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que en las salivas de los animales hematófagos se encuentran 

com·puestos que interfieren con los mecanismos de la coagulación de la 

sangre o hemostasis (Figura 1) en las lesiones causadas a los animales de los 

que se alimentan( 1 a 3l. Entre las especies hematófagas que se han explorado 

están las chinches trialomas, ciertos mosquitos, las moscas de la arena, las 

moscas tsetse, las garrapatas, las sanguijuelas y los murciélagos vampiro. 

J.M.C. Ribeiro propone un diagrama al lamente esquemático de los eventos 

relevantes de la hemostasis y la inflamación que ocurren en los sitios de 

alimentación de los artrópodos hematófagos (figura 2). 

/
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:-nl~dia~ores. libcrados ~.cons~uenci3 de la lesión celular. En ta pane central, los fenómenos 

cauS.adqs por los· mediadores. A la derecha están las contribuciones de los leucocitos a ta 

hemostasis e inflamación. Abreviaciones: ANAP, ariafilotoxina; BK, bradikinina; H, 

hhúámina; 5-HT, serotonina; lG, inmunoglobulinas; AglG, inmunocomplejos; FAP, factor 

activ;ldor de plaquetas; PG, prostaglandinas; TXA2.cromboxano A2. 

En 1967 Chrisline HawkeyC4l enconlró que en la saliva del murciélago 

vampir-o Desmodus rotundus,mamffero complelamenle hemalófagoCS_. ó l, se 

encuenlran por lo menos tres principios que inlerfieren con los mecanismos 

normales de la coagulación sanguínea: un acllvador de plasmínógeno, un 

lnhibidor del llamado liempo de cefalina y un inhibidor de la agregación de 



Nuestro laboratorio, denlr~ de un convenio con· la compañía Schering de 

B.erlín, ha estado estudiando, durante los últimos años, al acllvador de 

plasminógeno que está presente en la saliva del vampiro. Este trabajo está ya 

muy avanzado y se está protegiendo mediante la solicitud de varias patentes. 

Asi, y con el objeto de explorar otras moléculas con actividades biológicas 

relevantes y con potencial terapéutico, es que nos dimos a la tarea de iniciar 

el estudio sistemático de otra de las actividades que está presente en la 

misma saliva: la inhibición de la agregación plaquetaria. En esta tesis se 

reportan éstos estudios. 

En la actualidad es muy activa la búsqueda de nuevos compuestos como 

alternativas o complementos a los que actualmente se usan o están en 

desarrollo para el tratamiento de enfermedades tromboembóllcas, como -ef 
activador de plasminógeno tisular, la estreptocinasa, la' urocinasa, lá 

hlrudina, la ticlopldina, la heparina, etc<? a 10). Con ellos se pretende evitar 

la formación de coágulos sanguíneos (Figura 3), y/o disolver los que ya· están 

formados< 11 l, (Figura 4), o bien, Inhibir la agregación plaquelaria.· 





Figura~. DEGRADACION DEL COAGULO DE FIBRINA POR PLASMINA. La saliva 
.de vampiro tiene activadores de plasminógcno que cata1izan la con\'ersión de éste a plasffiiña, _la_ -
-cual degrada los coágulos de fibrina. 

- PLAQUETAS Y HEMOSTASIS: 

El papel más importante de las plaquetas es en l_a fase inicial de la 

hemostasis(12l, ya que reaccionan de 1 a 2 segundos después de ocurrir la 

lesión adhiriéndose a la colágena, fragmentos de la membrana basal y 

_mkrofibrnlas asociadas con la elaslina( 131. El proceso continúa con la 

secreción de las plaquetas, denominado reacción de liberación, lo que les 

ocasiona un cambio morfológico, de discoide a esférico, con formación de 

prolongaciones, µseudópodos, ampollas y microvellos. y un aumento de más 

de 3 veces en su relación área/volumen; lo cual a su vez lleva a la agregación 



adheridas inicialmente a las áreas lesionadas del endotelio vascular. El 

"agregación" se hizo e:-:lensivo también al fenómeno de agregación 

inducido por varios agerites quimicos in vitro; ésta hJ sido dividida en dos 

fases: la agregación primarla o de primera f<:se a la determinada 

directamente por el J~enle inductor e;-;6;;eno U .. DP. 3drenalina, serotonir.a. 

trombina y rislocetina), y agregación secundaria o de segunda fase a la 

determinada por el AOP procedf:nlt: de !.~ reactión de libe-ración de las las 

plaquetas. El ADP, al fijarse a su recepleir. modlflca !a glicoproteina de 

membrana llb-l!la ce !3 r,Ja¡Jt.1el3(7) y este complejo ::clivado se canvierle en 

un receptor de una proteír.a circulante, el fibrinCig.::r10, que forma ;:;·.Ji:;ntes 

entre !as plaquetas desencadenando =u 3gregación. para formar un lapón 

hemostático primario. Las plaquetas así aclivad.:is Uenen también la 

capacidad de activar la casco da de la coagulación, en particular, la rula 

intrínseca (Figura 3), ya que liberan lipoproteínas que inducen la generación 

del factor Xla en la atmósfera periplaquelaria y son fuente del factor V 

(proacelerina) y Vlllc (parte do! complejo del foclor VIII) 

Las plaquetas tienen forma de discos engrosados en la parle central o 

esféricas y un diámetro alrededor de 2 µm. Son producidas en la médula ósea 

por las megacaríocilas. El numero de plaquetas promedio en sangre venosa de 

un-adulto humano norma! es ae 2..:0.cca 3 3~0,000 por mm3 y en sangre 

capilar es de 2<;2,000 a ~09,CGC[ l 4l. 

En la reacción de liberación de las plaquetas se secretan substancias 

tales coma AOP, ser o tonina, tromboxano A2 (TXA2) y el factor de plaquetas 4 

{una Prúli:ína que se une a la heparina) como respuesta a ínductores de la 

agregación corno lrornbina, colágena, epinefrína y P..DP que actúan sobre 



·.eipecificos en la membrana plaque\ariaC 15 l. La interacción de los 

genera una señal que activa a la fosfolipasa A2 

fosfolipasa C; se 52.be que la activación de la primera está 

ir!fluenciada por la bomba Na+ /t-i+ y la segunda, por las proteínas que unen 

GTP (proteínas G). ~e propone que las moléculas mensajeras derh•aéas de 

fosfoHpldos (ácido ara4uid6nico. díacilglicerol e inosltol-1.~.s- trifosfalo) 

Procediendo en rulas dislíntas (Figura 5, línt:as sólidas rerr,3rcaáas) 

inlervíenen para que posteriormente se lleoue a inducir J3 secreción 

plaquetaria por las rutas de la c1clool".igcnasa. la proteina cinasa e y la 

cin:lSa de cadena ligera de la miosína. En la rut3 de !a ciclooxi9enasa la 

actividad enzimática ocasícna !;; formación ck c:-do~·12rC:.:.dos cíclicos 

llamados proslagl.:mdínas G2. y f-l::::i los cuJles ~on coriv~rlidos al lrom:ioxano 

A2 por la sintetasa del lrombc1J•,a:10, presente en los micros0mas y por las 

otras rulas las proteínas se fosforilan. siendo éstas y el TXA2 los inductores 

directos de la respuesta secretoria plaquelaria. El ión ca2+ como mensajero 

intracelular está involucrado en varios pasos clave de cada una de las rulas 

eslimulalorias. 



- Figura 5. Diagrama simplificado de las rutas cstimulatori::i e inhibitoria 

que modulan la respuesta secretoria en las plaquetas humanas. 

Las rulas Inhibitorias involucran receptores para inhibidores (como 

proslaglandina 12, E2 y adenosinal Que una vez unidos a la adenilalo ciclasa la 

estimulan lncremenlando el nivel intracelular de .-'<l-1P cíclico. Se propone 

además Que ].; ;:.:2nil3tri c-iclasa soluble es independientemente activada por 

el factor de relajamiento deri\13do del endülelio y se identifica como ox100 

nílrico el cual interactúa con las plaquetas. Es conocida que los nuc\eOtido5 

cíclicos, AMPc y Gl1Pc (los qu~ se represenlan con las líneas discorilinuas en 

la Figura 51 interrumpen las rulas eslimulalorias, y Que los inhibidores de 

agregación plaquetaria incrementan el ;:.!-1Pc irilracelulJr ~ar la estimulación 



conversión del A TP al AMP cíclico, 

o la inhibición de la fosfodieslerasa (que aclúa sobre el AMPc convirtiéndolo 

a S'AMP) o actúan en otros puntos no conocidos de la ruta que elevan el nivel 

del AMPc( 16l. 

Por olro lado se ha observado que las fosfalasas intracelulares lambién 

ejercen un control nt:galiv·o des¡.:isforilando el inosilol i .~.5-lrifosfalo y las 

fosfoproleínas involucradas en las rutas eslimulatorias (considerando que la 

fosforilación de las proteínas, al disminuir el nivel de AMPc, estimula la 

respuesta secretoria de las plaquetas). 

