubo en un baño de agua 
a 37ºC con agitación vigorosa paralelamente se marca el tiempo en 

-26-



el cronómetro y se mide la absorbencia a 600 nm en un 
espectrofOtometro (Beckman DU-50) en celdas de plástico. Se 
hicieron lecturas a intervalos de 30 segundos. Se tomó una 
lectura al tiempo cero (Ao) en todos los casos. 

La mezcla do reacción para los problemas se hizo 
asi: 400 pl do PRP + 200 pl de ADP + 5 pl de saliva + 195 JJl de 
solución t~·rodc, la mezcla sa colocó en el bano de agua a 37'"' C y 
se siguió el mismo protocolo descrito arriba para el control. 

Cálculo do la Actividad A..~tipl~i:ru.ataria (t de 
inhibición do agregación plaquotaria) . 

El cálculo de inhibición de la agregación plaquetaria se hizo a 
un tiempo de 8 min y se emplearon las siguientes fórmulas. 

\ agregación plaquetaria = Ac x 100 
Aiñ 

% inhibiciOn 100 - % agregación plaquetaria 

Donde: 

Ac = Absorbencia a 280 nm del control a un tiempo de 8 min 

Am = Absorbencia a 280 run de la muestra a un tiempo de 8 min 
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III. -RESULTADOS 

1.- RecuperaciOn de 1a Saliva 

Durante el desarrollo de este trabajo nos 
proporcionaron saliva de triatoma de las siguientes especies: 
~ pallidipennis, Triatoma longiponnis, Triatoma mazzotti, 
~ picturata y Triatoma !E en dos fases de su cicl.o 
biológico (adulto y ninfa de V estadio) , 

La saliva nos llegaba al laboratorio cc~;clada 

dentro de capilares sellados. Cada capilar contenía la saliva de 
12 tria tomas. El material se recuperaba como se describe en 
materiales y métodos, posteriormente se procedió a medirle 
proteina por su absorbencia a 280 run, asumiendo que una A¡¡, 0 de l 
era igual a una concentración de 1 mg/ml. 

El material se liofilizó y se pesó el polvo, con 
estos datos se calculó el rendimiento expresado en ug de 
proteina/triatoma. Los resultados de rendimiento obtenidos son el 
promedio de varios lotes recibidos a lo largo del proyecto. Los 
resultados se muestran en la Tabla 2. 

2.-Caracterización Genera1 de la saliva 

En el laboratorio donde realicé este trabajo 
pensamos que en la saliva de estos insectos se pueden encontrar 
componentes con actividades biológicas muy 1nteresantüs d~~d& 61 
punto de vista de la Biotecnologia, por lo tanto, basándome en 
los datos de rendimiento de cada especie (Tabla 2) y en el tamaao 
de población da los triatomas, se decidió hacer la 
caracterización bioquimica de la saliva de ~ pallidipennis 
en su fase adulta. 

Actividades Enzi.má.ticas 

Se probaron las siguientes actividades enzimáticas: 
Actividad proteolitica inespecifica, actividad de fosfatasa 
alcalina, actividad fosfolipásica, actividad fibrinolitica, 
actividad fibrinogenolitica y actividad inhibitoria de la 
agregación plaquetaria (actividad antiplaquetaria) . 
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TABLA 2.-Rendimiento da la saliva de diferentes especies de 
triatominos mexicanos en dos diferentes estadios de .su ciclo 
biol6qico. 

ESFECIE ETA!>A REllDIMIEllTO 
uq saliva/triatoma 

~ ,eallidie:ennis adulto 112 .!. 37 

~ e:allidieennis ninfa V estadio 25 .!. 

~ lon2ieennis adulto 85 .!. 26 

Tria toma longiJ2ennis ninfa V estadio 23 .!. 

Triatoma ~ adulto 89 .!. 14 

Tria toma ~ ninfa V estadio 22 .!. 

Tria toma eicturata adulto 87 .!. 

~.!E adulto 75 .!. 

Los valores mostrados en la tabla son promedios ±. OS de un 
número variable de datos (n) . 
DS:Desviación estándar. 
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TABLA 3.-Actividades enzimaticas probadas en saliva de Triatoma 
pallidiponnis. 

ENZIMA RESULTADOS 

Actividad anticoagulante positiva 

Actividad fibrinogenolitica neq.::itiva 

Actividad fibrinolitica :i.egativa 

Apirasa positiva 

Fosfolipásica nagativa 

Fosfatasa negativa 

Proteasa inespecifica negativa 
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenidos. 
Como se observa las actividades que dieron resultados positivos 
fueron la actividad apirasa y la actividad an~iplaquetaria. 

Tiempo de coaqulaciOn 

El tiempo de coagulación es el tiompo que nocesita 
la sangre para coagular despues da ser axtraiúd Jel organi~ma. ~e 

sabe que el tiempo de coagulación para individuos normales varia 
entre 6-10 minutos. Tiempos más largos indican que existe alguna 
anomalia que interfiere con el proceso de coagulación. 

Se obtuvieron los siguientos resultados; 

Saliva de Triatoma pallidipcnnis 40 min 10 s ~ B min 46 s 

Control 6 min 23 s ~ O min 29 s 

Los resultados son el valor promedio ±. desviación 
estándar de 3 determinaciones. 

