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RESUMER

Con el objeto da doterminar la pr a da sub ias con
sctividad, an el ileon de cobayo, similar a las prostaglandinas-
{PGS) on larvas de ¢ (Boophilus microplus) {(cepa Morelos}
se llevé & cabo el siguients trabajo. 2etas larvas no habfan tenf
do contacto pravio con hulspedas, para evitar asi la confusifo en~

el origen de las POS.

8]l trabajo fus realizado an las instalucianes y con la ayodsa-—
del Dapartanento de Patologia dsl Nasional de ¥ gt
Animal 4ol Dapar de Pisiologfa y ¥ logta de la Paoul--

tad de Madicina Vetarinaria y Sootecnia y del Instituto Jacional -
de la Wutricifn.

e abtuvo un extracto de las larvas. $u actividad fue deter-
minada por bioensayo en ileon de cobayo. Se realizf también un es
tudio de cromatografia on capa fina.

Los resultados del biocansayo mostraron la actividad comtrac-—-
til del extracto de una ne' cualitativa. La cromato-

gratia revelS la p 4ia do una sud ia con risticas -
atgratorias luumnamdohm.ughndml:.




INTRODUCCION

Las garrapatas son ix6didos parfisitos cuyos hufispedes po-
tenciales son todos los vertebrados. Las de ofis trascendsncia
desde el punto do vista de la economia pscunris son el Género
Boophilus, tanto la especia amnulatus como ls microplus ¥ algu
nas especies del Género Anblyomma (7).

La importancia de las plrdidas econfmicas que ocasiona es
ts ectoparfisito, radica on la deficiente genancis de peso dsl-
animal parasitado, la reduccién do la produccifn lSotes, asf -

como an el nimoro de muertes das 41 o4 tameD

te por oste agente. Ademfis, estas pérdidas econfmicas se -
ven agravadas por loa gastos requaridos en el aumento de la ma
no de obra, scariciadas, eto. (15).

Boophilus microplus y Boophiius annulstos son dos Scaros-
b 8 del do; sus secr salivales desempefian ~

un papel muy importants en sl proceso de su alimsntacién (11).
Una caracterfstioa de la saliva de B. amicroplus, en la que di-
fiero de otros gfneros de garrapats, es que no contiene anti—
coagulante (16). En estudios sobre la composicifm de la sulfi~
va 40 B. microplus se han encontrado osterasas v enzimas 1fti-
cas de carbohidratos (6). Ademis, existe una substancia sini-
lar a la que produco la reacciSn lenta de la anafilaxis (12),~
posiblemente histanina y bajos niveles de contanido proteico -



(16)., Taembién se ha 4 do 1a

P ds prostaglandinas
an ls saliva de garrspetas adultas B. microplus (3, 9), esf oo
no en homogeneisados de laxvas (9).

Las prostaglandinas (PGS}, especialments las de las se——-
riss "E" y “7°, por ser d ios on 4 pro~-

casos biol8gi pr un nuevo enfoque para el antendi
miento de la patogenia de esta parasitosis (9). lLas prosta-—
glaniinas de 1a serie "E" (PGE) ifdentificadas en la saliva de-
B. microplus (9}, asi como en los tejidos del hulsped (19), pa
recen tensr una gran importancia cn la reguiacifn del dafic ti-
eulax (3, 9y x:n. Diches substancias tisnen un efecto hemodi
nimiao en el sitio de la picadure, puss poseen una actividad -
vasodilatadors, as{ como la oap 4 de induoir bios en la
pearmeabilidad capilaxr con la si cibn de 11~
quidos {10). Las PGE son agonistas beta adrendrgicos (5 y 17).
p bets sdrendrgicos de-
law oflulas cebadas o baséfilos, activan & 1la enzima adenilato
qiclasa, nissa que par sar al

Cuando entran e&n con

o beta (S). Rsta enx$
ma activada actua sobre el trifosfato de adenocsina (TFA} y af
origen a la ¢ 16n de un comp cifclico, el adenosin 3,5
monofosfato (NHPc). E1 AMFc en presencia de cationes dibsi-—-
cos como Mg** y ca*™*, modulen la actividad Ge las enzimas cito
pli Yy law de parmesabilidad celular; postaxrior—




mente, una fosfodiesterasa convierts el AFc en $' - AMP, que
es inactivo (5, 17). Al aumentar los niveles de AMPc, como -
respuesta al ontfmulo beta adrenérgico, so disainuye la libe-
racién de grénulos de histamina por la célula cebada, con to~
cual se interrumpe, en cierta medida, la guimtotasis para ~ ~

otras células inflamatorias (5 y 17).