Vargaflig, Chignard v Br:rrve:r.istc( i 7) propusieron un esquema en sistema 

hidráulico sobre tri::s diferentes rutas que conducen a la agregación de 

plaquetJs cu.Jndo se induce con colág0na, lrombina. 1onóloro de calcio, faclür 

aclivador de plaquetas a F"-.P ( 1-0-alkil-2-0-acelil-2sn-gliceril-3-

fosforikolina), ácido araquidónico (AA) y "-.DP (véase la Figura 6). En el 

esquema, los diferentes agentes de agregación funcionan como pistones 

específicos, asi el ionóforo, la lrombina y la colágena presionan sobre la 

fosfolipasa A2, cu)'a presión puede ser cancelada con la llave de paso 

representada por el bromuro de bromofenacilo o el dibuliril Al1Pc. El paso por 

la fosfolipasa A2 puede ser evitado e inducirse la agregación adicionando 

direclamenle al sistema AA. FA.P o ADP. Después de pasar por el sistema 

enzimático de la ciclooxigenasa (CO), el AA origina al lromboxano A2 el cual 

induce la agre9ación directamenle e indirectamente pcr transmisión de 

presión al ADP. El mismo mecanismo es aplicable al FAP, el cual actúa 

directamente, o indirectamente vía ADP. Este modelo no loma en cuenta la 

aclividad enzimalica de la fosfolipasa C ya que, como se mencionó arriba 

(Figura 5), los acidos fosialidico y lisofosfalidico pueden jugar un papel en 

la agregación. Por otra parle se observa en el esquema de la Figura 6 que 

9 



cuando la CO es inhibida por drogas anliinflamalorias no esleroldales CDAINEl 

como la aspirina, y el ADP es capturado o removido por cualquier medio, el 

tercer mecanismo <FAP) aún funcionará. De hecho, sólo los inhibldores de la 

fosfolipasa A2 pueden bloquear las tres rulas juntas. 

· CF• CÍeatina·Fosfato 
CFC· Crealina fosfocinasa. 

ADP 

Q~INE;~.- Drogas a:ntiinflamatorias no 
--· -- esteroldales. 

AA 
AA•, Acido· araquldónlco 

,-fAP··Factor activador de plaquetas, 
, · 1 ·0·alkll·2·0-aceti1·2sn·gl1ceril 

.3. fosforilcolma. 

_ 1o:nc11oro de. Ca. 
·Tromblna 
Colágena 

FLA 2 

hA2· TromboHno A2 

HA 2• Fcs!clipasa A2. 

1 ~ 

BFB· Bromolenacil 
bromuro. 

ooAMPC• Oibutml ae 
- AMP clcfico._ 

Figura. 6. Esquema hipotético mostrando tres rutas dircrentcs que 

conducen a la agregación plaquctaria. 



Las plaquetas se "pegan· aglomerándose entre sí cuando son estimuladas 

por un agonista< 18l. Los agonistas son muy diversos, pueden ser compuestos 

dé bajo peso molecular como ADP. serotonina y epinefrina; enzimas tales 

como trombina y tripsina; material parliculado como la colágena y complejos 

antígeno-anticuerpo; lípidos tales como el factor aclivador de plaquetas 

(FAPJ, e ionóforos tales como el A23; 87. Estos agonistas inducen cambios en 

la membrana de las plaquetas ocasionando su agregación bajo condiciones 

apropiadas. 

Para que suceda la agregación, las plaquetas deben de entrar en contacto 

una con otra, lo cual normalmente se logra agitando la suspensión p\aquetaria 

(PRP + amortiguadores + agonistas, en nuestro caso). Esta agregación es 

detectada, a nivel macroscópico por la formación de conjuntos visibles de 

plaquetas "pegadasM o agregadas, clareándose :isí la suspensión. 

La agregación plaquetaria constituye un proceso de varios pasos, el cual 

puede analizarse registrando los cambios en la transmisión (o absorbancia) 

de la luz (mediante un espectrofotómetrol durante su desarrollo. Después de 

la adición de algún agonista hay un leve decremento inicial en la transmisión 

(o incremento de la absorbancia) de la luz debido al cambio morfológico de 

··1as plaquetas, de rormas disco1des a esféricas; lo anterior es seguido de un 

incremento gradual significativo en la transmisión (o decremento en la 

absorbancia) de la luz por la íormación de agregados p\aquetarios y el 

consecuenle aclareamienlo de la suspensión de plaquetas. 

La fase inicial de la agregación de las plaquetas es reversible a no ser 

que esté seguida de una secreción de factores ··proagregantes· de las mismas 
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a través de sus gránulos densos (por ejemplo ADP y serotonlnaly gr¡~ulo~ti. :'(' 

(protelnas adhesivas como el flbrlnógeno, factor v~n ~v/Úlebr~t;;-; 
trombospondlna y flbronectlna); esta fase de la agregaclón,pla~uetaria;;es _ 

Irreversible y alcanza un plató que refleja el máximo nivel ·de tr'-ansmlslÓn,,(o-· 

mínimo nivel de absorbancial de la luz. 

Para que la agregación plaquetaria ocurra se requiere de la. presencia de 

flbrlnógeno y callones dlvalentes, ya que la caractertstlca adhesiva o 

; 'pegajosa" de las plaquetas se consigue cuando sus membranas adquieren la 

capacidad de unir flbrlnógeno. Esta molécula dlmérlca probablemente actúa 

;•como un pegamento que funge de puenle en los huecos lntraplaquetarlos. Esto 

esllmulos que pueden Inducir la secreción sin una agregación 

es el caso de la tromblna o la colágena, el flbrlnógeno puede 

secretarse de los gránulos a; mientras que otros estímulos requieren que 

suceda la agregación para ocasionar la secreción plaquetarla, por ejemplo el 

---ADP y la eplnefrlna, los cuales necesitan que el flbrlnógeno en fase fluida 

· es.té presente. El "pegado" de las plaquetas mediante el flbrln6geno, esto es la 

agregación, también requiere la presencia de callones dlvalentes (como el 

.ca2+) Y .. ocurre a través de puentes entre la glucoprotelna llb-llla presente en 

ALGUNOS INHIBIDORES DE LA AGREGACfON PLÁOUETARIACON uso CLINICO 

-AtTUAL,O POTENCIAL 

--·- ~<~~Ei'-1~h16fdo~'Jdé;~g~egac16~ :pt~qJetar[¡_de;iis~in;~ _ex_l~ndldo -es la·_ 

aspirina; q~e sobretodo se empl_ea·para la pr~venC16n de fenó~enos­
trombo~mbóllcos en ·~acle~t~~;:qufrÚrglcos de al_ to riesgo, Su mecanismo de 

accló~ depef'd; d~· SÚ Cap'~¿ld~d p~ra l~hlbl; la Clclooxlgenasa con lo que se 

:;;, .:·i ·-~ -· i. . 
-~~_:t: _-_ ·.'~.:~'.- -~.:~;;? .· >: :(· 
. -,,r· : ~~.\ 
.·.· .. ·.· _,, ·._·-,_'::_; ___ -.. ·_·-,· __ ,_-._·._·. -_•.· .. ·.·_ 

~ -~· :- ·-f.".'''.'. 
"j':"'--:>,· 



bloquea la síntesis de lromboxano A2. Sin embargo, llene el problema de que 

también inhibe la sinlesis de proslaciclina, un potente agente anliagreganle 

secretado por las células de Ja pared arteria1C7, 19,20l, por lo que su eficacia 

se ve reducida. Además, el uso prolongado de aspirina conlleva problemas en 

algunos de Jos pacientes (sangrado de tubo digestivo alto, úlcera gástrica, 

ele) que limitan su empleo. 

La liclopidina, desarrollada por el grupo Sanofi de Francia, inhibe la 

agregación plaquetaria al impedir la fijación del fibrinógeno ª· la 

glucoproteina llb-lllaC7l. Esle compuesto está en la actualidad evaluándose 

... en gran escala y tiene un potencial muy alto en Ja prevención d<i trombopatías 

durante tiempos largos. 

11. MATERIALES 

a) EQUIPO Y MATERIAL: 

Centrífuga clínica modelo. T J-8 , micrófuga B. especlrofolómelro 

UV/Vislble modelo DU-8 de Beckman lnslrumenls, !ne.CUSA); medidor de pH 

"PHM. Standard pH meter"y conduclímelro 0.2 Upo CDM 2f de Radiomeler 

Copenhagen (Dinamarca): liofilizadora "Labconco" modelo 75050 de Labconco 

Corp. CUSA); aparato para electroforesis .. LKB-Producter AB 5-16126" de 

Bromma (Suecia); baño de agua .. lhermomix 1~20" de B. Braun Melsungen AG 

. (A lema nial: balanza analítica "11elller HBO" de Melller instrumente AG 

(Alemania Occidental); agitador "Orbital Shaker" y agitador múltiple 

magnético "Bell-Stir Multi-Slir" de Bellco Glass lnc. CUSA); balanza B 15000 y 



estufa "Imperial 11 de 

Labcline instruments lnc. (USA), microscopio óptico (de luz) max. iOOX 

"Micro star" de AO Scienlific instruments (USA); agitador con movimiento 

ondulante suave "Adams Nutator" de Clay Adams (US . .!.), agitador para tubos 

vorlex ··oeluxe mixer" de Scienlific producls (USA). pipetas automáticas 

"pipetman" de 20, 200 y 1000 µIce Gilscn tuSA), jeringas de 10 y 100 µI 

"HamillonM de Hamillon Co.(L:St..), cubelzs de poliestireno pJra leer en el 

espectrofolómetro de Fisher Costar Scienlific Co. (LSA), pipetas capilares 

pasleur de Costar (USA), tubos de i 5 y 50 ml de poliesUreno con tapaderas de 

rosca; tubos para centrifuga de polieslireno de 25 mm de diametro por 95 mm 

de largo, barras magnéticas cubiertas de polietileno para agitar; jeringas de 

10 y 20 mi de pláslico; cámaras pequeñas para geles verticales; 

hematocitómetros y cronómetros. 

b) REACTIVOS: 

1.- De J.T. Baker S.A. : dicromato de potasio, heptamolibdato de amonio, 

ácido tricloroacélico, bicarbonato de sodio, cloruro de calcio. cloruro de 

potasio, citrato de sodio, cloruro de magnesio, ácido nitrico. carbonato de 

sodio, formaldehido, ácido clorhídrico, ácido acético glacial. tolueno, 

metanol. etanol y cloruro de sodio. 