Análisis Electroforético de la Saliva de Triatomas. 

Sabemos que en ocasiones los entomólogos se 
encuentran con problemas para clasificar algunas especies de 
triatomas, en estos casos los patrones electroforéticos pudieran 
ayudar a su clasificación sistemAtica. 

Se hizo un corrimiento electroforético en geles de 
poliacrilamida al 12.5% en presencia de SOS de saliva de 
diferentes especies de triat6minos adultos esto se puede observar 
en la Figura 8. 

Además se hizo un gel de gradiente de 8-15 % en 
presencia de SOS y 2-mercaptoetanol, con saliva de diferentes 
especies diferenciando entre macho, hembra y ninfa de V estadio. 
Este gel se muestra en la Figura 9. 

Como se observa en el gel, cada especie presenta un 
patrón electroforético caracteristico, con algo en común, que es 
el hecho de que existe un predominio importante de componentes 
proteinicos de bajo peso molecular (15 a 25 Kd). 
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FIGURA 8,-PATRONES El.ECTROFORF.TICOS COMPARATIVOS DE 
SALLVA OE TRIATmlA DE lHFERENTES ESPE.ClES. 
l)marcadorus <lt: pc~o mn lccul.:tr 
2)Triatnmn pal lid!pt!nnb 
3)Triatoma m~1uott i 
4)Triatom.1 ~·ni~ 
S)Tr iatoma pictur~n.1 
6)Triatoma sp 
En~os carriles ne aplicó el equivalt?nte a 5 ug 
de proteína. 
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FlGL!HA 9.-l'ATRONES EU'.CrRUFURETlCOS cn:-!PAR:-\TlVOS DE SALl\':\ fJE THI,\TQ!>t,\ 
DE DIFERENTES ESPECIES Y SEXO. 
1.a foto~raf{a curresptinde a un gel dt! pul l.1crilamidJ. de ~r.1dü.•ntc 
(8-15Z) en prt!scnclil de SOS y ¿-mcrcaptoet.incil. El ¡..;1.d fue t1..·ilido 
con .:1zul dt.! c:oom:is~it.• y ti.l<lPs los c.1rrilcs contienen lO ~1~ de pn•

tc {na. 
l)marc:,1don•s de pe~o molecular 2)Tri:1tllm<l pallidlpennis m<tcho 3)Triatuma 
longipcnnis hembra l1)Triatoma lom~ipennis ninfa S)Triatoma pal lidipcnnis 
macho b)Trlntoma ¡rnllidipennis ht.!mbr.1 7)Triatoma pailidip1rnnis nin(a 
fl)Tri.1tom.1 mazzotti macho 9)Tri.Jtoma man;otti hembra lU}Trintoma mazzotti 
nlrÍf~1- i"üTrfoltO~a -E..!.Eturat.1: -1-i)Yi~;.;-~;--~~·¡~-fJ)marcadores dl! p~so molecu
lar. 
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Enfoque Iaoeléctrico 

Por otra parte, la saliva de Tr1atoma. 
pallidipennis, Triatoma mazzotti, Triatoma longipennis y Triatoma 
!E. fueron analizadas en un sistema de enfoque isoeléctrico, 
utilizando un gradiente de pH de 4-9. 

enfoque 
Las preparaciones de saliva 

isoeléctrico presentan una 
aplicadas en geles de 

mayor proporción de 
ccepcnentcs con p~~to~ i~~aléct=icos ~ci:os, si bié~ existan 
algunos fuertemente básicos, como se puede ver en la Figura 10. 

3.-Fraccionamiento Cromatográfico de la Saliva 

En vista de los resultados obtenidos (Tabla 3) se 
realizó una cromatografia de exclusit!>n molecular en una columna 
de Sephadex G-75 fino, con la finalidad de fraccionar los 
diferentes componentes de la saliva, y de esta manera separar (si 
fuera posible) las actividades correspondientes al componente con 
actividad apirasa y al componente con actividad inhibitoria de la 
agregación plaquetaria (actividad antiplaquetaria) . El perfil 
cromatográfico de la saliva se muostra en la Figura 11. 

4.-Actividad antip1aquetaria o Actividad inhibitoria 
de la agreqación p1aquetaria. 

Se procedió a medir la actividad antiplaquetaria de 
saliva total de Triatoma pallidipennis, utilizando como inductor 
AOP. La Figura 12 muestra una gráfica de absorbencia a 600 nm 
contra tiempo (min), donde se puede observar la cinética do 
agregación plaquetaria. El control presenta una cinética de 
máxima agregación, en tanto que las muestras con diferentes 
cantidades de saliva no presentan agregación, es decir, la saliva 
inhibe la agregación plaquetaria en un 100% bajo las condiciones 
descritas y en todas las concentraciones de saliva utilizadas. 
Por otro lado, a1 preincubar el inductor de agregación, el ADP, 
con 100 ul de saliva (100 pg) el resultado fué idéntico, es 
decir, no hubo agregación plaquetaria (resultados no mostrados). 
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FIGURA 10 t::~f(H~Ul:: lSOELLCTRICO n~: Si\Lt\',\ n~: UIFEH.ENTES ESPECll'.;~ 

