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1 INTRODUCCION = <

é‘ sabe q‘Li'e en.las salivas de los anima‘eé hematéfagos se encueniran
":‘corbh”pdestas due interfieren con los mecanismos de la coagulacidn de la
';S(angre o hemostasis (Figura 1) en 125 lesiones causadas a los animales de los
“gue se atimentant! 3 3} gntre tas especies hemaléfagas que se han explorado

estan las chinches triatomas, ciertos mesquitos, las moscas de la arena, las

mascas iselse, las garrapalas, las sanguijuelas y los murciélages vampiro.

=, 11.C. Ribeiro propone un diagrama allamente esquematice de los eventos
- relevantes de la hemostasis v la inflamacidn que ocurren en las sitios de

atimentacién de los artrépodes hematofages (Figura 2},

-LESION




T, HEMOSTASIS E INFLAMACION “En la xzqu::rda sc indican lcs :
'cdwdores hbcmdos a consccucncm dc la 1:5|6n cclul:u' En'la pane ccmml Ios fendmenos . R

causados por los medindores, A Ia derecha estdn las conmbuc:oncs dc los leucocnos ala-

* histdmina; 5-HT, ina; 1G, inmunoglobulinas; AglG, mmunocomple]os' FAP factor 7' ’

+ activador de plaquetas; PG, prostaglandinas; TXA,,tromboxano Aj.

En 1967 Christine Hawkey(‘” encontré que en la saliva del murciédlage

7 vamrﬁru Desmodus rotundus,mamifera completamente hema,l:bfagor(s_-rf’)_,_isre
encuentran por lo menos tres principios que interfieren con los mecaﬁisrﬁdé
normales de la coagulacién sanguinea: un activador de plasmindgeno, un

- inhibidor del Wamado tiempo de cefalina y un inhibidor de la agregacién de -

"hcmos:;sls ¢ inflamacién, Abreviaciones: ANAP, anafilotoxina; BK,. bradikinina; H,. " =0 :




trombina L

Nuestro laboratorlo dentro de un: convenio con la compama Schering de
Berlln ha eslado estudlando durante los ultimos afios, al activador de

plasmmogeno que esld presente en la saliva: del vampiro, Este trabajo estd ya

-, .MUy avanzado-y se estd protegiendo mediante la solicitud de varias patentes.

o Asl, v coh el objeto de explorar otras molécuias con actividades biolégicas

“relevantes y con potencial terapéutico, es que nos dimos a 1a tarea de iniciar

. el estudio sistemdtico de otra de las actividades que estd presente en la

misma saliva: la inhibicién de la agregacién piaquetaria. En esta tesis se:
3 re‘porLan éstos Iestudios. i

En la actualidad &5 muy activa }a blsqueda de nueves compuestos como
alternativas o complementos a los que actualmente se usan o estin Ve'n,‘,
desarrolio para el tratamiento de enfermedades Lromboembolicas como el—
activador de plasmindgeno tisular, la estreplocinasa, lat urocmasa. Vlé
hirudina, la ticlopidina, la heparina, etel? 2 10). con ellos se pretende ewtauzr
la rormacwn de coagulos sanguineos (Figura 3), y/o disalver los que ya estan :

B formadc:s(1 1) (Figura 4), o bien, inhibir ia agregacmn plaquetarla
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FRAGMENTO:D'

. FRAGMENTO E

‘ Figura 4. DEGRADACION DEL COAGULO DE FIBRINA POR PLASMINA, La saliva
de vampiro tiene activadores de plasminégeno que catalizan la con\'emén de dsica plnsmlna. la
cual dcgrada fos codgulos de fibrna. . :

'ptj,goug'TAs,v HEMOSTASIS:

;} El papél mds importante de las.plaquetas es-en ia fase ini_ciral':‘d”e\\a'

: h.em‘ostasis(‘z). ya que reaccionan de 1 a 2 segundos después de seurrir fa
lesién adhiriéndose a la coldgena, fragfnenlos de la membrana basal Yo
‘microfibrillas asociadas con la elastinal13). g proceso continGa con la
secrecion de las plaquelas, denominado reaccion de liberaciéni-lo. que les 7z
ocasiona un cambio morfolégico, de discoide a esférico, con formacién de
prolongaciones, pseudépodes, ampoilas y microvellos, v un aumento de mds: -

de 3-veces en su relacién drea/volumen; lo cual a su vez lleva a la agregacion




plaquetaria, 'eS'_dé'cirr'. el éepdsito,de nuevaé plaguetas sobre las plaquelaé :
. adﬁecida‘s-'in'icialmente a las- sreas lesionadas del ‘endotelio vascular. £l
'Léfr‘mino "2gregacion” se hizo exlensivo también al fendmeno de agregacion
-.Inducido por varios agentes guimicos in vifro; ésta ha sido dividida en dos
faéas: ta "agregaciéon primaria o de primera {zse a la determinada
direclamente por e} agenle induclor exdgeno (ADP. zdrenalina,. serctonina,
trombina y ristocelina), y agregacién secundaria o de segunda fase a la
determinada por el ACP procedsnic de lz reaceion de liberacidn de las las
plaguetas, E1 ADP, 21 fijarse 2 su receptor, modifica fa gliceproleina de
membrana Jib-illa de la p‘aaueta(?) v este complejo activads se convieris en
un . receptor de una proteina circulante, el Tibrincgzno, que Torma pucntes
enire las plaguetas desencadenando su agregacién, para formar un {apon
hemostatico primario. Las piaquetas asi activadas tienen también Iz
capacidad de activar la cascada de la coagulacidn, en particular, a rula
intrinseca (Figura 3), ya gque liberan lipeproteinas que inducen la generacion
‘_del factor Xia en la almodsfera periplaquelaria y son fuente del faclor V
(proacelerina) y Vilic {(parte del complejo del factor Vi
Las plaguetas iiznen forma de discos engrosades en la parte central ¢
esféricas y un didmetro alrededor de 2 pm, Son producidas en 1a médula dsea
. por los megacariocitos. £1 aumero de plaquelas promedic en sangre venosa de’
~un-adulte humane normal es de 248,600 a 350,000 por mm3 Yy &n sangre
capilar es de 242,006 a 509,065(14),
En la reaccién de tiberacidn de las plaquetas se secretan substancias
tales como ADP, serolonina, {romboxane Az (TXA2) v el factor de plaguetas 4
(una proleina que se une 2 Ja heparina) como respuesta o inductores de la

agregacién corno lrombina, coldgena, epinefrina y ADP que actian sobre



pecmcos en Ia membrana plaquetarxa( 57 La mteracamn de los'

nductores \.c-n los receplores genera una Sena) que actwa 2 )a rosfol!pasa Ao
'y‘/vo a la fosfolipasa €; se szbe que la actzvacton de la primera estd
_'iyfiflue'nciada por la bomba Na*/H* y la sequnda, por las preleinas que ungn
éTP (proteinas G} Se propone que lzs moléculas mensajeras derivadas de
fosfolipidos (&ctde arpguidénico, diacilglicerc! e inositel-1,4,5~ trifesfalo)
-procediendo en rulas distintas (Figura S, lineas splidas remarcadas)
intervienen para que posteritormenie se llegue a inducir 12 secrecién
b ﬁaquetaria per las rutas de la cicloaxigenasa, la proteina cinesa C vy la
¢inasa de cadena ligera de la miosina. £n la ruta de la ciclooxigenasa la
V_Br,Lividad enzimatica ocasiona la formacién de cndeperdxides ciclicos
Namados prostaglandinas €o. v Ho, Jos cusles son convertidos a! tromioxane
Ao por la sintetasa del tromboxang, presente en los microsomas y por 'las
otras rutas ias proteinas se fosforilan, siendo éstas v el TXAg los inductores
directos de Ya respuesta secretoria plagquetaria. B} ién Ca< 2+ como mensajero
intracelular estd invelucrado en varios pasoes clave de cada una de las rutas

_estimulatorias,
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5. Diagrama simplificado de las rutas estimulatoris ¢ inhibitoria

quc modulan la respuesia secretoria en las plaquctas humanas, -

- .--1.as rutas. inhibitorias involucran receptores para inhibidores (como
prostagiandina |, En v adenosina) que una vez unides a la adenilato ciclasa la
estimulan incrementando el nivel intracelular de ATMP ciclice. Se propone
ademas que !2 guznilatn ciclasa soluble es independientemente activada por
el factar de relajamiento derivage del sndotlelio y se identifica como 6xido
nitrico el cual interacila con ias plaguetas. £s conocide que los nucieoiidos
ciclicos, AlMPc y GIMBc (tas que se representan con las lineas discontinuas en
la Figura ) interrumpen las rutas estimuleterias, y que los inhibidores ce

agregacion plaguetaria incrementan el AFPc intracetular por la estimulacidn




dé.la adenilato ciclasa Ia cual cataliza Ya conversion del ATP -al AMP-ciclico,
'o:_larih'hiﬁicién de la fosfodiesterasa (que actda sobre el AMPc convirtiéndolo
2 5'AMPY ¢ actdan er; otros puntes no.conecidos de la ruta que elevan el nivel
del AMPC(16),

Por olro lado se ha observado que las fesfatasas intracelulares también
gjercen un conlrol negative desfosforilando el inositel 1,4,5-trifosfato y las
“fosfoproteinas involucradas en 1as rutzs estimulatorias (considerando que la
* fosforilacién de las proteinas, al disminuir el nivel de AMPc, estimula la
respuesta secreloriz de las plaguetas).