2.- De Sigma Chemicals Co.CUSA) : arsenito de sodio, ócido ascórbico, 

trizma base (TRIS), L-a-fosfalidilcolina,p-acelil-y-0-alquil CPAFl, colágeno 

de cola de rala ácido soluble, albúmina sérica bovina (grado reactivo), p­

nilrofenil fosfato (PNP), fibrinógeno, lrombina, inhibidor de tripsina de soya, 

ácido e-amino caproico, difosfalo de adenosina (ADP), nitrato de plata y 

glicina. 



'1.- De Pharmacia Fine Chemicals: Sephadex G-150, aldolasa 

'de peso molecular. 

5.- De Aldrich Chemical Co: cloruro de calcio. 

ó.- De Fisher Scientiiic Co : acetato de sodio. 

8.- De Laboratorios Sophia S.A.: pilocarpina sol. .::r. "Pil 

9.- De Bethesda Research Laboratories: agarosa. 

- 10.- De Pierce Chemical Co.: Surfacil (agente 

11 .- De Merck Schucr.ardt: glulaldehido. 

12.- De Mallinckrodt Co.: barbilal. 

13.- De Reproducción Animal S.A. de C.V.: nitrógeno 

111. PROCEDIMIENTOS 

.- EXTRACCION DE LA SALIVA: 

La saliva fue obtenida de los murciélagos vampiros 

después de ser atrapados en las cuevas de zonas tropicales ganaderas de los 

Estados de Morelos y Guerrero; luego se conservaron en caullverio por 

sem~nas y hasta meses. Se alimentaban diariamente con sangre de res 

tratada con citrato de sodio i 09 mM. La secreción de la saliva se estimuló 

depositando una gola de pilocarpina al o . .::r. (diluida con agua destilada) en la 

boca del vampiro o inyectada intraperitonealmente, 25 y 100 µI por animal, 

respectivamente. 



se recolectó con pipetas pasleur direclamenle de la boca y se 

lubos eppendorf de 1.5 mi en hielo y luego se cenlrifugaba 1 

mlnulo en una mlcrófuga y la saliva clarificada se liofilizó (con 50 mg de 

mannilol por mll y se conservó a -20' C. La saliva resuspendida con 

amorllguador Tyrode modificado (NaC\ 137 mM, KCI 2 .7 mM, NaHC03 12 mM y 

TRl5/HC\ 5 mM a pH 7 .'1) en el volumen original (generalmenle 4 mil, se 

somelía un minulo en la micrófuga para descarlar macroagregados. 

2.~ EXTRACCION DE LA SANGRE Y OBTENCION DEL PRP: 

La sangre fue extraída de personas voluolarl~s sanas, en ayunas, que 

anles de la exlracción no habían lomado medicamentos durante dos semanas, 

ni hablan fumado al menos en la hora precedente; se usaron jeringas 

desechables de 1 O y 20 mi, dependiendo del volumen requerido. 

Inmediatamente se vertía la sangre en un tubo de po\ieslireno con lapa que 

contenía citrato de sodio 107 mt1 en una relación sangre:cltralo 10:1 (V/V), 

para centrifugarse a 230 g (1050 RPM en la centrífuga cllnica Beckman) a 

lemperalura ambiente (• 24' C) durante 15 minutos. Cuidadosamente se 

removía el sobrenadanle amarillento (plasma y p\aquelas) denominado plasma 

rico en p\aquelas CPRP) con una pipeta pasleur siliconizada y se transfería a 

olro tubo de polieslireno graduado a fin de medir el volumen y adicionar 1 O 

mg de ácido e-amino caproico por mi de PRP para inhibir el aclivador de 

plasmlnógenoC4lde la saliva y evitar inlerferencla de los productos de 

degradación de fibrinógeno. El PRP así prelralado se usó en \os ensayos de 

agregación y/o inhibición. 



En lodos los experimentos con sangre o PRP se evitó que entraran en 

contacto con vidrio. ya que esto estimula Ja ruta extrínseca de Ja coagulación 

(Figura 3) y/o se induce la agregación de las plaquetas. formándose coágulos 

de fibrina o agregados plaquelarios, respectivamente. Por la! motivo, las 

__ pipetas pasteur, tubos de vidrio y cubetas para especlrofotómetro fueron 

siliconizadas. Nosotros utilizamos Surfacil en tolueno en la proporción 10:1 

(V/V), sumergiendo la vidrieria durante 30 minutos y dejándose secar en una 

campana de ey,tracción. Por último se enjuagaban con agua destilada Y se 

secaban a temperatura ambiente. 

4.- ENSAYO DE INDUCCION E INHIBICIOH DE LA AGREGACION PLAOUETARIA: 

Una vez obtenido el PRP, en un tubo de polieslireno con tapadera, se 

incubaba en un baño de agua a 37' C y. se mantenía así durante el transcurso 

de todos los ensayos, sin exceder 5 horas desde el momento de la extracción 

de la sangre, porque después de esle tiempo bajaba Ja reaclividad de las 

plaquetas. Se lee el PP.P en el espectrofotómetro en absorbancia a 600 nm en 

cubeta de poliestireno, ajustándose a cero con salina (NaCJ 0.154 11, pH 7 .4). 

Este registro de ia ;._ 600 r.c: dió aproximadamente el número de plaquetas por 

unidad de volumen de PP.P. Se recomienda que Ja población sea l 2.9X 1oe 
plaquetas por mi de PRP(21) (A600 l 0.6). En un tubo de polleslireno de 

centrífuga de 25 mrn X 95 mm se introdujo un imán pequeño cubierto de 

polietileno, que se acomodó sobre un agitador magnético que estaba justo 

debajo del baño de agua a 37' C. se depositaron ¿;00 µI de PRP en el lubo con 



la barra imanlada, adicionándole 200 µ! ya sea de saliva (de 1.25 a 2.5 mg/ml 

generalmente) ó 200 µI de solución Tyrode y se preincubaba duran le 5 min a 

37'C. Después de la preincubación <liempo cero) se adicionaba el inductor de 

agregación correspondiente y a 12 concenlración que se índica en los 

experimentos en un volumen de 200 µl o el amortiguador respectivo como 

control. Tanlo Ja preincubación como Ja \fJCubación so hicieron bajo Jgitodón. 

sólo que la primera se realizó suavemente (numero 2 del agitador magnético) 

y la segunda en forma vigorosa (número 6 del agitador). La lectura inicial 

(tiempo cero) se loma después de un golpe (= 1 segl de agitación vigorosa, se 

suspende la agitación y se loe rápidamente A6 oonm contra salina. Este 

proceso se repite cada 30 seg, durante 5-7 mín. en los que la mezcla se agita. 

Obtenidos los datos se procede a graiicar. 

Para calcular los porcentajes de agregación e 

observados en las gráficas de los resultados se siguió el procedimiento 

si'gulenle: 

· 1) Se ajuslaron los valores reales de A5oo· nm a porcentajes en relaci6n a la . 

. ábsorbancia a tiempo cero <At
0 

), tanto el control como la muestra. 

·>····""'•'····•c_o_nsideró la At0 como 100?.. 

2) Se calculó el cambio porcentual en absorbancla del control (6Ú al liempo.,;;;.; 

utilizado (usualmente a los 5 mínulos): 6c= 100- ?.6c¡
0

• 

3) Se calculó el cambio porcentual en absorbancia de la 

lien;po deseado (generalmenle a 5 min.): 6m= 100- ilt>mt
0

• 



Act
0 

= absorbancia de\ control a\ tiempo deseado, 

_Act
0 

= absorbancia del control al tiempo cero, 

- 'Amt
0 

= absorbancia de \a muestra al tiempo deseado y 

Amt
0
,= absorbancia de \a muestra al tiempo cero. 

- : 5.~ CUANTIF\CACION DE PLAQUETAS. 

Se obtuvo una curva de calibración correlacionando \a A5oonm con 

diferentes diluciones de PRP cuya concentración de plaquetas fue medida 

-directamente con un hematocitómetro por e\ procedimiento descrito por 

Brown<22l. El método permite correlacionar la concentración de p\aq-u-;l~s -

entre 1 y 5 X 108/m\ y la A5oonm• como puede verse en la Figura 7. Los 

resultados que se obtuvieron son consistentes con los ya reportados por Born 

y Cross(21 )_ 



6.-: OBTENCION DE UN EXTRACTO DE PAPA CON AC1WIDAD DE APIRASA. 