DE TRl.\TOHAS. Sl.' utiliz.irtln minl~t.•lt.•s ciin un ¡.;r;uliL•ntc 1.fo pH Je 
4-9 y se tiñeron ccin plat.i. sl.' .1plicun1n J 111-\ de pn1t~ína por 
l!arrll. 
l)Tri.atom.t pallldipt•nnl!-i 
2)Tr i.att.im.1. m:tzzott i 
J)Triatoma 1!...!_t.~tur.ota 

4)Triatorna sp 
.))~ !~~~:~ ...... ~,·i.; 
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FIGURA 11.-CROMATOGRAFIA DE EXCLUS!ON MOLECULAR EN SEPHADEX G-75 FINO 
DE SALIVA DE~ pallidipcnnis. Se npl,tearon 7.5 mg de saliva en 
las condiciones mencionadas en materiales y métodos y se procedió a 
medir la absorbancia a 280 nm y el % de inhibición de agregación pla
quetaria a 8 minutos de cada una de las fracciones. 
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FIGURA 12.-CINETlCA DE lNHlBICION DE LA AGREGACJON PLAQUETARIA CON 
SALIVA TOTAL DE~ póllltdipennis Omg/ml). 
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Por otra parte, se midió el porcentaje do inhibición 
de la agregación p1aquetaria a e min en las fracciones 
provenientes de una cromatografia de exclusión molecul~r en 
Sephadex G-75, esto se puede observar en la figura 11. Se ve que 
el máximo de inhibición de la agregación concuorda con el pico de 
proteina. Además, hay otras dos zonas que también inhiben la 
aqregación. Para reali%ar astas pruebas se emplearon 5 pl de cada 
una de las fracciones. 

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de la 
fracción 19, en presencia de ADP como inductor. Esta fracción 
presento una máxima inhibición do la agregación plaquetaria. 

5.-Activida.d Apirasica 

La actividad apirasica se ha relacionado con un 
papel antihemostático , por esta razón se montó el ensayo para 
buscar una posible actividad apirasica en saliva de triatorna. 

La actividad apirasica de saliva total de Triatoma 
pallidipennis se midió a intervalos de 10 min de incubación, 
desde un tiempo cero hasta 120 min. Esta cinética se ilustra en 
la Fiqura 14. Se observa que sigue un comportamiento lineal. Se 
calculó una actividad especifica de 1064 nmoles de fosfato 
liberado/hora / mg de proteina. 

Dado que las apirasas reportadas en otros sistemas 
biológicos caen dentro de dos grupos, las qua dependen de Ca~· 
para su actividad y las que no, (Ribeiro & Garcia 1990, Ribeiro et 
al 1986), se realizo una pruebo poni.:i:.d..:; <ll ~edlo de reacción 
EDTA como se detalla en materiales y métodos. Los resultados 
obtenidos se presentan en la Tabla 4 y muestran una inhibición 
máxima del 60 % en presencia del quelante, lo que sugiere la 
presencia de más de un componente enzimático en la saliva. 

En las fracciones provenientes del Sephadex G-75 se 
probó actividad apirásica. El comportamiento d@ la actividad 
apirasica se muestra en la Figura 15 junto con el perfil 
crornatográfico. Puede observarse que la actividad apirásica 
parece estar compuesta de tres componentes. El primero, de mayor 
peso molecular, se encuentra localizado en la fracción Ia y parte 
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FlGUk.A 13.-CINETICA DC: l~HlBlClúN PLAIJUETARlA DE LA FRACCION 19. 
La fracción 19 1,rovcniente dd Seph11Jex G-75 presentó el máximo 
porcentaje de inhib!ción a un tiempo de 8 minutos. 
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FlGCRA ll •• -ClNE'rlCA m: l.A ACTIVIDAD APIRASA PRESENTE EN SALIVA DE 
~ pallidipennts. 
Se mtdió la actividad apirasa en saliva total a intervalos regulares 
de tiempo. Pnra esta determinación se utilizaron 15 ug de prote1na 
por muestr;1. Se calculó una actividad esped.fica de 1064 nmoles de 
fosfato liberado/hora/mg de proteína. 
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TABLA 4.-Dependencia de calcio de la apirasa presente en 
saliva total da Triatoma pallidipannis. 

ENSAYO ACTIVIDAD ESPECIFICA 
(nmoles Pi/ h f mg proteina) 

sustrato/Ca++ 1206 ! 92 

Sustrato/Ca++/EDTA 466 ! 31 
5 mM 

Los valores son el promedio ! so de tres experimentos 
independientes. 
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FIGURA 15.-F'RACClll:-.IA.'1lE~TO CROXAfOGRAFlCt) DE SALlVA DE TrLltoma 
pallldipt'nnl7. ~O m~ de s.1liv.1 se ~l1lubillz,Hon en 0.6 ~ 
agua bidestil.tda, ->c :iplicat«rn .1 UCl<l ..:.,lurnn:1 de SL'phadex C-75 
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da la Ib; al segundo abarca el final de la fracción lb y la 
primera mitad de la fracci6n II; finalmente, el último 
componente,que aparece como un hombro del pico de actividad 
anterior, comprende el resto de 1a fracción II. 