Vargaflig, Chignard v Benveristef 17) propusieron un esquema en sistema

hidraulico sobre ires diferentes rutas que conducen a2 la agregacién de
plagquetas cuando se induce con coldgena, trombina, Tondroro de caicio, facter
activedor de plaguetas o FAP (1-0-alkil-2-0O-acetil-Zsn-gliceril-3~

fosforilcolina), dcido araguidénico {AA) y ADP (véase la Figura €). En el

esquema, los diferentes agentes de agregacidn funcionan como pistenes
especificos, asi el icngforo, la trombina vy la coldgena presionan sobre la
fosfolipasa Ap, cuya presion puede ser cancelada con la llave de paso
- representada por el bromuro de bromofenacilo o el dibutiril AMPc. El paso por
la fosfolipasa A, puede ser evitado e inducirse la agregacidn adicionando
directamente al sistema AA, FAP o ADP. Después de pasar por el sistema
enzimatico de la ciclooxigenasa (CO), el AA origina al tromboxano Ay el cual

induce la agregacién directamente ¢ indirectamente per transmision de

directamente, o indirectamente via ADP. Este modelo no toma en cuenta la
actividad enzimatica de la fosfolipasa C ya gue. como se menciond arriba
(Figura 5), los 4cidos fosfatidico y liscfosfatidice pueden jugar un papel en

la agregacion. Por otra parte se observa en el esquema de la Figura 6 que

presién al ADP. El mismo mecanismo es aplicable al FAP, el cual actba -/ - =



cuando 12 CO es inhibida por drogas antiinflamatorias no esteroidales (DAINE)
como-la aspirina, y el ADP es caplurzdo o removide por cualquier medio, el
tercer mecanismo (FAP) adn funcionara. De hecho, sélo los inhibidores de la:

fosfolipasa Ag pueden bloquear las tres rutas juntas.

TrAZaTromborana A2

Agregacion | <=
Apirasa IJ'-'-——

" CF=" Creatina-Foslaio CF/CFC
CFC="Creatina fosfocinasa. ]

e g

Dlogas amunllamaxonas no .i_ FAZe
CO

eslernidales

DANE

bt as + = l
"AAsT Acide araqulddnico .

FAP

SR |
|Facior ‘aclivador de plaguetas, J/
L1-0-alkil-2-0-acetil-2sn-gliceri
3- fostorilcolina,

1‘ BFBa. Bromofenacil
* bramwo,

ooAMPes Dibutitl ce
C AMP, ciclicai:

'Corlégena

F:Lurn. 6. Esquema hipotético mostrando tres rutas dll'cren(cs que
oy conducen a la agregacidn plaquetaria.”




RACTERISTICAS GENERALES DE LA AGREGACION PLAGUETARIA.

“Las plaquetas se "pegan” aglomerandcse entre si cuande son-estimuladas
’pdr uh agonisla“a). Los agonistas son muy diversos, pueden ser compuestos
"debajo peso molecular como ADP, serotonina y epinefrina; enzimas tales
B como. trombina y tripsina; material particuiado como la colagena y complejos
" “antigeno-anticuerpo; lipides tales como el factor activader de plaguetas
VI(FAP), e fonéforos tales como el A23787. Estos agonistas inducen cambios en
la membrana de las plaguetas ocasionando su agregacidn bajo condiciones
apropiadas,
Para que suceda la agregacion, las plagquetas deben de entrar en cont;cto
~ uUna con otra, lo cual normalmente se logra agitando la su5pensién plaquztaria
(PRP + amortiguadores + agonistas, en nueslro caso). Esta agregacion es
detectada, a nivel macrascépico por la formacién de cenjuntos visibles de
',Vplaquetas "pegadas” o agregadas, clareandose asi la suspensién.
La agregacion plaquetaria constituye un proceso de varios pasos, el cual
.puede analizarse registrando los cambios en la {ransmisién (o 2bsorbancia)
de'la luz (mediante un espectrofotémetro) durante su desarrollo. Después de
la adicién de algin agonista hay un leve decremento inicial en la transmision
(o incremento de la absorbancia) de la luz debido al cambio morfoldgico de
“las plaquetas, de formas discoides a esféricas; lo anterior es seguido de un
incremento gradual significative en la transmisién (o decremento en la
absorbancia) de la luz por la formacién de agregados plaguetarios y el
consecuente aclareamiento de 1a suspension de plaguetas,
La fase inicial de la agregacién de las plaguetas es reversible a no ser

que esté sequida de una secrecién de factores “proagregantes”™ de las mismas




através: de SUs granulos densos (por ejemplo ADP y serotonﬂna)

j(proleinas adheswas como’ el f!brinogeno.. factor von

lrombospondina y. fibronectina); esta fase de la agregacion pla

Irreversible y alcanza un platé que refleja e! maximo n1vel de transmisién-(o

m\nimo nivel de absorbancia) de la luz.

“ Para que Ia agregacién plaquelaria ocurra se requnere de Ia presencm dej i .

:-'Hbrlnogenc y- cationes divalentes, ya que la caracterfsllca adhestva 07 
‘.pegajosa de las plaquetas se consigue cuando sus membranas adquneren la s
c’_:_apa_cidad de unir fibrinégeno, Esta molécula dimérica probablemente: actla

B kc'o‘ni'o‘ ’un pegamento que funge de puente en los huecos intraplaguetarios. Esto

9 Jogra_con estimulos que pueden inducir la secrecidn Sln una agregacién
_préviaf. como es el caso de la trombina o ia édlébena. 6l fibrinégeno puede

‘5 éec'retarse de los grédnulos a; mientras que otros estimules requieren que
7!Vsuceda 1a agregacion para ocasfonar la sec'rreciénrplaquetaria. por ejemplo el
ADP,y'VIa éﬁinefrlna. los cua‘\es necesitan que. el fibrindgeno en fase fluida

Lnesté pres'ent'e. El "pegade” de 1as plaquetas mediante el fibrindgeno, esto es la

.g";r;'egaclén también requiere ‘1a presencia de cationes divalentes (como el

Ca2"') Y, ocurre a través de puentes entre 1a glucoproteina_llb-llla presente en’ :

fa: superﬁcie de Ias plaquetas y el ribrinogeno‘

L Nos lNHIBIDORES DE LA AGREGACION PLAQUETARIA co

ali prevenclén de fenémenas ;
e 2lto, rlesgo Su. mecanismo de-

ria: c(clooxlgenasa con o que se




bioguea la sinlesis de tromboxano A2. Sin embargo, tiene el problema de que

:::' también inhibe la sintesis de prostaciclina, un potente agente antiagregante

- secretado por las células de la pared arteriai{?.19.20) por jo que su eficacia
“S¢'ve reducida. Ademas, el uso prolongado de aspirina conlleva problemas en
algunos de los pacientes (sangrado de tubo digeslivo alto, Glcera gistrica,

etc) que limitan su empleo.

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

agregacién plaquetaria al impedir la fijacion del fibrindgeno a -la.

"'rglu'c'opr’oteina Hb-111al 73, Este compuesto estd en'la éctuaiidad evaludndose . :
~en’gran escala y tiene un potencial muy allo en la prevéhcién dé'{ror_ﬁbop:a:l‘iaé’f

“durante tiempos largos,

IL'MATERIALES =

-2) EQUIPO.Y MATERIAL:

. Centrifiga clinica modelo. T J-8 ., miéf‘b‘fuga_é. -»gsbecﬁlrr"ofotér‘rrléirur‘ :
UV/Visible modelo DU-8 de Beckman Instruments,” Inc.(USA); medidor de pH-©. ="
: "P.HM‘ Standard pH meter”y conductimetro 0.2 tipo CDM 2f de Radi’omeler

: Copenhagen (Dinamarca): liofilizadora “Labconco” modelo 75050 de Labconco
Corp. (USA); aparato para electroforesis "LKB-Producter AB 5-16126" de
Bromma (Suecia); bafio de agua "thermomix 1420" de B. Braun Melsungen AG
(Alemania); balanza analitica "Mettler HBO™ de Mettler instrumente-AG-
(Alemania Occidental); agitador “Orbital Shaker” y agitador miltiple
magnético "Bell-Stlir Multi-Stir”™ de Bellco Glass inc. (USA); balanza B1500D y



balanéé'DlAL-O-GFlAM 2Kg. d;a Ohaurs Sc'ale Corp. (UéA),‘ estufﬁ “'Imperial'H de.
Labrl;ine instrljmenls Inc. (USA), microscopio dptico (de luz)} max. 100X
'V“!‘ﬂl‘rcrd star” de AO Scientific instruments (USA); agitader con movimiento,
“ondulante suave “Adams Nutator™ de Clay Adams (US&), agitador para tubos
vortex "Deluxe mixer” de Scientific preducts (USA), pipetas automdticas
“pipetman” de 20, 200 y 1000 pl ce Gilsen (USA), jeringas de 10 v 100 ul
"Hamilton” de Hamillon Co.(USA), cubelzs de poliestireno para leer en ¢l
espectrofotémetro de Fisher Costar Scientific Co, (USA), pipetas capilares
pasteur de Costar (USA), tubos de 1S v 50 m) de poliestirene con tapaderes de
= rosca; tubos para centrifuga de poliestirens de 25 mm de dizmetro por S5 mm
de largo; barras magnéticas cubierias de polietileno para agitar; jeringas de
10 y 20 ml de pléstico; céamaras pequefias para geles verticales;

hematocitémetros y cronémetros,

.b) REACTIVOS:

1k.'-'_De J.T.:Baker S.A, : dicromato de potasio, heptamolibdato de amonio,
- &cido Lricldrdacético, bicarbonato de sadio, cloruro de ‘calcio. cloruro - de
. potasio, cilrate de sodio, cloruro de magnesio, dcida nitrico, carbonato de
k _bs.,o'dio, formaldehido, dcido clorhidrice, acido acélico glacial, tolueno,
rﬁetanol. etanol y cloruro de sodio.