Se procedió de acuerdo Molnar y Lorand(23l con algunas modificaciones: 

al Se extrajo jugo de papa blanca con un exlraclor de jugos de cocina. b) Se 

--dializó conlra KCI O. il1 e.xhauslivamenle. c) Se centrifugó el jugo dializado 1 

min. en una micrÓfuga, desechándose el precipilado, el sobre~ad-anle -

resultanle se guardó en lubos eppendorf de 1 .5 mi. a -20· C. 



DE LA ACTIVIDAD DE APIRASA 

La. detección de la actividad de apirasa er, la saliva se hizo en· la forma 

~·iguienle: 1) Se incubaron alícuotas de 70 µI ce ;..DP 1 mM como suslr:ilo en 

un buffer que conlenia l'.CI 0.1 11, CaCl2 :mr·1 y TRIS/HCI SO m~l pH 7.3. 2) Se 

adicionaron a los lubos con substrato 70 µI de la muestras problemas, o 

controles. 3) Se pararon las reacciones a tiempo cero y a los 10. 20, 30 y 60 

min. con l¿O µ1 de ácido lricloroacél1co al lOR. L:) Se cenlrifug.:iron las 

mezclas de reacción en ur.a rnicr6fuga duranle un minulo, tomándose 200 µ1 

del sobrenaCante ~ara 13 cvanlificacié1n de :0:-1cs fosfato CP042-) por el 

método de Lane y V/almougt/2L:) mcdificado pc·r r1osolrc.,s. 

El método para la dBtección de fosfal-:is t·8rmite la detección de un 

mínimo de 4 nrnoles del ión. A continuación se Cescri:.e el procedimiento: 1) 

Se adicionó 0.07g de ácido oscórbico por cada :o mi de acetato de sodio 0.5 11 

pH 4.5 y 1 mi de heplamolibdalo de amonio al 35;'; (solución A), agitándose 

vigorosamente con barra magnética durante 5 segundos para ponerse 

inmedialamenle sobre hielo (lomando un color amarillento-verdoso). 2) A 

200 µ1 de las muestras problema se les adicionó 400 µI de la solución A, 

dejándose reposar 10 min sobre hielo. 3) Posteriormente se añadieron 600 µ! 

de Ja solución B (2?. de arsenito de sodio + 2% de citrato de sodio + 2% de 

ácido acético r;lacial). 7) Se agitaron en vortcx vigorosarner1l& algunos 

segundos y luego se incubó en un baño de agua a 3T C durarite 5 min para 

leerse iinalmenle en un espectrofolómetro a '°"700nm· 

Una unidad de aclividad de apirasa se definió como la que libera una 

nmole de Pi en 60 min de incubación en las condiciones descritas arriba. 



:·· "'. -

ÓE ACTIVIDA.D DE FOSFA TASA ALCALINA. 

Én este ensayo nos basamos en Leary el a1C25 l y en el 11anual de 

.\'/0rlhinglonC26l. Se usó 5-bromo,.;-cloro, 3-indolilfosfato (BCIP) como 

sustrato de la enzima. y nitro-azul de lelrazolio (N8Tl para revelar el 

subslralo hldrolizado. Para preparar el suslralo se mezclan 5 mg de N8T y 

.2.5 rng de 8CIP, los que pre-:iamenle se c.an disuelto por separado con 50 µI 

de dlrnelilformamída, y se lleva la mezcla a i 5 mi con buffer de carbonato de 

sodio 0.1 11 + bicarbor,alo de f;J O. i 1·1. + liaCI O. i5 M a un pH de 9.5. El 

procedirnienlo fue: 1) 'Se hicieron diluciones scriJdas (2 en 2) de saliv3 y de 

los conlroles respectivos eri cajas de políestirff10 de 8 X i2 pozos. Como 

diluyente se utilizó el mismo buffer y C'Jedaron 50 µ1 E:n cada pozo de cada 

una de las diluciones. 2) Se adicionaron 50 µ\ d~l svstrato y se incubó 

durante 2 horas a 37' C. 3) Se paró la reacción añadiendo SO µl de EDTA 50 

rnM a cada pozo, y«) Se leyó la absorbancia a 570 nrn. 

9.- DETECCION DE ACTIVIDAD DE ACTIVADOR DE PLASMINOGENO. 

Se usaron los siguientes reactivos: i) Fibrinógeno (que contiene 

plasminó9eno pegados naluralmenle), se dejaron disolviendo 533 mg de la 

proteína en .:;o mi de Tris/HCI 50 mr1 pH 7 .9 duran le toda la noche en 

refrigeración en un tubo de polieslireno de 50 ml; se removió el fibrinógeno 

n.o. disuelto por centrifugación =1500 rpm duranle iO min; el sobrenadante se 

conservó congelado en alícuotas, hasta su uso. 2) A.garosa. se fundieron 2 9 én 

100 mi del mismo buffer y 2.5 mi de azida de sodio al 27. en baño r1aría. 3) 

Trombina, se resuspendió un vial con 2,000 unidades NIH en un mi de agua. 

Procedirnlenlo: 1) Se lomó una caja de Petri de 15 cm de diámetro, se 



muy bien y secó con alcohol. 2) Se llevaron la agarosa fundida al 21: y la 

.: solución de fibrinógeno a ,;2· en un baño de temperatura controlada. 3) Se 

mezclaron 15 mi de cada uno de los reactivos en un tubo de poliestireno con 

tapadera, manteniendo la temperatura a ¿:?'C. ~) Se adicionaron 30 µJ de 

lrombina. se mezcló muy bien e inmediatamerite se vcrlió la mezcla a la caja 

Pelri. procurando obtener una capa homogénea, sin burbujas. 5) Se dejó 

solidificar a temperatura ambiente para luego hacer pozos a 1 .5 cm de 

dislancia (removiendo el agar por succión con pipeta pasteurl. 6) Se aplicaron 

10 µl de las mucslr3s prcblcrna en los po::os. 7) La reacción se incubó a 37' C 

durante 8 horas. 8) Se midieron los diámetros de las zonas clarificadas y se 

calculó el área de lisis. La Figura 8 es un ejemplo de los resultados que se 

obtienen con esta técnica. 



Figura ~ •. .-\cti\'idnd fihrinulítica incJircc.:ta de fracciones del 

cromatograma de la Figura 19. Cada pocillo contit:nc 10 µI de fr:i.ccioncs. La 

incub:ición se realizó durante 8 horas a 3T' C; son fracciones de 1.5 ml alternadas de la 

columna Sephadex G-150 a partír de la ,'\o.18 a la :\o. 60. La reacción positiva se identifica 

como un halo obscuro en torno a los pocillos. 

IV. RESULTADOS 

24 

objetivo fundamental de la presente tesis fue extender lás 

de Hawkey(,;) sobre la actividad ~inhibitoria decJa 

plaquetas que liene la saliva del vampiro D. rotundus, 



En particular quisimos responder las siguientes 4 preguntas: 

1. La actividad inhibitoria de la saliva del vampiro. ldepende de 

actividad de apirasa' 

2. De resultar negativa la respuesta de la pregunta anterior. ¿¡a 

inhibitoria es especifica para la agregación por algún(osl inductor(es) 

de la agregación plaquetaria' 

3. lCuál es el comportamiento 

. cagregación plaquetaria en filtración en gel' 

«. El componente responsable de 

proteínica? 

La saliva de muchos insectos hematófagos tienen la capacidad de inhibir 

la agregación plaquelaria, además de otros compuestos que actúan a otros 

niveles. por acción de apirasaC2l. Las apirasas tienen actividad de adenosina 

5'-lrifosfatasa y adenosina 5'-difosfalasa, es decir, son fosfatasas 

específicas de di y lrinucleótidos de adenosina, como se observa en las 

siguienles reacciones: 

A TP ---> ADP + PI---> AMP + PI 

La actividad· de apirasa inhibe la agregación plaquelaria 



plaquetas y que es uno de los responsables de la onda de agregación 

secundaria. HawkeyC<il, con evidencias indirectas, había ya sugerido que la 

saliva de D. rotundus carece de dicha aclividad. En este trabajo se decidió 

medir direclamenle la actividad de apirasa en la saliva. Para esle efecto se 

montó un ensayo muy sensible descrito en Procedimientos Experimentales. 

Los resultados fueron negativos aun utilizando 400 µg de saliva de vampiro; 

como controles positivos se utilizaron el exlraclo de papa y saliva de una 

chinche hematófaga del genero Trialoma. los que presentaron una actividad 

específica de 200 y 7.250 U/mg, respectivamente. Hay que hacer notar que a 

_tiempos de incubación largos la saliva de vampiro presentó cierta actividad 

extremadamente baja del tipo apirasa, aue se puede atribuir a la actividad 

fosfalásica que, como se muestra en la Figura 9 .. es importante en la saliva 

del quiróptero. Hay que resallar que la saliva de trialomas no presentó esta 

actividad. 