Los linfocitos “B* o los linfocitos “T™ que participan -
an las respuestas inmunitarias, experimentan mitogénesis y —

damiento, como P & la pr {a 40 un antigeno -
axtrafio al sistema inmunocompetento. Es posible qua las PGE~
del parfsito ostimulen también un incremento del AMPc intra--
linfocitario,ocasionando con esto la inhibicifin de la nitogh-
nesis,dando cowo resultado una disminucifn significativa de -

1a respussta irmuno (5) (Pigura 1).

Por otro lado, como respussta del organismo a la lesibn-

producida por la picad de una garrapata, los eaosin8filos -
llegan a la zona do la lasibén cbedeciendo a un quiniotactisso
positivo dado por la histamina y por el factor quimtotictico-
de los eosinbfilos. Una ver en el sitio, estas cllulas dejan
deo responder al quimjiotacti{smo y acelaran su produccifn de —
PGE, lo cual disminuye la degranulaciSn de las células ceba-—-
das {17). Do osta mancra los cosinfSfilos cumplen con una fun
cién moduladora de¢ la rcapuesta inflamatoria local provocada-

on primera instancia por los comnuestos vasonotores que libe—



Isoproterencl '2
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PIGURA 1,= Repr 16n gt de una oflula mostrando
las relaciones entre el ANFc intracelular y diver-
sas mubunidades receptoras independientas (S5).



ran las celulas cebadas (17). Estudios histopatolfgicos ds piel
con picsdura de B, microplus demuestran la infiltraciSn eosinoff
lica en el sitio de la lesifn (18) (FPigume 2).

En contrasts con al mecanismo expussts hasta agui, Wallach-
(1965) sostiens la tésis de gus las PGE moduladoras de la ras———
pussta inflamatoris, no provienen dal parésito, sino 4sl sitio -

de la picadurz (19). Zsta ep el en
dimiento del ismo, por medlc del cual, el ix6dido Boophi
lua s.p.p. asegura su subsistencia sobre el hmiisped y repressnta
asf un obstécnlo para ia impl fn de fend para-
al 1 de la inf 6o por Boophilas #.p.p. en el ganado -
bovino.

Es posible p ve 48 1a Lmp de las PGE y de 1a &8
casay a 4 la 1% iente a su pro
d: Bn un % por contribuir a la implementacifn del-

1yt 1 £ 3 de las 1 por qa-
rrapata, Boophilus s.p.p. en el . S8 6 pece
sario verificar la existancia de PGE en el paxésito. Para elloy
so obtuviercn extractos lfpidor de larvas de B.microplus {Cepa—
Moralos) ,que no han 4 ocon hufsped alguno y s rea
lizaron pruebas cualitativas oera d 1a pr de subs

tancias con actividad similar a las prastaglandinas.
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MATERIAL Y METODOS.

¥l trabejo fue realizado en al Departamento ds Patologfs -~
del Raoional de P logia Acimal, ubfcado en el “Ran
cho Pachita”, San Bermab#, D. ¥., en el Departamsnto de Pisioclo
gia y Parmacologia de la Facultad da Medicina Veterinaria y 200
tacni Ge la dad Macional G ds México y an sl-
I 1 2 de la icifa, SSA.

La ceps Norelos 4s B. microplus, procedente del Bstado de~
Morslos, se ha mantenido dasde fabrero de 1979, bajo comdigio—
a & una de 28°C

nas de lab 10, en una

y 85t de humellad, an lss instalacionas del C.N.P.A.

Se tomS 1 g de larvas de 1§ dfex de edad, las que se anes

tasiaron con cl y se an un morterc com -
soluoifn amortiguadora (pf 7.0 y 0.1 W), cootemiendo ¥-etil ma-
letmida (10 mi g /ml )}, inhibidor 4s la p

glandtn deshidrogenssa {2). Otro gramo de larvas se homogenef-
26 on la solucifn amortiguadora (pR 7.0 y 0.1 K.}, lihre de N -

o4l ma) da, como 1 Rl h izado se realiszd em-

bafio de hielo.

A partir del ) do se ob los Scidos grasos

utilizando el método descrito por Unger y colaboradores (10} el
cual se dascribe asf:
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1. Se msacla 1 nl del homogensizado con el mismo voluman

o lueién salina £ 16g4

2, A 108 2 ml resultantes del psso antaricr, se les adi-
ciona al miswmo volumen (2 ml ) de etancl grado anslftico.