. 2.- De Sigrna Chemicals Co.(USA) : arsenilo de sodio, dcido ascérbico,
K Lr‘lzma b_aéé (TRIS), L-a-fosfatidilcolina,B-acetil-y-0-alquil (PAF), colrégério
de cola de rata 4cido seluble, albimina sérica bovina (grado reactivo), p-
nitrofenil fosfato (PNP), fibrindgeno, trombina, inhibider -de tripsina de soya,
dcido e-amino caproico, difosfalo de adenosina -(ADP), nitrato de plata.y

glicina.




3= De BIO RAD laboratarms arrﬂarmda TEMED persu]t’ato azul dextran.’

sulfato de dodectl de sodio (SDS) y azul de coomasie,

4.~ De Pharmacia Fire Chemicals: Sephadex G~ ESO aldolasa y marcador
,de peso molecular.
© /5.~ De aldrich Chemical Co: cloruro de calcio.

"B - De Fisher Scienlific Co.: acelato de sodio.

7.~ De Laboratorios Fisa: clorhidrate de epinefrina (soiucwn)

. .. 8- De taboratorios Sophia S.A.: pilocarpina sol. 4% “Pil ofteno c.M

9.- De Bethesda Research Laboratories: agarosa.

“210.< De Pierce Chemical Co.: Surfacil (agente siliconizante)
11.- De Merck Schuchardt: glutaldehido. g

“12.- De Mallinckrodt Co.: barbital.

;;713;— :De Reproduccidn Animal S.A: de C.V.: nitféégho liq
11l PROCEDIMIENTOS EXPERIHEN;FA S
— EXTRACCION DE LA SALIVA:

“La Saliva fue obtenida de los murciélagos vampiros Dgs}hqBL{s;rbtdhdus

5 aéspués de ser atrapados en )as cuevas de 2onas lropicé\es ganaderas deklo-s”;f i
:ersITados de Morelos y Guerrero; luege se conservaron en-cautiverio por .-
;;sgmgnag y -hasta meses. Se alimentaban diariamente con sangre de res

tratada con citrato de sodio 109 mM. La secrecidn de la saliva se estimuls
depositando una gota de pilocarpina al 0.4% {diluida con agua destilada) en la

beca del vampiro o inyectada intraperitonealmente, 25 y 100 pl por animal,

respectivamente.




La ‘sralivarse recolects con pipetas pasteur directamente de 1a Boca Y Vse
_ déposits en tubos eppendorf de 1.5 ml en hielo y luego se centrit’ugabé 1
{,",‘mum en una micréfuga y la saliva clarificada se liofilizd (con S0 mg de
' maﬁnitol por ml} y se conservd a -20° C.Lla saliva resuspendida con

“amortiguader Tyrode modificado (NaCt 137 mM, KCl 2.7 mM, NaHCOz 12 mM y

STRIS/ZHC! S mM 2 pH 7.4) en e} volumen original (generalmente 4 ml), se

sometia un minuto en la micréfuga para descartar macroagregados.

“2,:- EXTRACCION DE LA SANGRE Y OBTENCION DEL PRP:

7 -La sangre fue extraida de personas veoluniarias sanas, en ayunas, que
antes de la-extraccién no habian tomado medicamenlos durante dos semanas,

ni’ habfan fomado al ‘menos en la hora precedente; se usaron jeringas

desechables de 10 y 20 ml, dependiendo del volumen requerido.
Inmediatamente se vertia la sangre en un tubo de poliestireno con tapa que
contenia cilrato de sodie 107 mi1 en una relacidn sangre:citrate 10:1 (V/V),
" para centrifugarse a 230 g (1050 RPM en la centrifuga clinica Beckman) a
temperatura ambiente (= 24" C) durante 15 minutos. Cuidadosamente se
removia el sobrenadante amarillento (plasma y plaquetas) denominado plasma
rico en plaguetas (PRP) con una pipeta pasteur siliconizada y se transferia a
otro tubo de poliestireno graduado a fin de medir el volumen y adicionar 10

mg de &cido e-amino caproico por ml de PRP para inhibir el activader de

plasminégeno4)de 1a saliva y evitar interferencia de los productos:”de

degradacion de fibrindgeno. El PRP asi pretratado se uso en los ensayos de

agregacion y/o inhibicién,




ILICONIZACION DE VIDRIERIA: -

"+En todos los experimentas con sangre o PRP se evits aue entraran-en
contacto con vidrio, va que esto estimula la ruta extrinseca de 1a coaguiacién

’ Gigura 3) y/o se induce ta agregacion de las plaquetas, formandose coédgulos
&e fibrina o agregados plaguetarios, respeciivamente. Por tal motive, las
_.pipetas pasteur, lubos de vidrio y cubelas para especirofotdmetro fueron

Vsiliconizadas. Nosolros utilizamos Surfacil en tofueno en la proporcién 10:1

‘i(V/V), sumergiendo la vidrieria durante 30 minutes y dejéndose secar en una
campana de exlraccién. Por (llimo se enjuagaban con agua destilada vy se -

secaban a temperatyra ambiente.

| 4. ENSAYO DE INDUCCION E INHIBICION DE LA AGREGACION PLAQUETARIA: -

~Una vez oblenido el PRP, en un tubo de poliestireno con tapadera, se

~'incubaba en un bafio de agua a2 37° C v se mantenia asi duranle el transcurso

“ de 'l‘;odos los ensayos, sin exceder 5 horas desde el momento de ia extraccion
7 de" 12 ‘sangre, porque después de este liempo bajaba la reactividad de las
- plaquetas. Se lee el PRP en el especirofotémetro en absorbancia a 600 nm en

cubeta de poliestireno, ajustidndose a cero con salina (NaCl 0.154 1M, pK 7.4).

Este regisiro de 12 Aggq o3 414 aproximadamente el nimero de plaguetas por
unidad de volumen de PRP. Se recomienda que 1a poblacién sea 2 2.GX 108
plaguetas por mi de PRP(21) (Aggq 2 0.6). En un lubo de pollestireno de
centrifuga de 25 mm % 95 mm se introdujo un iman pequefio cubierto de
polietileno, que se acomodd sobre un agitador magnético que estaba justo.:

debajo del bafio de aqua a 37° €, se depositaron 400 pi de PRP en el tubo con




a’barra i‘i'nantada. adicionandole 200 ul'ya sea de saliva (de 1.25 a 2.5 mg/ml

'Vge‘nerélmen{e) & 200 ul de solucion Tyrode y se preincubaba duranle 5 min a
'f37‘c, Después de 12 preincubacién (tiempo cero) sg adigcionaba el inducter de
agregacldn correspondiente y 3 la concentracion que se indica en los
experimenlos en un volumen de 200 ul o el amortiguader respective como
cenirol. Tanto Ta preincubacion como 1z incubacién se hicizron bajo agitacidn,
sélo que la primera se realizd suavemente (nimero 2 del agitador magnétical
-y la segunda en forma vigorosa (nimero € del agitader). La lectura iniciat
(tiempo cero) se toma después de un gelpe (=1 seq) de agilacidn vigorosa, se
suspende la agitacién y se lee rdpidamente Agnpgpm contra salina. Este

“praceso se repite cada 30 seg, durante 5-7 min, en los que la mezcla se aglita.

"Gblenidos los dates se procede 2 graficar.

Para calcular los porcentajes de agregacion e inhibicidn de.las plaquetas:
observadas en 1as graficas de los resuliadds. se siguié e) procedlmiento

» 'siguiente

,S) Sé ajustaroh 'Ios valores i‘ea?eé de»AGbo: ;)m 2 porc‘en{ajevs"en reiback n'a 1;
absorbanma ‘a tiempo cero (A Lantn el cantrol-como la muestra Esln o5, ¢

.conswero la AL como. 1007,

‘7;_2) Se calculo el cambio porceniual en absorbancia del conlrol (Ac)
L utilizado (usualmente a les 5 minutes): ac= 100~ %Act !