,, 

Figura 9. Actividad de fosfatasa alcalina en. la .:.saliva ::de 

rotundus .. Las lilas D y E son diluciones seriad~s de saliva dcr~-~mpÍ~~' c~riie~ti~dO ·~~-~ 
750 µg de proteína; F y G= saliva de uia1omas corrienzando cpn 4~ ·µg; ~·~ rO~f ~:~~-s~ ~~cal~~·ii 
comercial de intestino bovino comenzando con 10 µg. 



· · 2. La inhibición de la agregación plaquelarla por la saliva der·· 

vampiro ocurre con lodos los induclores de agregación probados· 

CADP, epinefrina, colágena y FAP). 

Los e:-:perimenlos de agregación plaquetaria que ·se describen en esta 

sección se realizaron a lo largo de 18 meses y se emplearon diversos 

donadores de sangre. Dado lo anterior, y a fin de que el lector pueda formarse 

un criterio sobre IJ reproducibilidad de los e:-·per·imenlos, decidimos anexar 

la Tabla 1. En ella, aparece el comporlarniento de algunos de los PRP 

utilizados en base a la absorbancia que preser1laron, el númer·J de plaquetas a 

que correspondía. la absorbar.cia en el inicio de los e;.:perimentos de 

agregación. el cambio de absorbancia después de 5 rnin de la inducción de la 

agregación con ,ADP (este ccn~rol es~~.No ~i0rnpre prtsent.;- -::n lc·dos Jos 

experimentos, independientemente del agonista que se estuviera evaluando). 

y el porcentaje de agregación plaquetaria al que correspondió dicho cambio de 

absorbancia. Como puede verse, el rango de concentración de plaquetas varió 

de 3.1 a 7.5 x10B plaquetas/mi de PRP y el grado de agregación fluctuó entre 

23 y e,;r.. Este comportamiento es el que normalmente se encuentra en este 

tipo de experimentos( 13 l. 

_: __ '-.o_;o__: ·-='---· 



l.: CONCENTRACION_ DE PLAQUETAS EN EL PRP en base 11 la mueslrn núm. 1 y 
,-d~ ec:~erdo ·a 1a Figura 7. El ef~cl:i de la A600 CU3ndo 13S Dl3ClCetas son estimuladas por ADP 

6.25 IJM, (preincubadas 5 rri\n cor. el buff-:r de la 53\i~·a) incub3ndo13S con 3gitae16n vi9orcsa 5 ~in . 
. · á37" c. 

11l o c. 
12)F.Or. 
13) F.Or. 
t4)J.V. 
15) J.V. 
161 J.V, 
17) A.O. 

16) A.O. 
19) A.O. 

201 A.O. 
21l A.O. 
221 A O. 
23) A.O. 
2~H.R. 

251 E.R. 
26) E.R. 
2il M l E 
281 s.v. 
29) sv. 
30)5.R 
31; s.~. 
32) DO. 
33i ~.H. 
34) A.R. 

351 E.M.T. 

,A,600 PLAQUETAS 

Aj.sal. X 106 /mlª 

\.231 ~'2 

1.791 7 ..:2 
1.629 6 6--l 
1610 6$5 
1 635 ó ó7 
1.090 ..: D6 
1 573 6 37 
1.610 
1.335 
1.720 
1 260 
o 597 
1 545 
1.710 
l .6ó3 
1.800 
1 490 
1 540 
\.308 
1.520 
1.600 
1 667 
1.623 
1.730 
1.045 
1 572 
1.760 
1.685 
1 524 
1.765 
1 730 
1 500 
1 419 
1 792 

1 744 

6 55 
5 23 
i 08 
..: 67 
3 ló 
6 24 
7 03 

s ;5 
6 '.22 
5 10 
6 12 
6.50 
6 83 
6 61 
7.13 

3 e.i 
6 37 
7 27 
6 91 
6 ¡..; 

7 30 
7 13 
7 ..:6 

5 64 
7 ..:3 

7 19 

A1n\clal 

Mezcla. 

0.660 
1.406 
1 :!30 
1.1~0 

1.1.:s 
o 660 
1 060 
i.1;0 
1.000 
1 320 
1o10 
0 :.;o 
\_1Q7 

1.~60 

1.342 
1.370 
1.160 
1.200 
1 050 
1.170 
1.202 
1.270 
1.012 
1.340 
0.722 
1.149 
1.239 
1.221 
1.158 
1.366 
1.161 
1.19--l 
0.968 
¡_2..:1 

1.261 

bCb•lA¡-A fl ~DE AGREG. 

A500 (Ac enr.l. 

o 966 69 
o 767 62 
0.737 63 

o 2ó0 23 
0.170 33 
o 496 47 
o 360 
o 700 
o.gsg 

o 839 
0.167 
o 762 
0.690 
o 509 
0.520 
0.771 
o.g.io 
o 830 
0.598 
0.511 
0537 
0.341 
0.916 
0.212 
0.426 
0.732 
0.868 
0.920 
1.159 
0.655 
o 755 
o 410 
o e27 
0.907 

27 
54 
73 
83 
43 -
69 
SS 
38 

-- 36.- ~ _-
67 _:-

78 o 
79;: 
51 

. 42 •. 
42 ": 
34 

:.66 
. 29--

37 
- .·.-59. 

71. 
70· 
84 
56 
63 
41 

- 67 -

72. 

a: Calc:ula::lo en base a la muestra 1, en d~ode las plaQuetas fueron contadas en 
hematocltómelro. 

b: ~e es !:i ~\f'!rePciJ Ce las absorbaridas a 600 nm inicia\ y c!espués de 5 mln (final). 

Aj. sa\. •ajustado con salina {NaCI 154 mM, pH 7 .4) 



1. La obtención de curvas dosis respuesta de agregación con cada uno de 

los Inductores de agregación usados, a fin de precisar las concentraciones de 

los mismos que serían usados para los estudios de inhibición. La 

concenlración de los agonistas se decidió en base a que no iuese máxima y a 

que el efecto fuese medido con la mayor sensibilidad posible: estas dos 

condiciones se cumplen, en términos generales. a la dosis que induce la 

agregación entre un <;O y 807.. 

2. Una vez seleccionada la concentración del induclor en turno, se 

procedió a cuantificar el efecto inhibitorio con diferentes concentraciones de 

La curva do.sis-respuesta para el ADP como inductor de la· agregación 

aparece en la Figura 10. El comportamiento de Ja curva fue muy similar a lo 

reportado por otros ( 13). Se decidió emplear 6.25 µM para inducir la 

agregación, ya que en estas condiciones se induce una agregación plaquetaria 

de 61.5 :!: 12.67.. A fin de mostrar el tipo de registros obtenidos en este tipo 

de estudios, se presentan los resullados de un e:-:pcrimenlo de agregación 

inducida por dislintas concentraciones de ADP (figura 11 ); hay que hacer 

notar que en este caso particular se hizo un seguimiento de la agregación 

sólo durante 2.5 minutos. 



(tiempo= cero) a 

· 1a· cual se le asigna un valor de 100, se calculó a los 5 min. de haber adicionado el induc1or de 

la agregación (ADP). A bajas concentraciones de ADP (0.25, 0.625 y 2.5 µM) solo se 

_ _:_~!U\'.~,.l}n. y~l~r ~r.~rimental;. a una_ conc~~tración superior (6.25 µM) se da el promedio y la 

desviación estándar de 14 dc1enninaciones independientes. 



--CO!'.TROL 6.:S µ.\I ADP 
· - a .6.Z..SµMADP·:!50µ¡;SALIVA 

- cm:rRoL :...~ µM ADP 
-""tr- BµM AOP•:SO µ&SALIVA 
- COl\."TI.OL O 6l5 µM AOP 
-"- 0.6:!5 µM ADP•:!.50µ¡; SALIVA 
-.-- CONTROL O.:S¡.lM ADP 
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·.Figura lL Cinética de la agregación plac¡uctaria inducida por ADP. Se 
Jeyó la aborbañcia cid:i30-Segundos desde que se adicionó el ADP, durante 2.5 r!'ii;i. _Lªs-~fn~~­

continuas con símbolos cerrados indican el cambio en el porcentaje de absorbancia respecto de la 

inicial correspondiente a las diferentes concentraciones de ADP, desde 0.25.hasta 6,25 µ!\1. 



La Figura 12 es la gráfica dosis-respuesla de la inhibición de la 

agregacion piaquetaria por la saliva, variando la concentración de esta 

última, como puede apreciarse, se obluvo una inhibición del sor. entre 250 y 

500 µg por ensayo, es decir, a una concentración de 625 a 1250 µg/ml. 

SALIVA (µg) 

agregación plaquetaria inducida por 
La inhibición se calculó a Jos 5 min 

después de la adición del inductor (ADP 6.25 µM). Para las cantidades bajas de saliva (31.25 y 

125 µg) solo se ob1uvo un valor experimental; en las altas (250 y 500 µg) se da el promedio y 

lµ. desviación estándar de 14 determinaciones independientes. 



inducida por diferentes concenlraciones de epinefrina (2.5, 

y.'1 O µM) se mueslra en la Figura 13. Si bien no se obluvo una buena curva 

·,dosis-respuesta, se decidió la concenlración de 2.5 µ11. donde ocurrio un 66 ± 

19.2r. de agregación a los 5 min, que también eslá en el rango de las dosis de 

epinefrina usadas por otros (i3). La Figura 14 muestra los resultados de 

inhibición con la saliva del vampiro. Es inleresanle hacer notar, que el 

máximo de inhibición ocurrió a las 2 min y que a los 5. hubo una recuoeración 

significaliva de la acción inhibiloria; así con 250 µg de saliva la inhibición 

de la agregación fue de 43.5 y 21 .2r. a los 2 y 5 min, respeclivamente. Este 

fenómeno es frecuente que ocurra cuando se usa epinefrir.a como 

agonista( 13l, especialmente a bajas concenlraciones relalivas, como fue 

nuestro caso. 