En la figura 16 se muestra un gel do poliacrilamida 
al 12.5% . En los carriles 2 y 3 las muestraz fccron tratadas con 
SOS, en tanto qua las muestras de los carri los 4 y 5 fueron 
tratadas con SOS y 2-mercaptoetanol. En el carril 2 se aplico 5 
ug de proteína de saliva; en el carril 3 se aplicó 5 }19 de 
proteina de la fraccion la, ss vbsa:-.r.:i o:r.:e -=::!" i ~t P do3 bandas de 
muy alto peso molecular que no entran al gel separador, se ve, 
además, otra banda muy intensa con un peso molecular aparente de 
87 Kd . En el carril 4 so aplico 5 pg de la fraccion Ia, en este 
carril se ve que en condiciones reductoras desaparece el doblete 
que no logro entrar al gel separador en ausencia de 2-
mercaptoetanol, se conserva al componente de 87 KO y aparece un 
doblete de alrededor de 50 Kd. En el carril 5 se aplic6 5 pg de 
saliva en presencia da 2-mercaptoetanol. 

Se real.i.xo un intento para fraccionar el corte ta 
proveniente de la cromatografia de saliva en Sephadex G-75, a 
fin de conseguir 1a apirasa de esta fraccion en forma homogénea. 
Para esto, e1 corte Ia se hizo pasar a través de una columna de 
intercambio iónico empleando DEAE-celulosa equilibrada con 
amortiguador de TRIS/HCl 20 mM pH 7.25. Se eluyo con un gradiente 
lineal de NaCl de O - 0.2 M, al final se aplicó lM de NaCl. Se 
obtuvieron 2 picos de proteina, uno al inicio del gradiente y el 
otro después de aplicar NaCl lM. El cromatograma no se muestra,ya 
que la actividad enzimática se peni.i..6 por cc::-:rol~to rl~spués de 
este fraccionamiento. 
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FIGURA ló.-ELI:CTHOFORESIS DE LA AP1RA5A PRF.SENTE f.N LA FRACCION la 
!)marcadores de peso molecular 
2)saliva total en presencia de SUS 
3)frncción la en presencia de SOS 
4)Fracciún Ja en prei;~ncia de SOS y 2-mercaptoetanol 
S)saliva total en presencia de SOS y 2-rnercnptoetanol. 
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XV.-DISCUSIOH 

Los tria tomas, al igua1 qua otros animales que se 
alimentan da sanqra, enfrentan para alimentarse el gran problema 
de inactivar loa mecanismos hemostllticos de sus vi..ctimas. La 
hemostasia as un mecanismo da defensa muy complejo y eficiente, 
presente en todos los animales vertebrados, que tiene como 
función especifica prevenir la pérdldA excesiva de sangre si se 
lesiona el sistema vascular. En condiciones normales, una herida 
similar a la ocasionada por la probaseis do una chinche triatoma, 
dejaria do sangrar en menos do 15 segundos. Sin embargo, en el 
caso de Tri;itc~a pallidlo~nnis adulto e!I capa:z, en 15 a 20 
minutos, de ingerir de 1 a 2 ml da uangre, que equivale a dos o 
tres veces su paso corporal. Estas observaciones demuestran de 
manera emp1rica que estos insectos poseen la capacidad de inhibir 
la hemostasis del hospedara del que se alimentan. 

De hecho, durante los últimos 10 años, el grupo de 
Ribeiro ha descrito una serie de actividados antihemostáticas en 
la saliva de otro triatomino, el ~ prolixus (Ribeiro 
1987). La conclusión más destacable de sus observaciones es la 
presencia da compuestos que actúan en varios niveles del sistema 
hemostático, desde la inhibición de la contracción de los vasos 
sanguineos hasta la interferencia en las vías que llevan a la 
formación del coágulo de fibrina, sin dejar a un lado la 
interferencia en la agregación plaquetaria por mas de un 
mecanismo. 

S.l. &d dája a -..:n ladi::> .,.1 interés meramente biológico 
que todos estos compuestos tienen, su estudio puede conducir al 
desarrollo da nuavoa y mejores fármacos que puedan aplicarse en· 
el tratamiento de padecimientos tromboemb6licos. Basta, pax·a 
ejemplificar asta aseveración, observar el caso de los 
activadores de plasmin6geno que se encuentran en la saliva del 
vampiro Desmodus rotundus (Gardell et al 1989; Hawkey, 1967; 
Kratzctunar et al ~ que están impactando fuertemente el 
desarrollo de la sequnda qeneraci6n de activadores de 
plasmin6geno (tPAs) (Higgins ' Bennett 1990). Es este el marco en 
que se encuadra el presente trabajo. 

Dado que no existe información alguna respecto a la 
bioquimica o las actividades antihemostáticas de la saliva de 
ninguna especia del género Triatoma, el objetivo fundamental de 
esta tesis fue iniciar el estudio de algunas de las 
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earacteristicas bioquimicas y actividades biológicas relevantes 
de la saliva de Triatoma pallidipennis. Este estudio se debe 
entender dentro da un contexto mucho más amplio de los intoreses 
y objetivos de los grupos involucrados, los da los Drs. L.D. 
Possani y A. AlagOn. 