,’3")75@ caleuld el cambio percenlual en absorbancia de la muestra (am) al

":liempo deseado (generalmente a 5 min.): am= 100- Zamy




Act' = dbsorbancia del cantrol al tiempo deseado,” -« -

' Acl absorbanc\a del contrel al tiempo cero,

fntf;z absorbancia de .la muestra al t.iempo deseradp. .y‘ -

; .5m'_uf= absorbancia de la muestra al tiempo cero.

52 CUANTIFICACION DE PLAGUETAS.

Se -obtuvo una curva de calibracion corre,lacionandorkIa“Aeoon;; con
-~ diferentes diluciones de PRP cuya concentracién de plaquetas’ fue m‘é‘dida

directamente con un.hemalocitémetro por el procedrmlento descmLo pcr

Brown(zz) El método permite correlacionar la concenlracxon de plaquelas
Cenlre 1y 5 %X 108/mly la Ag00nm. como puede verse en la Figura 7. Los:
resulLados que se cbtuvieron son consnstentes con fos ya reportados por Born

ATy Crossu”
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ALORES REALES. -

..VAL'R[S A U:T-DDS

6 OBTENC]ON DE UN EXTRACTO DE PAPA‘CON ACTlVlDAD DE APIRASA

i "'Se"pr'bc-edi'é de acuerdo Molnar y Lorand(23) con algunas medificaciones:’
“a) Se extraje jugo de papa blanca con un exlractor.‘ de jugos de cocina. b) Se’

“dializé contra-KCI 0.1 exhaustivamente. ¢} Se centrifugd el jugo dializado 1 -

" min. en una micrdfuga, desechdndose el precipitado, el sabrenad ante'f,

resultante se quardd en tubos eppendorf de 1.5 ml. a -20° C,




MEDICION DE LA ACTIVIDAD DE APIRASA

L‘a;deteccién de la actlividad de apirasa enla saliva se hi;o en’ la Fbrma
“'siguiente: 1) Se incubaron alicuotas de 70 pl de ADP 1 mM como sustrato en”
un buffer que contenia KC1 G.1 M, Cally il y TRIS/HCI SO miM pH-7.3. 2) Se

adicionaron a los lubos con subsirato 70 gl de la muestras problemas, ©

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

min, con 140 pl de dcido tricloroacético al iCR. 4) Se centrifugaron las

Vr'nezdas de reaccién en una micrbéfuga durante un minuto, tomédndose 200 pl
del sobrenacanie para la cuantificacién de iones fosfato (POAQ') por el
fnéLodo de Lane y Watmough(z‘-) medificado por nosctros.

El método para la deteccién de fosfatos permite ta deteccién de un
minimo de 4 nmoles del idn. A continuacién se describe ¢l procedimiento:r 1)
Se adiciond 0.07g de dcido 2scérbico por cada 10 ml de acetato de sodio 0.5 M
pH 4.5 y 1 m! de heptamolibdato de amonio 2l 35% (solucidén A), zgitdndose
vigorosamenle con barra magnética durante 5 segundos para ponerse
inmediatamente sobre hiclo (tomando un coler amarillento-verdoso). 2) A
200 pl de las muestiras problema se les adiciond 400 ul de la solucion A,
dejéndose reposar 10 min sobre hielo. 3) Pasteriormente se afiadieron 600 pl
de 1a solucidn B (2% de arsenito de sedio + 2% de citrato de sodio + 2R de

o4cido. acélico glacial). 7) Se agitarcn en vortex vigorosamenté algunos
q

segundos y luego Se incubd en un bado de agua a 37' C duranie S min para -

leerse finalmente en un espectrofotometro a Avconm-
Una unidad de aclividad de apirasa se definié como la que libera una

nmole de Pi en 60 min de incubacion en las condiciones descritas arriba: .




. ACTIVIDAD DE FOSFATASA ALCALINA.

£’ esle ensayo nos basamos en Leary. et ai(25) y en el Manua! de

H\f!prthing{on(?ﬁ)‘ Se ush S-bromo,4-cloro, I-indolilfosfate (BCIP) como
f,_'_{u'strato de la enzima, y nitro-azul de lelrazolio (NBT) para revelar el

_sé:bslra!o hidrotizade. Para preparar el susirato se mezelan S mg de NBT v

2.5 mg de BCIP, los que previamenle se han disueito por separado con 50 pl
‘ .- de dimetilformamida, v se lleva la mezcla a 15 ml con buffer de carbonato de

. sedio G.1 I + bicarbonato de Ka 0.3 11, + RaCl 0.15 M 2 un pH de 5.5, £l

procedimiento fue: 1) S hicieron diluciones seriadas (2 en 2) de saliva y de
“Tos controles respeclivos en cajas de poliestirenc de 8 X 12 pozos. Como
diluyente se utilizé el mismo buffer y guedaron S0 yl en cada pozo de cada
una-de las diluciones. 2) Se adicionaron SO ul del sustrate y se incubé
rdixrante 2 horas a 377 C. 3) Se pard la reaccién 2fiadiendo SO pl de EDTA 50

“:mM a cada pozo, y 4) Se leyd la absorbancia a 570 nm.
9.- DETECCION DE ACTIVIDAD DE ACTIVADOR DE PLASMINOGENO.

g Se usaron las siguientes reactivos: 1) Fibrindgeno (que contiene’
0 plééminrbgeno pegados naturalmente), se dejarcen disolviendo S33 mg de la
ﬁréleina en 40 mi de Tris/HCY 50 mi1 pH 7.9 duranle teda la noche en

“refrigeracién en un {ubo de poliestireno de 50 m); se removid e! fibrindgeno

no disueito por cenlrifugacién =1500 rpm duranle 10 min; el sobrenadante se

conservé congelado en alicuotas, hasta su uso. 2) Agarosa, se fundieron 2 g en
100 ) del mismo buffer y 2.5 mi de azida de sodio al 2% en bafo {Maria. 3) '
Trombina, se resuspendié un vial con 2,000 unidades NIH en un m! de agua.

Procedimiento: 1) Se tomd una caja de Petri de 15 cm de diametro, se




avo muy bien v secd con alcohol. 2) Se llevaron la agarosa fundida al 27. -y la
: :‘ciﬂ’ik:cién de fibrinégeno a 42° en un bafio de lemperatura controlada. 3) Se
mezclaron 15 mi de cada uno de los reactivos en un tubo de poliestireno con
_La_f)ader_a, manteniends la temperatura 2 42°C. 4) Se adicioparon 30 pl de
vlr‘bmbina, se mezcld muy bien e inmediatamente se vertio la mezcla a la caja
Pelri, procurando obtener una capa homogénea, sin burbujas. S) Se dejo
rsorlidiﬂcar a temperatura ambiente para lusge hacer pozos a 1.5 c¢m de
- dis:lancia (removiendo €l agar por succién con pipeta pasteur). 6) Se aplicaron

10 pl de tas muestras problema on los pozes. 7) La reaccién se incubé a 37° C
durante 8 horas. 8) Se midieron los didmetros de las zonas clarificadas y se
caleuld el drea de lisis. La Figura 8 es un ejemplo de los resp!(ados- :qye se

obtienen con esta técnica,




Figura 8. Actividad fibrinclitica indirecta de fracciones dcl
cromatograma de la Figura 19. Cada pocillo contiene 10 pl de fracciones. La
incubacién se realiz6 durante 8 horas a 37° C; son fracciones de 1.5 ml aliernadas de la

columna Sephadex G-150 a partir de la No.18 ala No. 60. La reaccion positiva se identifica

como un halo obscuro en torno a los pocillos.

V. RESULTADOS -

El' objetive fundamental de la presente lesis fue extender llés;

'oﬁser%\)aciones:'iniciales—de' Hawkey(m sobre la actividad -inhibitoria.de:la

{ajgrega‘cian de plaquelas que tiene la saliva del vampiro D. rotundus, y asi

péder evaluar, si bien preliminarmente, el posible - potencial Vde' la(s)




olecula(s) \nvolucrada(s) como farmaco en: el tralarment y/o ‘prevenc

adec1m1entos Lrombuembohcos

En particular quisimos responder las siguientes 4 preguntas:

. . La actividad inhibitoria de la saliva del vammro ¢depend= de
: »ctwldad de apirasa”?
2. De resultar negativa 1a respuesta de la pregunta’anterior. ila - i

quén inhibitoria es especifica para la agregacién por algin{os) inductor(es)

e la agregacién plaquetaria?

3. iCudl es el comportamiento de la acttvxdad mhtbllorla de la:

gregacwn plaquetaria en ﬁltracmn en gel”

4. Bl componente responsable: deila aclexdad Les de- naluralez

proteinica?