2.5 5 10~ 
EPISEFRISA {µM) 



plaquetaria inducida ·por 

inductor de la agregación (epinefrina 2.5 µM), notándose 

· _ des".!il~ión estándar de 3 dctermimi.dones independientes. 



µg/mll se logró una buena curva dosis-respuesta (Figura 15); en este 

caso. la colágena primero se diluyó en ácido acético glacial 0.1 M para dar un 

stock de lmg/ml para posleriormenle llevar~se a las concentraciones 

deseadas con salina. Se escogió Ja concentración de '.'O µg/ml de colágena 

(40.2 ± 12.e~). que coincidió con la que normalmente se emplea(l3). La curva 

de inhibición (Figura i 6) se presenta de dos maneras. la primera de acuerdo a 

una curva de inhibición convencional y, Ja segunda, mostrando Jos resultados 

reales en relación al tiempo. f~ólese que con e-ste agonista Ja respuesta de 

e agregación es mucho más lenta y menos pronunciada que lo que ocurre con 

ADP. Con colágena, la dosis inhibitoria media se alcanza entre 250 y 500 µg 

de proteína salival. 





--.-- ADP 6.25 µM 
-+- COL\GENA 2(\.1¡;/mt 
---- SAL.SSOµg 
-.-SAL500µg 
-~- SAL 12Sµg 
-e- SAL. 250µ& ! 

agregación inducida 
diferentes cantidades de salim. El agonista se usó a 20 µg/ml (concemración 

en volumen final). En todos estos casos se obtuvo solo un valor experimental. En el panel 

de nrriba los resultados se expresan como inhibición contra cantidad de saliva; El de abajo, 

muestra los resultados en relación a la absorbancia inicial a fin de que pueda compa~sc'la 

ci~ética de agregaci~n inducida por colágena y por ADP. 



Para las curvas con el FAP (factor aclivador de plaquetas) se procedió a 

·~e:~~~l_o en atmósfera de nitrógeno, ya que viene en cloroformo, y se diluyó a 

la-concenlración deseada en salina con 0.2 ~ de albúmina sérica bovina; en 

estas condiciones el FAP guarda su potencia hasta 2 h después de su 

preparación. Asimismo, la capacidad de respuesta de las plaquetas a este 

inductor es muy sensible al liempo transcurrido desde su obtención, ya que su 

reaclividad disminuye profundamente con el tiempo transcurrido después de 

la extracción de la sangre; por ello, nos limitamos a utilizar plaquetas con 

menos de 130 min de preparadas. La Figura 17 muestra la curva dosis­

respuesta de la agregación de plaquetas con concentraciones variables del 

inductor; se seleccionó la concentración de 0.555 µ11, que indujo una 

respuesta de 59.4 ± 10.4:'.. La dosis inhibitoria de la saliva, una vez más, cayó 

entre 250 y 500 µg de saliva <Figura 1 Bl. 





riU~-de la ;.,¡ición del inductor de la agregación (FAP 0.555 µM). Las demás" indicaciones son .·. 

En resumen, la saliva del vampiro D. rolundus es capa·z de inhibir ccc 

la agregación de plaquetas humanas independienlemenle del agonista 

empleado y con la misma potencia en lodos los casos. 



especies moleculares con dicha actividad en la saliva del vampiro, se realizó 

cromatografía de exclusión molecular en una columna de Sephadex G-1 SO en 

la que. también se determinaron actividad fibrinolílica ~Indirecta· (por 

aé:llvación de plasminógenol y de fosfatasa alcalina .. 

--.,· ,_,_-, ' 

pudiera estar localizada la actividad. Hay 

determinaciones se hicieron en varios días y con plaquetas provenientes de 
~~-'e_~._;_--, - º-

cuatro donadores diferentes. ya que metodológlcamente estábamos. 

restringidos en el número de ensayos que podían ser llevados a cabo en una 

única sesión de 5 horas. La misma tendencia se notó en un total de 4 

experimentos independientes tanto con saliva de vampiro recién colectada 

como con saliva liofilizada y reconstituida. En un quinto experimento (figura 

20), se juntaron los tubos de las reglones Indicadas y se les determinó la 



actividad biológica en una misma sesión y con las plaquetas de un mismo 

donador que se sabían respondían bien. De nuevo los resultados no fueron 

concluyentes; de hecho hay que resallar que la fracción 4, en donde se notó 

previamente que pudiese estar localizada la actividad inhibilora, se comportó 

como las otras, es decir. tuvo una actividad muy baja no significativa. 



·. ~ .... . . . . 
\'O LUMEN DE ELUCION (mi) 

Figura 19. Filtración en una columna de Scphadex G-150 de sali\'n 

de vampiro. Se aplicaron 1~ mg de saliva ex.traída con cstimulación de pilocarpina 

intraperi10neal. La columna (0.9 X 190 cm; 121 mi de lecho) fue corrida a tenlperatura 

ambiente con buffer de Tris/HCl 0.150 M a pH 7.3. a un velocidad de 15 ml/h, y se recogieron 

fracciones de 1.5 mi. A las muestras se les de1enninó su A280nm. así como su efecto sobre ta 

agrgación plaquetaria inducida por ADP 6.25 µM. 
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PRP Humano; PREINCUBACION 5 min.; INCUBACION 5 min. a 37° C (ambas). 



anterior). 
o'Jiofilizada y actividad inhibitoria de la agregación . . 
~fracciones obtenidas. Las condiciones fueron iguales a las de la Figura 19 .. excepto · 

que la muestra fue saliva liofiliz.ada y reconstituídJ (21.3 mg). 

También seguimos en los cromatogramas las actividades de fosfatasa 

alcalina y de aclivador de plasminógeno como se ve en las Figuras 2 i y 22. La 

primera actividad eluye en una posición que Indica un peso molecular muy 

alto, estando el máximo de su actividad entre el azul de dextrán y la aldolasa 

( 158.000 daltones). El aclivador de plasminógeno aparece como un pico 

relativamente ancho entre la aldolasa y el inhibidor de de tripsina (20, 100 

daltonesl; de hecho, éste es su comportamiento normal. 



'" 

Figurá 21. Aclil•idad de fosfatasa alcalina en las 
obtenidas después de cromalografiar sali•·a de \'ampirn. en 
Sephadex G-150. El cromatograma es el mismo que el de Ja Figura 19. 

Con el objeto de ilustrar la separación alcanzada en las columnas 

de fillración en gel se agr!?g3 !zi Fig'.!rJ 23, en dende se muestran los 
patrones eleclroforéticos de un buen número de las fracciones· 

obtenidas, asi como el palrón de bandas de la saliva y de un e'traclo de 

glándula salival (parótida principal). Nótese que la saliva es más bien 

compleja, con alrededor de 13 a 15 cornponenles conspicuos. Pero se 

pueden observar en los carriles 3, 4, 5, i5, 16, 17. 18. 19 y 20 bandas 

bien definidas, que corresponden a la actividad de fosfalasa alcalina, de 



60 80 100 1~0 

VOLUMEN DE ELUCION (mi) 

de acti\'ador de 
-- c:-cfofoaíograma de sali\'a en Sephadex G· 150. El C>perimento és el nlismo que~­

el que aparece en la Figura 19. 

yn peso molecular mayor a 80 Kda y otras rr1cr1cs íiÍtidJ:s de alrededor de 30 y 

;s Kda respeclivamenle. En esla misma figura. las-bandas ccirrespoíl-dienles 

al aclivador de plasminógeno se ubican entre el volumen de elución de 45 a 

95 mi, es decir abarcando los carriles desde el 12 al 26. notándose dos 

bandas a parlir del volumen de e lución de 62 mi al de 8<; mi ,aproximadamente 

17 y 13 Kda respectivamente, y otra banda de alrededor de 30 Kda. 
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- Figura 23. Patrones clcctroforéticos de las l'racciones obtenidas después de la 

filtración en gel Sephadex G-150. 

Se trata de geles de poliacrilamida (12.5 %) con SDS. Los carriles están numerados 

horizontalmente y el volumen de e lución del tubo correspondiente aparece en fonna 

venical, así como las claves de las otras muestras, que son: Ml'M =marcadores de 

peso molecular, que corresponden, de arriba hacia abajo a 80, 67, 43, 30 y 15 Kda; 

Pil. = pilocarpina al 0.4%; E.G. =extracto glandular; Sal.= saliva. En todos los casos 

se aplicaron 10 µI de muestra. De la saliva y el extracto se aplicaron 8-10 µg de proteína. 
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1967, realizó también 

filtración en Sephadex G-200 de saliva de vampiro, y si bien no mostró la 

calibración de la columna ni el palrón de proteína, este autor sí pudo 

delectar, aparentemente con claridad, la actividad inhibitoria al término de 

la corrida así como Ja de act1vador de pl.Jsminógeno. encontró la actividad 

inhibitoria desplazada hacia la derecha del aclivador de ~lasminógeno. Lo que 

nosolros encontramos, como ya se mencionó algunos ~,Jrraius arriba, fue sólo 

indicios no concluyentes de que la 3cl1v1dad inhibitoria de la agregación 

plaquelaría tiene un peso molecular menor que el aclivador de plasminógeno, 

conclusión que concuerda con la del autor mencionado. 