Asi las cosas, el primer problema enfrentado para 
iniciar el presente trabajo, fue el desarrollo do un método 
eficaz y rápido, para la obtención del material biológico. Los 
triatomas tienen la particularidad de salivar, como mecanismo de 
defensa, ante amenazas externas como puede ser la manipulación de 
su cuerpo, en particular, su prenoto. Basados en esta 
observación, uno de mis tutores, el Dr. Possani, tuvo la idea de 
estimular mecánicamente a los insectos al tiempo que se recogia 
la saliva producida con un tubo capilar. 

Existe una referencia (Ribeiro & Garcia 1980) do 
otro procedimiento para obtener saliva de otro triatomino, el 
Rhodnius prolixus, que consiste en hacer picar a las chinches una 
bolsa de celofán con agua caliente (38ºC); los insectos secretan 
saliva al no encontrar sangre. La saliva, entonces, se colecta en 
bolsa, de manera muy diluida, y de ahi se concentra para su 
recuperación. El procedimiento utilizado por nosotros resulta 
rápido y tiene la ventaja que la saliva no se diluye como con el 
procedimiento de Ribeiro, ya que se obtiene directamente dentro 
de capilares y su recuperación es con volúmenes peque~os de agua. 
Una ventaja adicional de nuestro procedimiento es que el fluido 
obtenido se encuentra a temperatura ambiente y que después de 
colectar la saliva de 12 especimenes, los capilares son 
congelados rápidamente. Esta nueva forma de proceder, minimiza la 
posibilidad de que algún componente de la saliva sufra alguna 
alteración. 

La Tabla 2 muestra los rendimientos en peso de 
saliva obtenida de diferentes especies de triatomas. Se puede 
observar que la especie que da un rendimiento mayor es Triatoma 
pallidipennis , seguido de Triatoma mazzotti, Triatoma ~a, 
Triatoma longipennis y Triatoma !.E.· Este orden puede 
correlacionarse directamente con el tamado del insecto, ya que 
Triatoma pallidipennis tiene un tama~o mayor que las otras 
especies, y el resto sigue aproximadamente el orden indicado. Con 
respecto al estadio de vida, la forma adulta es la que da un 
mayor rendimiento, y se puede pensar en la misma razón, ya que 
las ninfas tienen un tamado menor que la forma adulta. Además en 
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la fase ninfal 1 es dificil distinguir entre si a las especies 
estudiadas, y para no mezclar saliva de dos especies, preferimos 
trabajar con la fase adulta. De estos resultados se partiO para 
decidir la especie de triatoma para trabajar con mayor 
profundidad a lo largo del proyecto y se oligió a ~ 
pallidipennis en su fase adulta. Ademas de que es una especie muy 
prolifica y fácilmente adaptable a su cultivo en el laboratorio. 

A fin de tener una impresión tanto de la complejidad 
co~c de las diferencias de las salivas de triatomas de diferentes 
especies y estadios de áesa~rvllc, roali~o un análisis 
electroforético on gt1les de poliacrilamida en presenci.a dts SDS 
{Figs, By 9) y otro mediante isoolectroenfoque (Fi9. 10). Cabe 
resaltai:- varias cosas: l) Las salivas son mezclas complejas de 
pi:-oteinas; por isoelectroenfoque puede apreciarse mejor esta 
situación. 2) Los componentes proteinicos más abundantes tienen 
pesos moleculares entre 15 y 25 Kd. 3} Los puntos isoeléctricos 
del grueso de las proteinas caen dentro del intervalo que va de 
pH 4.2 a pH 6.4, si bien existen algunos componentes fuertemente 
básicos. 4) Las especies de triatomas tienen patrones proteinicos 
identificables como propios. 5) En términos generales, las 
diferencias de l.os patrones electroforeticos por sexo y por 
estadio de desarrollo dentro de una misma especie, son más de 
carácter cuantitativo que cualitativo. 

Ya con ~ pallidipennis, quisimos ver el 
efecto grueso c¡ue su saliva tenia sobre la coagulación de la 
sangLá; p3ra Aste fin empleamos una prueba que mide el tiempo en 
que la sangre coagula en un tubo dú o:::::ayo. Se observó que la 
saliva retardaba considei:-ablemente el tiempo de coagulación de la 
sangre. Este resultado mostró que la saliva de~ 
pallidipennis tiene acción antihemostática poderosa. Para la 
caracterización de la (s) molécula (e) que ejercen esta acción, 
comenzamos por determinar una serie de actividades enz.imáticas, 
qua directa o indirectamente, pudieran estar relacionadas con la 
actividad antihemostática (Tabla 3) . 

Primeramente so midieron la actividad fosfolipásica 
y actividad proteolitica inespec1fica, las cuáles dieron 
i:-esultados neqativos. 