3. Bl volumen obtanido se mezcla con § ml de &ter ds pe~
tr6lec (punto de ebullicién 40-60 °C), para eliminar las grasas

, inoluyens »

4. B8e ajusta el pH a 3~3.3 con Bcido férmico (1 a 38 V/V}.
5. A la mexcla obtenida hasta aqui, se ls sdicionan 8 ml-

de cloroformo; es decir, se adicions en cantidad, el mismc voln
men rasultante del paso 3. )

6. Be pora el cl £ en un doxr a 30 °*C.

7. Bl residuoc se disualve de nuevo en 10 ml de clorofor-
=m0 y luego se hace evaporar.

8, A través 4o un tuvo conectado a un tangue que conticne
Oxfgeno 1ibxe de Witrdgeno, se burbujea sl residuo con ¢l f£in -
de eliminar el fctdo férmico, Kl burdusjo se mantiene basta —
que el olox del Scido no sea sprectable.

9, Be disuelve el extracto e 5 m1l ds solucifn de Xrebs,
para el biceasayo.

La solucién de Krebs estd compuesta por lo siguimnte:

Ci%a 13.8 g , EC1 0.7 g , KHFO, 0.32 g , Ng80, 0.58 g , -
BaBCO, 4.2 g, CaCl 3.05 m1l (Sol. 208), glucosa 2 g ¥ H,0 bi-
dastilada 2 1itros
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La misma téconics se realiss en los dos homogenedsados. -
Los axtractos obtenidos se congelaran 8 ~20 °C, hasta que se ~
practio6 el blosnsayo (9).

Para sl biosnsaye se utilizaron preparacionss de ileon de

yo, por su empecificidad selectiva a las prostaglandipas -
{4). X1 tejido es perfundido en S a 10 ml/min. con solucibn -
de Xrabs a 37°C burbujeando el medio con una mexcla de Cxigeno
con 58 de CO, (9).

Una vex preparado el tejido, se le da una hora y madia de
adaptacifn, antes de efectuar el primer biosmsayo (4).

Fus necesaric realisar prusbas preliminares en ¢ ilecms,-
utilisando el andlogo de PGP, alfa. En cada ileom se reslira-
ron tres ensayos, 4indosa un perf{odo de 20 minutos ds descanso
despuls de cada uno.

El aparato usado para g las respuestas del bioem-
sayo, fus un f{siSgrafo Marco Bio-Systam, 8l cual se conecta -
con el tejido perfundido an la solucidn Krebs, en la clmara de
6rgano aislado, a través de un midgrafo.

La cromatograffa en capa fina, se llevS a cabo con el si-
guiente nétodo (8):
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Se aplicaron 0.4 ml de extracto,en metanol, & una placa Merck
M’GO—P”‘ do gel de silice. Lo fase movil fue formada POT uUnR--~
mezcla de acetato de etilo, agua destilada, 2-2~4-trimetilpsntanc
y 8cido acltico (110:100130:30 partas, respectivaments). El revels
dor consistid an una soluciln al 108 de Scido fosfomolibdico en &

tanol, el cual se aplicé por aspercifa.
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La técnica utilizada es capsz de aislar casi axclusiva-
mante lipidos (18). Los Gcidos grasos extraidos de los homo
gansizados de larvas de garrapata B. microplus, mostraron te
nar la capacidad de estimular al mfisculo liso de ileon de co
bayo, induciendo su comtraccifén. En las figuras J y 4 se --
musstran las grificas de activided de los extractos.

En las ensayos preliminares, utilizando el anflogo de ~
la prostaglandina !2 alfa (Ladb. Tocco) so rogistraron con---
traccionss del iieon ds cobayo como lo muestran las figuras-
Sy 6.

En el Cuadro 1 me an las obtanidaa en-

los ) iloons dos on el bi yo, a diferentes dosis. la
respuosta so nide en gramos de temsifn y las dosis se obtu--
vieron hacfendo dilucionos s partir de la diluci6n original-
del producto comercial anflogo a la PG. En este smismo cua--

dro, se an las resp tas ob idas con el axtracto de
larvas. No es ponible tndfcar la dosis y s6lo se nenciona -

la cantidad de axtracto an ml.
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Contraccifn de fleon de cobayo equivalente a una tensifn de 1.3 g.

e
Aninistracibn o - g. . ,»_._.ASV; i 4.._<|
nnng\Tn'Cutni‘du-'(ltnlclaxn
10 min.