·4.- El componente lnhlbidor parece ser de naturaleza proteica. 

A fin de acercárnós a la posible naturaleza química del factor inhibitorio 

la agregación plaquetaria presente en la saliva de D. rotundus, diseñamos 

serie de experimentos que abajo se detallan. En particular quisimos saber 

si era dial12abie, sujeto a desnaturalización térmica. precipilable por ácido 

lricloroacélico, y si podía ser digerido por lripsina. 

Cuando dializamos la saliva en membranas de corle 3.5 Kda y 7 Kda. 

contra arnortigu3dor isolónico áe Tyrode modificado (libre de Ca++ y de 

Mg+T ), remov1enao el amoruguaaor en 3 ocasiones durante: tr¿:s ~1vras 

consecutivas, bajo ag1lación y a ~·e, y luego durar1le toda la noche, el f3:tcr 

de la saliva responsable de la inhibición de la agregación inducida por ADP 

(6.25 µr1) no se perdió (Figura 2.a). 



de ia· saliva nativa; Ja inducción de la agregación plaquetaria se hizo con 6.25 µM de 

Para los experimentos con desnaturalización por calor se pr~cedió a 

calentar a ebullición a baño 11aria, durante 15 min, saliva de vampiro a O.ó25 

mg/ml en buffer Tyrode modificado. No se observó formación de material 

insoluble al término del tratamiento. Las muestras así lratadas conservaron 

in lacta su actividad inhibilora de la agrogación plaquelaria (Figura 2:0 ). 



de la agregación plaquetaria por saliva nativa--

desviación estándar de 2 experimentos. En todos ellos se valoraron 500 µg de proteín~ 

Por otra parle, se trató 1 ml de saliva l5.2 mg/mll con ácido 

_ lrlcloroacélico (TCAl a una concentración final del 5 r.. durante 1 O min; el 

precipitado formado fue removido por centrifugación ( 1 rnin, en micrófugal y 

el sobrenadanle fue dializado exhaustivamente contra solución de Tyrode a 

4·c en una membrana con corle de 7 KDa. Como conlrol, se procesó la misma 

cahlidad de BSA bajo las misrn;J condiciones. Tanlo el sobrenadar.le: de 1J 

saliva corno el de la BSA. no presentaron actividad inh1b1loria, lo Cl!:J.\ indica 

Que el factor responsable de la aclividad es precipilable por TCA. Es 

importante recalcar Que en esta serie de experimentos se tomaron las 



·1a que se observa muy ciar amen le el efecto Inhibí torio. 

La digestión de la saliva con tripsina 5: 1 (p/p) durante 30 min a 3i'C 

(cuya reacción fue parada con ur1a cantidad equimolar de ínhibidor de tripsina 

de soya) redujo alrededor de 603 !a acU~'idJd ínhibitoria de la agregacíón de 

plaquetas en relación a la saliva nativa (Figura 26 i; de hecho esta reducción 

no fue mayor aun después de 90 min de digestión. En este experimento, 

también se incluyó la dig'3sti6n de ESA en las rnisrna condiciones a fin 

evah.i.ar posible interferencias o impacl03 Ce )3 tripsina y de SIJ inhibídor, Las 

muestras de sali··1a y BSA digeridas lJmtiü1 f11t.·ror. ::.rnc!izadas mediante 

electroforesis en geles '.je ;:-:·liac:ril.:n-r.i~a. En ;3 FígurJ 27 puede notarse que 

hubo una digestión parcial de ambas rm.i0slras, ~·.m a SO m!n de a¡ge-sU6n, cr:.·:i 

la aparición de componentes de menor peso molecular y Ja disminución en Ja 

cantidad de masa de muchas de las bané3s. Obsérvese la banda de alrededor de 

.<:o Kda. que aparece en el carril 5 de la figura 27 en donde la saliva es 

digerida con lripsina durante 90 minutos, esta banda no es observada cuando 

las digestiones, en las mismas condiciones, son a los 30 minutos. 
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Figura 26. Inhibición de la agregación plaquctaria con las muestras 
-digcridus con tripsina. La ag.n:gación fue inducida con ADP (6.25 µ;\1} y Jos ensayos 

de inhibición se evaluaron con 500 µg dt: proteína de ra~ muestr:is n:spccfr.·as. l =saliva sin 

digefir. 2::: saliva digerida 30 min: 3==- s:Jliva digeridJ 90 min; 4= saliva control incubadJ. (90 

min) en J3s mismas condiciones; 5= BSA digc:rida 3ü mln; 6= BS.-\ digerida 90 min. 
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Figura 27. Análisis eleclroforéliro de las fracciones digeridas con 
. tripsina. Los ,geli:s de pofü1'·ril:lmida (12.5'7'-) s~ corrieron en prt::.scncia de SDS. Todas las 

muestr<J.s que contenían tripsina fueron tr.nadas con 1 ':'c (v/v) diisopropilíluorofosfato, a fin de 

evitar degradación proteolítíca durnn:e la clcctrnforcsis. El carril l y l l corresponden a 

marcadores de peso molecular y J inhibidor de trip~ina de soy;i. rcspcctivamcnic. En tos 

carriles 2 a 6 se analízaron muestra.!' de .-.:iliva: :'!~ ~:iliv:1 fresca: 3"" sa.liva con 1ripsina sin 

incubación; 4= safo·a con trip~ina !ii.;;~nda 30 min: 5;:= -.aliv::i. con tripsina digerida 90 mio, 6= 

saliva sin 1ripsln:.i Ct.)n HCJ l m~1 incut>:1d:t 90 min. En los C.'.l.rrilcs 7 a 10 se analizaron 

muestras de ;:dbl.imir1.t :-...'.;-:~.:; t-:-»in;~ r P·S..\ 1: 7=-= BSA ;;:on HCI lm~1 incub:i.da 90 min.; 8= BSA 

con tripsinJ. sin ini.;ub:ición~ 9= BS:\ dl::t:nd~ ;;:0:1 t:-ir5in:1 30 min, y lü= BSA con nip~ina 

digerida 90 min. 

En lodos los c~rri!es ~e aplicarnn :!S µg de proteína de la ntuestr:i correspondiente. Las 

preparaciones que fueron digeridas contienen 5 µg di;: tripsina y 5 µg de inhibidor de oipsina de 

soya y las de los carriles 6 )' 7 sólo és1e último. En el carril l J se aplicaron 50 ~tg de proteína. 



'del,vamplro no atraviesa membranas semipermeables con corles de 3.5 

y es sensible a la acción 

V. DISCUSIDN 

___ Hemos corroboraba que en la saliva del vampiro no se encuentra actividad 

~pira.sa, a través de" dos ensayos diierentes e independientes; par un lado 

los ensayes G:; )í1hlbición de 1J Jgreq::ción, cuando se preincubó el ADP con 

}a saliva a 3TC durante 5 a i O rnin con agitJc1ón lenta y posteriormente Je) 

adicionarle el PRP e incubándola con agitación v\gorosJ duranle S a 7 min a Ja 

misma temperatura anterior, la saliva continuó siendo activa; este es un 

resultado semejante al obtenido por r,avá.ey(L;), Por otr·a parle, midiendo 

directamente la actividad de apirasa ccmpsrJndola con apirasa de papa 

blanca y con !a apirasa presente en la s~JtvJ Ce triatómidos mexicanos; en la 

saliva del vampiro la aclividad iué e:-:trcmadamenle baja, de hecho la 

liberación de fosfalos que se obsf:r'.'Ó podriJ ser debido a la actividad de 

fosfalasa alcalina que se encuc:ntra en la s31iva. 

Los resultados que hemos obtenido sugieren que la saliva de vampiro 

inhibe la agregación de plaquetas i1uff1M155 e:< •J:i p1J:rit.o común de al menos 

cuatro agonistas {A.DP, co!ágE:no, F,;P l epinefrin.a); ya sabemos que !a 

agregación por un quinto. trombina. también es inhibida('1)_ Eslos agonislas 

siguen rulas distintas para causar la agregación plaquetaria (figura 6). El 



obtuvieron curvas dosis-respuesta, variando la cantidad de 

semejantes con los diferentes agonistas apoya la hipótesis de cue la 

aCClón' de la saliva es sobre una ruta común ínhibiloria y no una antagónica a 

un receptor específico como el mecanismo responsable de la actividad 

írihibiloria de la agregacíón plai::uetaria. Lo anlerior indicaría, de acuerdo al 

m·ooelo hidráulico propuesto oor '/argail1g et ~l ( 17) Que la acción inhibitoria 

de la saliva pudiera ser ínhib1en:jo la JCti'/tdJó de !3 fosfolip35.;, A: (fLA2 ), 

es decir, una acción semejante 31 p-brc.rr.ofen~cd bromuro, mep.1crina e 

indomelacína (lodos ellos irit-iibidores de la fl.-·~2 .). Sin ¿mbargo. 

experimenlcs hechos ~ior Javier Vargas ~n nuestro laboralorío. demuestran. 

que ia sa!ivJ del vampiro no i;";t-.1oe la aclividad enzimática de b fvsiollpasa 

A2 de l-!eloderma nor-r.::~.:."":J .--;crr!:.:u.-;¡ rl! fas enzimas fosfoli~ásicas 

membr.:rnal~s de los trc.fc:::cttos Ce Ent.:.'nC'.3':'3 hiS!c!vlic.'l, haiia.zgcs ::.:e no 

descartan, pero hacen púco probable. que lJ sah·.i.a esté ínhibier::!o la 

fosíolipasa A2 de las plaquetas r1umari.as. 