Estos tipos de actividades 
prevalentes en los venenos de especies animales, 
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salivas especializadas, si bien, con otros propósitos (Tu et al 
1967, Tu,1977, AlaqOn et al 1982). De hecho, en particular con 
las proteasas inespecificas, es posible vislumbrar mecanismos 
hemorrágicos. Este resultado negativo fue indicativo de que las 
propiedades antihemostáticas de la saliva estudiada son mas 
selectivas. 

También medimos actividades proteoliticas 
especificas que en otros modelo9 interfieren con la formación del 
coágulo de fibrina o, bien, proceden a su degradacion en caso de 
que se forme. La saliva de Triatoma pallidipennis no tuvo 
actJvidad degradatoria do fibrinógeno, qua es una actividad muy 
provalente en los venenos do !;Crpiontos do 1;:1 familiil de los 
crotálidos (Rosonfeld,1964). Esta actividad degrada al precursor 
inmediato de la fibrina, disminuyendo o aboliendo la capacidad de 
formar coágulos. La actividad fibrlnolitica, que también fué 
neqativa, puede ser ocasionada por dos mecanismos: el directo 
involucra la destrucción de la fibrina por actividades 
enzimáticas del tipo do la plasmina y se ha demostrado en venenos 
de serpientes (Mackay et al 1970); el segundo activa al precursor 
de plasmina, el plasininOgeno, con lo que se logra un sistema de 
amplificación mucho más eficiente para la degradaciOn de los 
coágulos. El mecanismo indirecto opera en la saliva del vampiro 
(Hawkey 1967). Hay que destacar la ausencia de activador de 
plasmin6geno en la saliva de Triatoma pallidipennis ya que se 
tratarla de una actividad con un potencial de uso en la clinica 
muy alto. 

Otra actividad enzimática que exploramos y que también 
resultó negativa fue la de fosfatasa. Medimos esta actividad con 
&l prOpÓSitO d9 Ír!P.nti 'fiCAr 1'Ctivir:b1t:!C!'~ rr.1P p•Jdiera!'\ d._egradar 
AOP, que es un fuerte inductor do la actividad plaquctaria, De 
hecho otra actividad fosfatásica, especifica solamente para ADP y 
ATP, resultó positiva y fué una de las actividades que exploramos 
con mayor detalle en esta tesis (ver ir.ás adelante) . 

En este punto vale la pena hacer una recapitulación 
de los distintos niveles en que puede interferir con el mecanismo 
normal hemostático. 

En condiciones fisiológicas cuando un vaso sanguineo 
es seccionado o da~ado, se inicia una serie de eventos que llevan 
a la formación de un coágulo (hemostásis) y conduce al "sellado" 
del vaso sanguineo. Esto es resultado do tres mecanismos 
diferentes, que actúan conjuntamente: a} la vasoconstricción 
local, b) la formación de un tapOn de plaquetas, e) la activación 
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de factores presentes en el plasma sanguineo que dan lugar a la 
formación da una malla de fibrina insolublo y d) el proceso es 
revertido a través da la degradación del coagulo de fibrina. 

Existen trabajos de Ribeiro y Garcia (l98lc, 1982) 
que domuastran que en saliva de Rhodnius prolixus existen 

substancias que interfieren con ~ecanismo (a) de 
vasoconstriccion, ya qu~ encontraron un tactor con actividad 
antitromboxano ~ (Riboiro 1902) y otro factor antiserotonina 
(Ribeiro 198lc) 1 se sabe que el tromboxano A1 y la serotonina son 
potentes vasoconstrictores. En este trabajo no se exploró si en 
la saliva de Tri~to!"l'a pa!!idipc:-.:-. .!..':> ~xi.:::.t:.un o 110 fact:.ores con 
efectos inhibidores do vasoconstricción o directamente 
vasodilatadores. 

La interferencia con el mecanismo (b) está presente 
en la saliva de Triatoma eallidipennis, como lo veremos adelante. 

El mecanismo (c) prasenta múltiples puntos en los 
que se puede ejercer una acción inhibitoria. Baste sólo mencionar 
que la saliva de Rhodnius prolixus también actúa a este nivel 
(Hellman & Hawkins 1964), asi qua es muy probable que la saliva 
de trlatomas también interfiera con este mecanismo. 

En cuanto a una acción en el nivel (d) 1 es decir, 
en el proceso degradatorio del coágulo, como se mencionó y 
discutió anteriormente, la saliva de Triatoma pallidipennis no 
tuvo efecto alguno. 

Asi las cosas, el resto de la presente discusión se 
centra an el mecanismo (b) y en particular la acción de la 
apirasa salival. 

Para explorar el mecanismo (b), de formacion del 
tapón plaquetario 1 se montó una técnica para medir la agregación 
plaquetaria, tomando como referencia el método de Born & Cross 
(1963) . Co.oo on nuastro laboratorio no contamos con un 
agregómetro comercial, tuvimos que hacer adaptaciones a la 
técnica de Born, estandarizando nuestro propio método, el cuál se 
detalla en la sección correspondiente. 