‘La“saliva de muchos insectos hemaléfagos \ienen 12 cap'acidad' de iﬁhit.»irl‘ -

a agregacnon plaquetaria, ademés de otros compuestos que actuan a olros LA

i 'mveles por accion de aplrasa(2) Las apirasas tienen actividad de adenosma

7 S'ttrifosfatasa y adenosina S'-difosfatasa, . es decir, son fosfa_@g:ag,f

especificas de di vy Lrinucledtidos de adenosina, como se observa-enlas =

siguientes reacciones:
ATP ~— ADP + Pl-— AMP + Pi{




'ﬁlaqué{'as y'qﬁe és uno de IosVresponsables de la’ onda de agregacion
".secundaria, Hawkey(4), con evidencias indirectas, habia ya sugei‘idb que la
‘saliva de D. rotundus carece de dicha aclividad. En este trabajo se decidid
- medir directamente la actividad de apirasa en la saliva, Para este efecto se
montd un ensayo muy sensible descrito en Procedimientos Experimentales.
Los resultados fueron negativos aun utilizando 400 pg de saliva de vampiro;
como controles positivos se wtilizaron el extracte de papa y saliva de una
chinche hemattfaga del género Triatoma, los que preseniaron una actividad
especifica de 200 v 7,250 U/mg, respectivamente. Hay que hacer notar que a -
tiempos de incubacién largos la saliva de vampiro presenté cierta actividad
extremadamente baja de! tipo apirasa, que se puede atribuir a la actividad
fosfatdsica que, como se muesira en la Figura 9., es importante en la saliva
del quirdptero. Hay que resaltar que Ta saliva de trialomas no_presentc’oﬁesta" :

‘actividad.

)
3
D
0

2Ry

Figura 9. Actividad de fosfatasa alcalina: en.
rotundus..Las filas D y E son diluciones seriadas de- sahvn dc
750 pgde proteina; F y G=saliva de wiatomas comcnz;mdoc

- comercial de intestine bovino comenzando con 10 ug.




12, “La-inhibicién de la agregacién p1arquetar_i.’a por: 15 saliva=del®
vampire ocurre con todos los -inductores: de -agregacién “probades:
(ADP, epinefrina, colégena y FAP). ) ’

Los experimenlos de agregacién plaguetaria gue 'se describen en 'e-sla
‘seccion 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 la reproducibilidad de los experimentos, decidimos anexar
la Tabla 1. £n ella, aparece el comportammiento de algunos de los PRP
utilizados en base a la absorbancia que presentaren, el nimera de plaguelas a
que correspondia, 1a absorbancia en el inicio de los experimentos de
“agregacion. el cambio de absorbancia después de S min de la induccisn de 1a
ag{'egacién con ADP (este cenirel estuve siempre presente on lodos Jos
experimentos, independientemente del agonista que se estuviera evaluando),
v el porcentaje de agregacion plaquetaria al que correspondid dicho cambio de
absorbancia. Como puede verse, el rango de concentracién de plaguetas vario
de 3.1 a 7.5 X108 plaquetas/ml de PRP y el grado de agregacian fluctud entre
23 y 84%. Esle comportamiento es el que normalmente se encuentra en este

tipo de experimentos( i3),




a1, ‘cqr}ic'ﬁnrmcnou, DE PLAQUETAS EN EL PRP en-baze s la meestrs nom. |-y’
!:uer‘du 3 |A Fiqura'7: EI eficta de la "e'oo :‘J:ndo las plm\.-tas son es\lmuladas par ADP

Agoo  PLAGUETAS  Ajpiciay % DE'AGREG,

Af.sal. x108/m12 Mezcla.

scPe(a-ag)

A600 (ac enm

1.231 472 0.660 e m———

1791 742 1,406 [aRel ) [532
1.629 &84 1230 0.767 62
1610 655 riep 0.737 63
1.635 567 1145 0260 .23
1.090 306 0.660 0170 33
1573 €37 1.060 0.498 a7
1610 455 1.150 0.360 T
1335 5.23 1.000 0.700
1.720 708 1320 0.95%
1260 <567 1010 0839
0597 30 0350 0,167 F
1545 624 1,107 0762
1710 703 1.260 Q690
V563 £33 1.3 0.509
1.800 7.25 1.370 0520
1.490 553 1.160 0.771
1540 622 1.200 0.940
1308 510 1050 030
1520 612 1.170 0598
1,600 6.50 1.202 0511 -
1667 683 1270 0537
1.623 6 61 1.012 0.3a1°
1.730 7.3 1.340 0916,
1.045 384 0.722 0212 -
1572 537 1.1a9 0.426 "
1.760 727 1.239 CIeg32
1.685 691 1221 0.868
1524 614 1.158 0.920:
1.765 730 1.386 1159
1730 713 1,181 0655
1.800 7 46 1194 0.755
1415 564 C. 0588 - L0
1.792 743 1251 0827

ISHEMT. \ 744 719 1.261 0.907

a: Calculado en base a 1a muestra 1, en donde las plaguetis fueron contadas 'gn P
hematocitémetra. 8
b: Ac¢ es la diferencia de 125 absorbancias 3 600 nm inigial'y despues de 5 min (nnal)
Aj.sal, = afustado con salisa (NaCl 154 mi, pH 7.4)




estralegia segunda para - determmar la mhlbIClOr\ por sahva de

agregacmn plaquetarla inducida por diferentes agonistas fue:

La obtencién de curvas dosis respuesta de agregacion con cada uno de
.v'los inductores de agregacién usadoes, a fin de precisar las concentraciories de
7105 'mismos’ que serian usados para los estudies de inhibicién. La
concentracion de los agonislas se decidid en base a que no fuese méxima y a
'éue el efecto fuese medido con la mayoer sensibilidad posible; estas "dos
condiciones se cumplen, en términos generales, a la dosis gue induce la

-agregacién entre un 40 y 807.
i 2, Una vez seleccionada la concentracién del inductor en turno, se .’
saliva,

La curva dosis-respuesta para ei AD'P cdmo inductor de la agregacién

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

“reportado por otros (13). Se decidia emplear 6.25 pM para inducir la

agregacion, ya que en estas condiciones se induce una agregacién plaquetaria

. de 61.5 2 12.6%. A fin de mostrar el tipo de registros obtenides en este tipo

~procedid a cuantificar el efecto inhibilorio con diferentes concentraciones de .

de estudios, se presentan los resullades de un experimenlo de agregacién =

inducida por distintas concentraciones de ADP (Figura 11); hay que hacer

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

sélo durante 2.5 minulos.




aquem.na expresada cn pon:lcmo de la dxsmmucxén dela A600nm inicial (ncmpo- cero)a
acual'se le asigna un valor de 100, se calcul§ a Jos § min. de haber adicionado el inductor de
"‘la agrcgncndn (ADP). A’ bajas concentraciones de ADP (0.25, 0625y 2 2.5 uM) solo se
obtuvo un valor experimental; a una concemrnc:én supenor (6.25 ;1\1) s da el promedm yla

- desviacién estindar de 14 determinaciones mdcpcndxemes.




—~o—- CONTROL 6.25 pM ADP
H e - 62500 ADP-250 kg SALIVA
s CONTROL 2.8 pM ADP
=== 2.5uM ADP-250 g SALIVA
—~a— CONTROL 0625 uM ADP
—b—= 0,625 uhf ADP-250 pg SALIVA
e~ CONTROL 0.25.0M ADP

= & =025M ADP+250 g SALIVA

Cinética de la agregacion plaquetaria inducida por ADP;_S
leyd la ;{'r;orbanéi:{ cada 30 seguridos desde que sc adiciond el ADP, durante, 2;5 mm ].V,gs' 'n'e_ilj

-continuas con sfmbolos cerrados indican el cambio en ¢l porcenaje de absorbancia respecto dc_[h -
inicial comrespondiente a las diferentes concentraciones de ADP , desde 0.25.hasta 6.25 uM,




inhibicién ™ de Ta;

‘La Flgura 12 65 Ja grafica dosis—r'espuresl.a_ de la

5agregacion pnaquetama por “la “saliva, variando la concenlracién de esta

uitlma como puede apreciarse se obluve una inhibicidn dei 507 enlre 250 y

500 1.|g por ensayo es decu' a una concentracién de 625 a 1250 ug/ml

E INIIBICIO

125 250 500
SALIVA (ug)

igura 12, Inhibicion de la agregacion plaquetaria inducida por
DP"con diferentes cantidades de saliva. La inhibicién se calculé a los 5 min
: dcspués de I adicién det inductor (ADP 6.25 1M). Para las cantidades bajas de saliva (31.25y

125 Hg) solo se obtuvo un valor experimental; en las altas (250 y 500 pg) se dael promcdlo y

12 desviacién estdndar de 14 determinaciones independientes.