Otro posible nivel de acción seria Que la saliva tuviera una acción 

inhibitoria de la fosfolipasa C, tal vez interfiriendo con las proteír,~s G. 

evitando así las dos rutas secretoriJs de l~s plaquetas humanas. descritas en 

la Figura 5. y Que conducen a uri.?J agregación plaouelaria irreversible. 

Se sabe que Ja m3yoria de las respuestas de agreqación p1aquetarla 

dependen más de los productos '-·ía cicloo,igenasa (Figs. 5 y 6), por lo que 

otra punto de inhibición común podría ser dicha enzima, que es el blanco de la 

aspirina, 

Olra posibilidad seria que la s:lli'n di: vamplro tuviera compuestos 

capaces de atravesar la membrana de las plaquelas y que inaclivaran las 

cinasas que fosrorilan proleinas, las cuales, un3 vez fosforiladas activan la 

respuesta seer e loria de las plaque las< 1 S l; o que acluara sobre el complejo 



que activa la cinasa de la cadena ligera de la miosina, 

que está asocíada con los primeros cambios conformacionales 

precedentes a la secreción, pero creemos que no es el caso porque estas vías 

de secreción son más bien especificas y la respuesta a la inhibición de la 

! agregación por la saliva es común a varios inductores. 

Olro mecanismo común de inhibición podría ser ta interferencia en el 

pegado de fibrinógeno al complejo glucoproleico (GPJ llb/llla de las 

membranas plaquetarias con lo que se evitaría la formación de puentes 

inlraplaquelarios de fi:iríriógeno en la agregación; es decir, que la saliva 

tuviera un componente con acción similar a la ticlopidina(7). De hecho, 

recientemente se han obtenido anticuerpos monoclonales contra el complejo 

GP \!b/il!J ~ue 1r .. terfir\eron la 3greg:::ci6n('.27 Y :e). Semejante efecto 

inhibitorio se logr6 con el pentapE-plido 151y-Arg-Gly-Asp-Ser. que compile 

con el fibrinógeno por el pegado al complejo GP llb/llla de las plaquetas<29-

31 l. 

Se ha observado que las plaquetas cargadas de aequorina indican una 

elevación en las concentraciones de ca2+ intracelular en respuesta a los 

agonistas comunes como epinefriria, ;...DP, colágena, trombina, 

prostaglandinas H2. análogo·s a u.;~6i9. ionóforo de calcio A23187· ácido 

araquidónico y ésteres de f.Jr:iol(32). El CJ2+ rn~race:lular participa en varios 

ni'.leles de la respuesta agregaloriJ de las plaquetas y proviene. en 

condiciones de esl1mulac1ón, del ca2+ del medio e>:tracelular y de la 

movilización del Ca:.,. lntra~e\ular. Asi '-'Lr a ~úsi::iHidJd sería la interferencia 

por parte de la saliva en ios canali:s (!(;l ic..-: c31cio de las plaquetas. evílando 

su enlrada, o bien. interfiriendo en la disponibilidad del ca2+ .de la poza 

interna. 
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suponerse que la saliva de vampiro tenga compueslos que 

ciclasa o que inhiban la fosfodiesterasa del AMPc, elevando 

interna del Ar-1Pc en las plaquetas. Es decir que actúen en 

·.una forma semejante a Ja proslaciclina (PGl2l que acliva la adenilato ciclasa 

ó el caso del 3-isobulil-1- rnelilxanlina que inhibe la fosfodieslerasa(33J. 

incrementando los niveles intracelulares de A!1Pc, los cuales inhiben a Ja 

_FLA2. la fosfolipasa C ffLCl. y al inosilol l ,4,5 lrifosfato( ¡ 5)_ El iloprosl y 

el forskolin, que incrementan los niveles de At·lPc en las plaquetas. también 

inhiben !J aclivación de las mismas(34). 

Por otra parte, pudiera ser que en !a saliva de vampiro exislan quelanles 

de hierro como Ja desferroxarnina ó el 1,2-dimetil-3-hidroxi-4-piridona que 

sean Jos responsables de la inhibición de la agregación plaquetaria, porque 

estos compuestos inhiben la agregación de las plaquetas cuando son 

eslimuladas con ADP, adrenalina y colágenaC35l, a través de la remoción del 

hierro asociado a la ciclooxigenasa. 

También desconocemos si la saliva lenga una sustancia que sea 

semejante a la erbstalina, la cual bloquea la fosforilación de las proteinas , 

Ja hidrólisis de los polifosfoinosiloles, la aclivación de la PKC, la secreción 

de la serotonina y la agregación de las pb:;uclas cuando es inducida _por 

f Ap(36). 

A diferencia de Hawr.ey<4l, no pudimos seguir Ja actividad inhibitoria 

después del fraccionamiento cromalográfico de Ja saliva. Como puede 

observarse en la Figura 19, se ensayaron 200 µl de cada una de las fracciones 

colectadas. SI asumimos un faclor de dilución de 1 O veces y que a la columna 

se aplicaron alrededor de 15 mg, podemos concluir que las concentraciones de 



fracciones fué suficiente para haber detectado la actividad inhibitoria. 

sugiere que probablemente haya una acción potenciadora de algún 

del principio activo responsable 

de la inhibición de la agregación pla4uetaria. 

No creemos que el decremento de actividad inhibitoria de la agregación 

plaquetaria observado en las fracciones de la saliva en la columna de 

filtración en gel (Figures 19 ·¡'.'O) se deba a la desnaturalización térmica de 

lal principio a lemperalura ambiente, dado que este principio es 

termoresislenle (Figura 25). 

Tampoco creemos que el principio Jcli·,;o de la saliva responsable de la 

inhibición de la agregación pbquetaria se píer-da en el fraccionamiento- antes 

mencionado por degradación prcteolítica. ya que la única proleasa que está 

presente en la saliva es el aclivac!or de plasrninógeno y su acción es muy 

específica. Por otra parle la saliva no actúa sobre caseína (comunicación 

personal del Dr. Alejandro Alagón). 

Otra posibilidad que desechamos es Que el mencionado principio aclivo ·de 

la saliva se esté quedando adherido a la columna, ya que la recuperación 

cromalográfica siempre fué muy cercano al 100%. 

Aunque no pudimos delectar con claridad el principio activo, en la Figura 

19 hay una indicación r1J conclu·,'C~~e c:•Je b actividad inhibitoria se 

manifiesla con mayor inlensid1d (p2ra las olaauetas de un individuo, pero no 

para olr·o) en un conslituyenle de la sal!va que tien.; un peso molecular menor 

al inhibidor de lripsina de soya, lo cual concuerdJ con lo publicado(.cJ. 

No obstante. al cromatografiar la saliva en la columna Sephadex G-150. si 

pudimos separar las actividades de aclivador de plasminógeno, ya 

reporladaC«l, así como la actividad de íosfalasa alcalina que se reporta por 



21 ). 

Nuestros resultados sugieren que el factor presente en la saliva del 

vampiro responsable de la inhibición de la agregación de plaquetas humanas 

inducida por ADP, parece ser un componente protéico. ya que cuando la saliva 

es digerida con lripsina CFigura2ó) se pierde la actividad; asi mismo cuando 

la saliva se precipita con TCA al 5?., el sobrenad:.mle pierde totalmente su 

actividad inhibitoria, cuando se dializó con una membrana de corle 7K no se 

perdió su actividad (Figura 24), ademas, notablemente, esta supuesta 

proteína es muy resistente a la degradación por calor, ya que conservó su 

actividad aun después de i5 minutos en ebullición en baño ~laría <Figura 251. 

Creemos que la saliva de vampiro Dcsmodus rolundus tiene sustancias 

que podrían ser de importar1cia biotecnológica, como fármacos para el 

tratamiento de ür.fer:nedades humanas vásculo-oclusivas tror..bótico­

arterosclerólicas, ya que ademjs de inhibir la agregación plaquelaria tiene 

un potente aclivador de plasminógenoC-'1.37) y un inhibidor de la vía 

extrínseca de la coagulación(.::;). Es decir en la saliva existen compue:slos que 

evitan la génesis de trombos y compuestos que degradan los ya formados. Por 

tal motivo es necesario realizar más investigación en este lema que podría 

conducir a la purificación y caraclerización de éstas y otras sustancias para 

su probable aplicación en medicina. 
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