Existe una gran variedad de substancias que inducen 
la agregacion plaquetaria, entre las cuáles se encuentran AOP 
(Sorn' Cross 1963), epinefrina, sarotonina, enzimas 
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protaoliticas (trombina, tripsina, papaina, algunas 
proteol1ticas de venenos de serpientes), colagena, 
antibióticos (ritostatina) y algunos acidos grasos 
araquidonico (Douglas et al 1978) 

enzimas 
algunos 

como el 

Se sabe que el ADP in vitre y también en condiciones 
fisiológicas (Gaardner et al 1961, norn & Cross 1963, Honour & 

Mitchell 1963, Davey & Lander 1964) es el principal nucle6tido 
que causa la agregación plaquetaria, por lo cual se monto la 
técnica de agregación plaquetaria utilizando como inductor ADP. 

En primer lugar se probaron 2 i.:0111.:.t:tnli:~civn.::s d..u 
ADP: 12. 5 y 6. 25 pM. Bajo las dos condiciones se obtuvieron 
respuestas secundarias de la agregación plaquetaria (datos no 
mostrados), Esto concuerda con lo reportado en la bibliografi.a 
donde indican que concentraciones de ADP arriba de 1 pM inducen 
la reacción de liberación y como consecuencia se produce la fase 
de aqregaciOn secundaria, la cual es irreversible (Mustard 1970, 
Holmsen 19 72) . 

Con el anterior resultado se decidió trabajar todos 
los demás experimentos de agregación plaquetaria utilizando ADP a 
una concentración de 6.25 pM. que es, de hecho, una concentración 
frecuentemente utilizada por otros autores para la inducción de 
la agregación plaquetaria de mamiferos. 

Se hizo una serie de experimentos de agregación 
plaquetaria utilizando diferentes cantidades de saliva de 
~ pallidipennis (100, 25, 5 pl) en una concentracion ae 
lug/ul. En las tres condiciones se inhibe la respuesta de 
agregación plaquetaria en un 100 % Estos resultados estan 
graficados en la Figura 12. AUn queda por hacer un experimento 
dosis-respuesta, para encontrar cuál es la cantidad minima de 
saliva que produce una respuesta inhibitoria de la agregación 
plaquetaria. Sin embargo, el hecho da que aún 5 pg de saliva de 
Triatoma pallidipennis haya inhibido totalmente la agregación 
plaquetaria, indica que su potencia es muy alta. Para ilustrar 
esta aseveración basto decir que para lograr un efecto 
equivalente con la saliva del vampiro, es necesario añadir 800 o 
mas pg de saliva (Astorga, E. 1991). 

Los experimentos descritos en el párrafo anterior se 
realizaron de manera usual, es decir, el ADP se añadió de forma 
inmediata a la mezcla saliva/amortiguador/PRP. 
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Otro resultado, que no se muestra, en que la mezcla 
saliva/amortiquador/PRP fuá preincubada durante 10 min a 37ºC 
previamente a la adiciOn del inductor dieron resultados 
semejantes; es decir, que a las dosis de saliva empleadas no hubo 
diferencias en la respuesta inhibitoria con o sin preincubaciOn 
del PRP con la saliva, probablemente, debido a que se estaban 
empleando dosis muy altas. 

En paralelo, con la hipotesis de que la saliva 
ejerciera la inhibiciOn degradando el ADP {actividad de apirasa) 
se hizo otro experimento en el que el inductor fue preincubado 10 
min a 37RC con 100 µg de saliva. El resultado experimental, que 
era el o~pü:~d~, fu~ la abolición de la agregación plaquetaria. 
Si juntamos este resultado con los descritos en el párrafo 
previo, hasta lo que se sabia en este momento del desarrollo de 
este trabajo, es posible plantear dos hipótesis: 1) La saliva 
tiene una actividad apirásica muy potente capaz de degradar al 
ADP en forma casi instantánea o, 2) La saliva además da tener 
actividad apirásica contiene otra(s) substancia{s) que inhiben la 
agregación de forma rápida y actuando en otro nivel. Como se 
describiO en los resultados sabemos que la saliva tiene apirasa y 
por otros experimentos que no forman parte do esta tesis, se sabe 
que existen otros dos factores que actúan a este nivel, por lo 
cual, ahora se sabe que la segunda hipótesis es la correcta. 

Al medir directamente actividad de apirasa en saliva 
de Triatoma pallidipennis se encontró una actividad especifica de 
106~ de ADP hidrolizados por mg de saliva, en el lapso de 
una hora. Esta actividad especifica resulta bastante 
significativa si la comparamos con la actividad de un preparado 
se:.mlpuri!icc.<la <ltt apirasa de papa que tue de 200 nmoles/h/mg 
(Astorqa, E.1991). 