L'a-agregacién inducida por diferenteé concenlraciones de-ep.inefrina (2.5,'

f10_ L\N) se muestra en 1a Figura 13. Si bien no se obiuvo una buena curva
do_s_is‘-respuesla, se decidié 1a concentracion de 2.5 uM, dende ocurrio un 66 #
19:27 de agregacién a los S min, que también estd en el rango de las dosis de

.be'pinef'r‘ina usadas por otros (3) La Figura 14 muestra los resultados de

inhibicién con la saliva del vampire. Es inleresante hacer notar, que el

“méaximo de inhibicién ocurrid a les 2 min y que a los S, hubo una recuderacién

“significativa de la zccién inhibitoria: asi con 250 ug de saliva la inhibicidn

Vde la agregacién fue de 43.5y 21.2% a los 2 y S min, respectivamente. Este

fenameno es frecuente que ocurra cuando se usa epinefrina como

agonista(lz”. especialmenie a bajas concentraciones relativas, comofue:

... nuesiro caso.
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4. Ir?)rhil')'ici(in de la agregacién plaquetaria inducida por "

'y ,’Sv_"vniinmb‘s' después de adicionar ¢l inductor de la agregacion (epinefrina 2.5 uM), nowdndose. =~
un c(qéto mayor a los 2 min que a los 5 min.En todos los casos se expresa ¢l promedio y la .-
esviacidn esidndar de 3 determinaciones independientes. ' ‘




1a‘induccion de la agregacion plaguetaria se hizo con coldgena de

cola de[.r;ata‘ (soluble en dcide) a diferentes concentraciones (1.5, 5, 10, 20y

46'u§1ml) se logrd.una buena curva dosis-respuesta (Figura 1S); en'este
: caso; la'c‘olégena primero se diluyé en dcido acético glacial 0.1 M para dar un
R stock ‘de img/ml para posteriormente llevarse a las concentracicnes
deseadas con salina. Se escegié la concentracion de 20 pg/mi de coldgena
T (40.2 £ 12.8R), que coincidié con la que normalmente se emplea(13)- La curva
..de inhibicién (Figura 16) se presenta de dos maneras, la primera de acuerdo a
“’una curva de inhibicién convencional y, la segunda, mastrando los resultades
: reales en relacion al tiempo. Nolese que con este agonista la respuesta de '
“agregacidn es mucho maés lenta y menos pronunciada que lo que ocurre con
4DP. Con colagena, 1a dosis inhibitoria media se alcanza entre 250 y 500 ug

de proteina salival.
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- Figura 16.: Inhibjcién ‘de 1a ‘agregacién inducida por c‘olégenzi!cdrr :
diferentes cantidades de saliva. -Et agonista se usé a 20 ug/ml (concentracion

. ‘en volumen final). En todos estos casos s¢ obtuvo solo un valor experimental, En el'panel

de arriba los resultados se expresan como inhibicién contra cantidad de sativa; El de abajo,

muestra los resultados ¢n relacién a la absorbancia inicial a fin de que pueda cbmpnws;'ia

‘ ci{léu'ca de agregacion inducida por coldgena y por ADP.




'__ecaril'o' en atmésfera de nitrogeno, ya que viene en cloroformo, y se diluyéka
‘estas condiciones el FAP guarda su potencia hasta 2 h después de su
reactividad disminuye profundamente con el tiempo transcurrido después de
la extraccién de la sangre; por ello, nos limitamos a utilizar plaquetas con

7. respuesta de la agregacién de plaquelas con concentraciones variables del

entre 250 y S00 pg de saliva (Figura 18).

Para las curvas con el FAP (factor activador de_‘ plaquetas) se procedié a

inductor es muy sensible al tiempo transcurrido desde su oblencién, ya que su-

: la concentracién deseada en salina con 0.2 % de albimina sérica bovina: en

preparacion. Asimismo, la capacidad de respuesta de las plagquetas a este

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

“inducter; se selecciond la concentracién de 0.555 pM, que-indujo- una-=

respuesta de 59.4 + 10.4R. La dosis inhibitoria de la saliva, una vez més, cayé - e
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%7 " En’resumen, la saliva del vampiro-D. rolundu’é.éévéépaz_’défmh!:bir :
~la agregacién de- plaguelas humanas independientemente del agonista
empleado y con la misma polencia en todos los casos. S




espet:|es moleculares con dicha actxvidad en Ia sahva del vampiro 'se reahzo

cromatograﬁa de exclusién molecular e Una columna de Sephadex G- 150 enr

resultados del dé 7

Lb,‘s

rraccwnamiento

noLa que en‘la region que eluye entre el lnhlbldm" de trlpslna y el -NaCl
estar Iocallzada la acLlVIdad Hay que resaltar que Ias

m‘nacuones se hlcleron en varlos dlas .y con plaquelas provemenles de -

~cuatr‘o donadores dlferentes, ya que metodologicamenle estibamos
restrlngldas en el nimero de ensayos que podlan ser llevados a cabo en una
+.dnica. sesién de S horas. La misma Lendencm se noto en un total de"d
experlmenlos independientes tanto con sahva .de vamplro recién colectada_
 como con saliva liofilizada -y reconsutmda En un quinto experimento (Figura

20), se juntaron los tubo_s de Ia;_‘reglones‘indlca,das y.se les determing-la




actividad biolégica en'una misma sesién. y' con las plaguetas -de un misma
" donador que se sabian respondian bien. De’ nuevo los resultados no. fueron

"'-_concluyentes; de hecho hay que resaltar que la fraccidn 4, en donde se noté,‘,

-previamente que pudiese eslar localizada la actividad inhibitora, se comporl6

- como las-otras, es decir, tuvo una actividad muy baja no significativa.
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;Figura 19, Filtracién en una colum.na de Sephadex G-130 de saliva

de’ vampiro. Sc aplicaron 14 mg de saliva extraida con cstimulacién de pilocarpina

inm{perixoncal. La columna (0.9 X 190 cm; 121 mi de lecho) fue corrida a len'ipefalur:l‘
<. ambiente con buffer de Tris/HCl 0.150 M a pH 7.3, a un velocidad de-15.ml/h, y se recogieron:.:
fmf:cioncs de 1.5 ml. A las muestras se les determing su Aygonm » 3si como su efecto sobx"c I;l v

agrgacién plaquetaria inducida por ADP 6.25 pM.
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Flgura "0 (dc Ia pagma anterlor) Flltrac on cn ‘gel:
lmf’luadn y-actividad inhibiteria de Ia ngrcgacmn plaqueta
frﬂccmnes obtenidas. Las condiciones fueron iguales a las de fa Fxgura 19, c\ccpt

'quc la muestra fue saliva liofilizada y reconsdiuida (21.3 mg).

También seguimos en los cromatogramas las actividades de fosfatasa

~alcalina’'y de aclivador de plasminbgeno como se ve en las Figuras 21 y 22, La~
‘priméra actividad eluye en una posicién que indica un peso molecular muy

alto, estando el maximo de su actividad entre el azul de dexirdn y la aidolasa

~(158,000 daltones). El activador de plasmindgeno aparece como un pico .

relativamente ancho entre 12 aldolasa y el inhibidor de de tripsina (20,100

: daltones); de hecho, éste es su comportamiento normal.
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'Flgur 31, ‘Actividad de fosfatasa alcalina en l'a.s‘
“oblenldas después de cromatografliar saliva de vamplro en

- Sephadex 'G-150.El cromatograma es ¢l misnio que el dela Figura 19.

Con el objeto de ilustrar la separacidn alcanzada en las columnas
de filtracion en gel se agrega !a Figura 23, en donds se muesiran les
“-patrones electroforéticos de un buen nimero de las fracciones

obtenidas, asi como el patrén de bandas de la saliva y de un exiracio de

glandula salival (parétlida principal). Nétese que Ia saliva es mids bien B
compleja, con alrededor de 13 a 15 componentes conspicuos. Pero se
pueden cbservar en los carriles 3, 4, 5, 19, 16, 17, 18, 19y 20 bandas-
bien definidas, que corresponden a la actividad de fosfatasa alcalina, de
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Flgura "2 Deleccxén de nclnador de plasmmégeno “e
cromatograma de saliva en Sephadex~G-130.E1 c‘pcnmcnm es cl n-usmoqu
el que ::p.uccc en la Figura 19,

'un peso molecular mayor a 80 Kda y olras mencs nitidas de zlrededor de 30 y

iS5 Kda respectivaments. En esta misma “figura, las bandas correspondientés T

al activador de plasmindgeno se ubican entre el volymen de elucion de 45 a

95 ml, es decir abarcando los carriles desde ¢l 12 al 26, notdndose dos

bandas a partir del volumen de elucidn de 62 ml al de 84 ml,aproximadamente

17 y 13 Kda respectivamente, y otra banda de alrededor de 30 Kda.




“'VOLUMEN DE ELUCION (mi)

&

Figura-23. Patrones electroforéticos ‘de- las. fracciones ubtenidns' después, de la”
filtracion en gel Sephadex G-150. : F o

. Se trata de geles de poliacrilamida (12.5 %) con SDS. Los carriles estiin numerados
horizontalmente y ¢l volumen de elucidn del tubo correspondicnte aparece en forma
vertical, asf como las claves de fas otras muestras, que son: MPM = marcadores de

_— peso-molecular, que corresponden, de arriba hacia abajo a 80, 67, 43, 30 y 15 Kdy;

“pil = pilocarping al 0.4%; E.G. = extracto glandular; Sal.= saliva. En todos 168 64565

se aplicaron 10 pl de muestra. De Ia saliva y el extracto se aplicaron 8-10 pg de proteina. .

‘b



Es Inleresante mencionar gque Hawkey‘m en 1667, reahzo tamblen

ﬁltracmn en Sephadex G-200 de saliva de vampiro, y si bien no mostrd l

¢alibracién de la columna ni el patrén de proteina, este autor si pudo

. ,déiectar. aparentemente con claridad, la actividad inhibitoria al término de
. la“corrida asi como la de activador de plasmindgeno, encontrd la actividad
inhibitoria desplzzada hacia 1a derecha del activador de plasmindgena. Lo que
‘nosotros encontramos, como ya se menciond algunos pdrrafos arriba, fue sélo
indicios no concluyentes de que la actividad inhibiloria de la agregacién
plaguetaria tiene un peso melecular menor que el aclivador de plasmmogeno.

'.conclusmn que concueraa con la del autor mencionado.

~El componente  inhibidor perece ser de naturaleza proteicay ™

A fin de-acercarnds:a rlar posible,nratura!eza.quimica:del factor {nhibitorio
»c_iier'_')a"agregacién plaquelaria presente en la saliva de D. rotundus, disefiamos
: g—se:rier de experimentos que abajo se delallan. En particular quisimos saber .. -
i era dfal_izabie, sujete a desnaluralizacion Lérmica, precipitable por dcide

t‘t‘,ic!oroacéticb. y si podia ser digerido por tripsina.

Cuando dizlizames la saliva en membrenas de corte 3.5 Kda y 7 Kda,

contra amortiguador isoténico de Tyrode modificado (libre de Ca** y de
'_ZVHQ 7), removiendo el amortiguacor en 3 ocasiones durante tres horas
consecutivas, bajo agitacidn y a <°C
_de la saliva responsatle de la inhibicidn de la agregacién inducida por ADP

(6.25 uM) no se perdié (Figura 24).

Ly Iucgo durante toda la noche, el facter - o



“SALIVA NATIVA

BIALIZADA 7K

vampiro dial zada. En cada caso se uulxmmn cqunalcnlcs Volumétricos F 500 ].lg de

tefna de la saliva q:_mvn. la mduccx_én de la agregacion plaquetaria sc hizo con 6.25 1M de
DP: o - : - -

Para los. experimentos con desnaturalizacién por calor se procedié a

,'calentar 2 ebulllcwn a bafio Maria, durante 15 min. saliva de vampiro a 0. 0’35

mg/ml en buffer Tyrode modificade. No se observo formacién de "nater'lai,

insolubfe al término del tratamiento. Las muestras asi Lratadas conservaron

intacta su actividad inhibitora de la agregacion plaquelaria (Figura 2S). :




Fxgu»r.;\r_'Z:.,Inhlbic,iéh de_ la agregacion plaquetaria por-saliva nativa..
y saliva desnaturalizada por calor. Los resultados se expresan como el promedie -
k= In desviacidn estdndar de 2 experimentos. En todos ellos se valoraron 500 fig de proteina

< salival y Ia induccidn de 1a agregacién fue hecha con 6.25 uM ADP.

~Por. otra parte, se lralté 1 ml de saliva (5.2 mg/ml) con &cido

- tricloroacélico (TCA) a una concentracién final del S R, durante 10 min; el ™.

: précipitado formado fue removido por centrifugacidn (1 min, en micréfuga) v
el sobrenadante fue dializado exhaustivamenle contra solucion de Tyrode a

4°C en yna membrana con corte de 7 KDa. Como centrol, se precesd 1a misma

cantidad de BSA bajo las misma condiciones. Tanto el sobrenadante de la
saliva como el de 1a BSA, no presentaron actividad inhibitoria, lo cual indica
que- el factor responsabie de la aclividad es precipitable por TCA. Es

importanle recalcar que en esla serie de experimentos se tomaron las




recauciones necesarlas a fin de que la muesiras de 5aHva prectpltada fueran

equwa!entes en volumen ensayo, a 500 ug de proteina de sahva canhdad con :

’!a que se observa muy claramente el efecto {nhibitorio,

La d:geshon de la saliva con tripsina S:1 (p/p) durante 30 min a 37'C
. ’(cuya reaccién fue parada con una cantidad cquimolar de inhibidor de tripsina
i~de soya) redujo alrededor de 60% la actividad inhiditoria de la agregacién de
“plaquetas en relacién a la saliva nativa (Figura 26); de hecho esta reduccidn
no fue mayor aun después de 9C min de digestion. En este experimento,
también se incluyé !a digestién de ESA en las misma condiciones a fin
evaluar posible interferencias o impaclos de Ta tripsina y de sy inhibidor, Las

muestras de saliva y BSA digeridas también fueron analizadas mediante

electroforesis en gelss <o zolizcrilamicda. En Ya Figura 27 puede notarse gue
g g

~hubo yna digestion parcial de ambas mussiras, aun @ €0 min de digesiidn, cun
la aparicidn de componentes de menar peso molecutar v la disminucién en la
cantidad de masa de muchas de las bandas. Obsérvese la banda de alrededor de
40 Kda. que aparece en el carril 5 de la figura 27 en donde la saliva es
digerida con tripsina durants 90 minulos, esta banda no es observada cuando

las digestiones, en las mismas condicionzs, son 2 los 30 minutes,
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Figué"n 26. Inhibicion de la agregacién plaquetaria con las muestras ’

“digeridas con tripsina, La agregacién fue inducida con ADP (6.25 pA) y Jos ensayos
"de inhibicidn se evaluaron con 300 pg de proteina de las mucstras respectivas. 1= saliva sin
digcﬁr: 2= saliva digerida 30 min; 3= saliva digerida 90 min; 4= saliva control incubada (90

min) €n Jas mismas condiciones; 3= BSA digerida 30 min; 6= BSA digerida 90 min.




Eigﬁrn 27. Analisis electroforético de las fracciones digeridas con
Aripsina. Los geles de poliacrilamida (12.5% 4 se cormrieron en presencia de SDS. Todas las

‘mucst'ras que contenfan tripsina fueron tratadas con 15 (v/v) diisopropil luorofosfato, a fin de

- muesiras de albdming sérica b

. evitar degradacin proteoditica durante la electroforesis. EY carmi} 1 y 11 comresponden a

- marcadores de peso molecular y a inhibidor de tripsina de soya, respectivamenie. En los

carriles 2 2 6 se analizaron muestras de saliva: 2= a fresea: 3= saliva con iripsina sin
incubucidn; 4= safiva con tripsina digenda 30 min: 3= aaliva con ripsina digerida 90 min, 6=
saliva sin tripsina con HCI 1 mM incubada 90 min. En los carriles 7 o 10 se analizaron
n (RSAE 7= BSA con HCl ImM incubada 90 min.; 8= BSA
con tripsina sin incubacion; 9= BSA digerida con wipsing 30 min, v {U= B3A con mipsina

digerida 90 min.
En 1odos los carriles se aplicaron 23 ug de proteina de 1a muestra correspondiente. Las
preparaciones que fueron digendas contienen 5 pg de tripsina v 5 pg de inhibidor de wipsina de

soya y las de los carriles 6 y 7 solo €ste altimo. En el carril 1] se aplicaron 50 jg de proteina.




] ‘esumen. !a achvu:iad mhib\torla de Ja agregacion pfaquetar‘la de la

del vamplra no alravnesa membranas sermpermeab!es con corles de 3 5

V. DISCUSION

s Hrernros corroborabo que en la saliva del vampiro'no'se encuenira aclividad

de apirasa, a"través de dos ensayos diferentes e:independientes: por ‘un lado

.en-10s ensayos ds inhibicién de la agregacion, cuande se preincubd el ADP con

a-saliva a 37°C durante 5 a 30 min con agitacién lenta y posteriormente al
: ,adicrironarle el PRP e incubdndola con agitacion vigorosa durante S a 7 min ala
" misma temperatura anterior, la saliva continud siendo activa; este es un
resuftado semejante al obtenido por Ha\'.‘key(‘). FPer atra parte, midiendo.
directamente fa actividad de apirasa comparidndela con apirasa de papa
" blanca y con la zpirasa presente en la sativa de {riatdémidos mexicanos; en la
_saliva del vampiro la actividad fué extremadamenie baja, de hecho la
liberacién de fosfatos que se ohservé podria ser debido a la actividad de
fosfatasa alcalina que se encuentira en fa szaiiva.