Por osta 
caracterizar mejor la 
Triatoma pallidipannis. 

razón, nos abocamos a fraccionar y 
actividad apirásica en la saliva de 

Se fraccionó la saliva de ~ pallidipennis en 
una columna de Sephadex G-75 fino (Fi9. 11) y se probó la 
inhibición plaquetaria a 8 min en cada una de las fracciones 
colectadas. Se observa la presencia de un pico máximo da 
actividad inhibitoria da la aqregaciOn plaquetaria que coincide 
con el pico de proteinas de alto peso molecular y también existen 
otros dos picos de actividad inhibitoria en la zona del pico 
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principal da 
proveniente da 
praaant6 al 
plac¡uataria. 

protainas qua eluya después. La fracción 19 
la cromatoqrafia de exclusión molecular es la que 
máximo efecto inhibitori.o de la agregación 

En la Fig. 13 se muestra la cinética de agregación 
plaquataria en presencia da 5 ul del tubo 19; se ve que se 
produce la respuesta primaria de la aqregaci6n, pero no ocurre la 
segunda fase, revirtiendose la agregación inicial. La 
interpretación a este resultado, es congruente con la presencia 
de apirasa que, al consumir el ADP, disminuye su concentracion 
por debajo da lpM (Mustard et al 1970, Holmsan 1972) situación 
en la que no puede ocurrir la reacción de liberación plaquetaria 
que hace a la aqreoaciOn irreversible. 

Al medir la actividad apirásica en las fracciones 
provenientes de otra cromatografia de saliva de Triatoma 
pallidipennis desarrolladas bajo las mismas condiciones (Fig. 15) 
se observaron nuevamente tres picos (dos claros y un hombro) con 
actividad apirásica. El primero coincide con la fracción de mayor 
peso molecular y con el primer pico con actividad inhibitoria de 
la agregación plaquetaria. Los otros dos en términos generales, 
siquen el patrón de los otros dos picos con actividad 
antiplaquetaria. 

Dado que mediante el uso de EDTA se pudieron 
distinguir dos tipos de actividades de apirasa (una dependiente 
de calcio y otra independiente, Tabla 4) es posible que las 
apirasas separadas por filtración en gel correspondan a dichos 
tipos. Falta por realizar experimentos de inhibición con 
quelantes de las mismas para poder afirmarlo. Vale la pena 
resaltar que la actividad apir~sica descrita para otro triatómino 
(Rhodnius prolixus) es totalmente dependiente de calcio (Ribeiro 
1986). 

Para los siguientes experimentos 
continuar con la fracción Ia de la Fig, 15 dado 
fracción con mayor actividad especifica (11,400 
liberados/h/mq. 

se decidió 
que era la 

nmoles Pi 

El análisis electroforétlco en geles de 
poliacrilamida/SDS de la fracción Ia aparece en la Fig. 17. En 
condiciones no reductoras dos bandas de muy alto peso molecular 
que ni siquiera entran al gel separador y otra banda con un peso 
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molecular aparente de 87 Kd; en tanto que en presenci11 de 2-
mercaptoatanol, apareció un doblete de alrededor de 50 Kd y 
desaparecieron las doa bandas de altisimo peso molecular en tanto 
que la banda de 87 Kd penaaneciO. Si bien ésta óltima esta 
formada por dos bandas da paso molecular similares. 

Los intentos para dotectar ''in situ" la actividad 
apirasa fueron infructuosos, dado que la actividad no pudo ser 
restablecida substituyendo el SOS por Tritón X-100 (resultados no 
mostrados) . 

El intento de separar las proteinas de la fracción 
Ia por intercambio cati6nico en resina CM-32 dieron por resultado 
la pérdida total da la actividad enzimática. Es importante 
mencionar que los experimentos de fraccionamiento se hicieron en 
varias ocasiones con loa resultados descritos. 
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V. -CONCLUSIONES 

Las conclusiones mas destacables del presente trabajo son: 

1.-Se desarrollt:> un nuevo método para la obtención de saliva de 
triatomas, bajo condiciones fisiológicas. 

2.-Por primera vez sa reporta el rendimiento de saliva que 
proporcionan algunas especies do triatomas, cultivadas bajo 
condiciones de laboratorio, la especie que dió un mayor 
rendimiento fue Triatoma pallidipennis, por lo cual se decidió 
trabajar con esta especia a lo largo de! prcyecto. 

3,-Mediante un análisis electroforético se demostró que la saliva 
de triatomas es una mezcla compleja de proteinas, en la cual 
predominan los componentes de bajo peso molecular (15-25 l<d) y 
componentes con puntos isoeléctricos ácidos (pH 4. 2 a pH 6. 4) , 
aunque existen algunos fuertemente básicos. 

4.-Las diferentes especies de triatomas tienen patrones 
proteinicos identificables como propios. 

5.-La saliva de ~ e_allidipennis no 
fosfolipásica, fosfatásica, fibrinolitica, 
proteolitica inespecifica. 

contiene actividades 
fibrinogenolitica y 

6. -La saliva de ~ pallidipennis retarda en forma 
considerable el tiempo de coagulación de la sangre, lo que 
sugiere la presencia de cierta{s) substancia{s) que eventualmente 
tuviora{n) utilidad terapéutica. 

1.-Se encontró la presencia de una enzima con actividad apirásica 
muy alta. 

8.-La saliva tiene una fuerte acción inhibitoria de la agregación 
plaquetaria, debida, en parte, a la presencia de la apirasa 
presente. 

9. -Con esta tesis secontribuyb al conocimiento d4? la bioquímica 
básica de la saliva de los triatominos, además, se abrieron 
varios caminos para el estudio y caracterización futura de 
substancias poco convencionales que pueden resultar de utilidad 
terapéutica en varios padecimientos relacionados con la 
hemostásis. 
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