Los resuitades que hemos obtenido sugieren que la saliva de vampiroe

inhibe .{a agregacién de plzquetas humanas en 2n punto comdn de al menos
cuatro agonistas (ADP, celagens, FAP y epinefrina); ya sabemos que 1a
agregacitén por un quinto, trombina, también es inhibidat4). Estos agonistas

siguen rutas distintas para causar la agregacidn plaguetaria (Figura &), EI




aliva, seméjanies con los diferenies zqonistas apoya la hipbtesis de cue ta

cién de la 'saliva es sobre una ruta comdn inhibitoria y no una antagénica a
un ‘r'ece'plor especifico como el mecanismo responsable de la actividad
fnhibitoria de la agregacidn plaguelaria. Lo anlerior indicaria, de acuerde al
m.'Od'e!d hidréulico propuesto per Yargaflig et al (17) que l1a accisn inhibitoria

“dela saliva pudiera ser inhibiendo }a actividad de 1a fosfolipasa An {FLARD,
es decir, una accién semejente 2l p-bromafenacil bromuro, mepacring e
indometacina (todos ellgs inhibidores de la FLAs ). Sin 2mbergo,
experimentes hechos por Javier Vargas =n nuestro tzboraterie, demussiran
gue la saliva del vampirg no inhipe la aclividad enzimaiica de la fpsfolipasa
Ap de Heloderma norricum  herridum i les enzimas (osfoelipdsicas
“membranales de los trofozsitos 4o fatamesiz histelviics, heilazges-zue no
descartan, pero hzcen poco probable, gue la saliva esté inhibiendo la
fesiglipasa Ag de las plaguelas humanas. :

. Otro posible nivel de accidn seria gque {2 saliva tuviera una zccibn
inhibitariz de la fosfelipasa C, tal vez interfiriendo con las preteinas G,
evitando asi 1as dog rulas secretorias de las plaguelas humanas, descritas en

--1a _Figura S, y gue conducen 3 ura agregacion plaquelaria irreversible.

Se sabe que la mayoria d& las respusstas de agregzcion plaquestaria
dependen mas de lus preductes via cicloexigenasa (Figs. S y 6), por o que
oiro punto de inhibicién comun podria ser dicha enzima, que es el blance de la
aspirina.

Olra posibilidad seria que la saliva de vampiro tuviera cempusstos

capaces de atravesar ia membrana de las plaquelas v que inactivaran las .

cinasas que fosforilan proieinas, las cuales, una vez fosforiladas activan la

respuesta secretoria de las plaquelas“S); o gque actuara sobre ¢l complejo -




Caz*-calmodulina que activa la cinasa de la cadena ligera de 1a miosina,

misma “que esta asociada con los primeros cambios conformacionales’”

precedentes a la secrecidn, pero creemos que no es el caso porque estas vias

de secrecidon son més bien especificas y 1a respuesta a la inhibicién de la

:-agregacidn por 1a saliva es comun a varios inductores.

Otro mecanismo comin de inhibicién podria ser la interferencia en el

pegado de fibrinogeno al complejo glucoproteico (GP) flb/iila de las

“‘membranas plaquetarias con lo que se evitaria la formacion de puentes

dptrapiaquetarios de {ibrindgeno en la agregacion; es decir, que la saliva

tuviera un componente con accion similar 2 1z Liclopidina”). De- hecho,

recientemente se han cbtenido anlicuerpos monoclonales contra el complejo

- .con el fibrindgenc por el pegado al complejo GP Hb/lita de las plaguelas

‘movilizacién del Ca<

A

GP Hb/ittz gque interfirieron iz agregecién(:7 v 28), Semejante efecto
inhibitorio se logré con el pentapéptido Sly-Arg-Gly-Asp-Ser, que compile
(26-
31,

Se ha observado que las plaquetas cargadas de zequorina indican una

elevacion en las concentraciones de CaZ*

intracelular en respuesta a los
agonistas comunes como epinefrina, ADF, colagena, trombina,
prostaglandinas Ho, andlogos @ U<4461C, iondfora de calcio A3z 187, acido
araquidénico vy ésleres de farsoit32), £} £a2* intracelular participa en varios
niveles de la respussta agregatoria de las plaguetas vy proviene. en
condicicnes de estimulacion, del Ca<* del medio extraceluizr y de la

T antracetuiar. Asi olra posibilidad seria la interferencia

por parte de la saliva en ios canales del icn calcio de las plaguetas, evitando =

su entrada, o bien, interfirizndo en la disponibilidad del Ca2+.de la poza

interna,
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ambiénipuede suponerse que la saliva de vampiro tenga compuesios que

ac{:iyer{iia ﬁdeni] ciclasa o que inhiban la fosfodiesterasa del AMPc, elevando
la":conc‘rentr"acién interna del ArMPc en las plaquetas. Es decir que actden en
un,a"t'or"ma semejante a la proslaciclina {PGly) que activa la adenilato ciclasa
.6 el caso del 3-isobulil~1- melilxantina que inhibe la fosfodiesterasal33),
:incremenlando los niveles iniracetlulares de AMPc, los cuales inhiben a la
;,FLAQ, la fosfolipasa C (FLC), y al inosito) 1,4, trifostatol 133, E) iloprost y

61 forskolin, que incrementan los niveles de AIMPc en las plaguetlas, también

inhiben la activacion de las mismas{34?,
‘ Por otra parte, pudiera ser que &n ta saliva de vampiro existan quelantes
de hierro como la desferroxamina 0 el 1,2-dimetil-3~hidroxi~4-piridona que
sean los responsables de la inhibicidn de la agregacién plaquetaria, porque
estos compuestos inhiben la agregacién de las plaquetas cwando son
estimuladas con ADP, adrenalina vy co!a’gena(SS), a través de la remocién del
hierro asociado a 1a ciclooxigenasa. K 7
También desconocemos si la saliva tenga una sustancia que sea
semejanie a la erbstatina, 1a cual bloguea la fosforilacién de las proteinas .,
}a hidrélisis de los polifosfoinositoies, la activacién de la PKC, la secrecion
.-de la serotonina y la agregacién de las plaguetas cuando es inducida por:
L FARISE) : ' ' :

.. A diferencia de Hawkey(4, no pudimos sequir Ja actividad inhibitoria
después - del fraccionamiente cromatografico de la saliva. Como puede
-‘gbéérvarse en la Figura 19, se ensayaron 200 ul de cada una de las fracciones

coleﬁtadas. Si asumimos un faclor de dilucion de 10 veces y que a la columna: :

‘-;‘se' aplicaron alrededor de 15 mg, podemos concluir que 1as concentraciones de




as: ,fra"‘cvcioners fué suficienle para haber detectado la actividad inhibiloria.

E»srldj sﬁgiere que probablemenle haya una accidn potenciadera de algin
c‘o_'rhbonente con un pese molecular diferente del principio active responsable
‘ije' 1a inhibicion de 1a agregacion plaguetaria.

: VNo creemos que el decremento de aclividad inhibitoria de la agregacién
plaquetaria observado en las fracciones de la saliva en la columna de
filtracidn en gel (Figuras 19 v 20) se deba a la desnaturalizacion térmica de .
tal principio a temperatura ambisnte, dade que este principio es
termoresistente (Figura 23),

Tampoco creemos que el principio zctiva de la saliva responsable de la

inhibicién de la agregacidn plagueleriz se pierda en el fraccionamiento. antes

mencionado por degracdacién preteclitica, ya que la Gnica proteasa que estd-wov

presente en la saliva es el activador de plasmindgeno y su accion es muy
especifica. Por otra parte la saliva no actla sobre caseina (comunicacion

personal del Or. Alejandro Alagon).

Olra posibilidad que desechamos es que el mencionado principio activoide’

la saliva se esié quedando adheride a la columna, ya gue la recuperacirén
cromatografica siempre fué muy cercano al 100R.

Aungue no pudimos detectar con claridad ¢! principio aclive, en la Figura
19 hay una indicacién ng congluyente aue la actividad inhibitoria se
manifiesta con mayor intensidad (pa2ra las plaguetas de un individuo, pero-no
para otro) en un constituyenle de la saliva gque tien2 un peso molecular menor
al inhibidor de tripsina de soya, lo cual concuerda con lo publicado(‘).

No obstante, 2l cromatografiar la saliva en la columna Sephadex G-150. 5i
pudimos separar las aclividades de activador de plasminogeno, vya

reportada(4). asi como la actividad de fosfatasa alcalina que se reporta por




\ ra vez (Figuras 9.y 21),
Nuestras resultados sugieren que el factor presente en la saliva del

vampiro responsable de la inhibicién de la agregacion de plaquetas humanas

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

es digerida con tripsina (Figura26) se pierde la actividad; asi mismo cuando
1a saliva se precipita con TCA al 8%, &l scbrenadante pierde tolalmenie su
actividad inhibiteria; cuando se dializé con una membrana de corte 7K no se
perdié su aclividad (Figura 24), ademés, notablemente, esta supuesta
proteina es muy resistente a la degradacién por calor, ya que conservé su
aclividad aun después de 15 minutos en ebullicién en bafo Maria (Figura 25).
Creemos que la saliva de vampiro Desmodus rolundus tiene sustancias
:-quc podrian ser de importancia biotecneldgica, como farmacos para el
tratamiento de enfermedades humanas vésculo-oclusivas trombotico-
arteroscleréticas; ya que ademas de inhibir la agregacién plaquetaria tiene
unr potente activador de plasmin'ogeno(‘d-37) y un inhibidor de la via
exirinseca de la coagulacidn("‘)A Es decir en la saliva existen compuestos que

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

Lal motivo es necesario realizar mds invesligacion en este tema que pedria -

canducir a la purificacion y caracterizacion de éstas y otras sustancias -para

su probable aplicacidn. en medicina.
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