.
FIGURA 3.~ Respuests obtenida al splicar 0.5 mi. del extracto,

para el cual se utiliz6 W-etil maleimida,



Contraccidn de fleon de oobayo eguivalents a una tensifia de 1.6 g.

L

Ci |

——ti LY
"tdtflnllpltly}l‘l’t [ ¥
——t

10 min.

FIGURA 4.~ Respuesta obtenida durante la aplicacifn 0.5 ml. -

del extracto,obtenido sin la utilizacién de y-etil
naleimida.
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Contraccifén equivalente a una tensifn de 1.6 g.

Mninistracién
Iilll!llllﬂlolll""l
———
t——lo-!.n.
PIGURA 6.~ Raspussta de {leon de cobayo, a la accibn 4o —

300 ng. del anSiogo mzalh (cbsérvese que en las--
Piguras S y 6 al aplicar dosis igquales se obtuvieron

respuestas diferentes).



[T EEracto
Anflogo Comercial Problema
23 ng 300 ng 033 ng Sl
Tiece 1 0.3 g 1.6 ¢ l.16 g 1.3 ¢
Ilecn 2 0.30 g 1.5 g 0.66 g 1.6 g
fleom 3 - 1.3 ¢ 2.00 g -

CUADRO 1.~ Respuestas de los ileon ds cobayo & 3 diferentes 4

sis del anflogo de la PGP, alfa, durante los ensayc

preliminares.
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Bn virtud de la obvis actividad de los extractos de larvas,
se les realizl una valoracifn cromatogrifica en la cual, se ob—
servé una substancia con caracteristicas nigratorias parecidas a
las de la PGB, {Pigura 7)., No fuo posible fotografiar la place-
de gol gon los resultados ya qua esta se desbarata con sl objoto
de obtener nusv smente la PGBZ petréa, dadc que es muy dificil -~

de ob o ol 4
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Iy &= L4Y 7, slfa sol.

Frente dsl
" solvente

P3Py alfa - Prostaglandinas Y '. alfa

b = Proataglandina 2z,
Bx, - Extracto de larvas 3. microplas
so0l. = Soluoife mowil

FICURA 7.~ Resultados cbtenidos sl valorer, em cromatografia en -
capa fima, bajo la téenica de Green y Samuelson (8), -
108 sxtrectos de larvas de garrapata B. nicroplus.
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DISCus1OoN

Adomds do la presencia do prostsglandinas an Boophilus mi-
croplus (3 y 9), también hay estudios que doterminan la exie-
tencia de ostos compuastos en glidndulas salivales y orgsncs s

productores dal ix6dido Hyaloma axcavatum (14).

Se sabe que la técnica utilizada es capaz de evitar la de
gradacién de subatancias derivadas del Acido aragquidénico (18).
As{ pues, los extractos crudos obtenidos de hcomoganaizados de
larvas deo garrapata Boophilus microplus produjeron actividsd--
similar a la de las prostaglandinas, 1o qué confirms el trabajo

de Riggs ot al. (9). Las figuras 2 y ) an dos 44f
intensidades on la respussta contrictil. La diecrepancia no es
axclusiva del extracto pues rosultados igualmente variables se
obtuviaron al utilizar ol anflogo de 1a mzdh en el bioensa
yo preliminar. Es factible considerar esto tipo de respuesta--
como un efecto asociado a las caractarfsticas individuales del
mator{al biolégico empleado. Dados los objetivos planteados i
nicialmente en esto trabajo,quo sc limita a un anflisis cuali

tativo,no se considerS ostablecer una relacién de dosis-respues

ta graduwal.

Algunos investigadores (%) utilizaron K-etil maleimida co
20 inhibidor de la prostaglandin deshidrogenasa,con el objato
de evitar 1la probable destruccién onzindtica do las PGS durante

6} almaconamsiento de los homogeneizados. Sin embargo,en el pre
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sents tradajo se odtuvo el mismo tipo de respuesta tanto com
[ 3 b ido utili do M-etil maleimids,como con el
que no se utilizé esta. Es factible que sl procedimiento de
axtraocifén empleado slimine toda actividad enzimdtica en &l

, fant qus 1o " 40 se al genel
sado,pues la astividad ensimftica puede consaxvarse en parte.

Aunque is ob én de P t réctiles utillzan
do el extrasto de larvas de Boophilus mioroplus,fus alentadp
ra indicacién des actividad similar a la de las prostsglandi
nas,ssta evidencia no 4 inaba que la actividad obsarvada
fuera profucto de la accifn de las prostaglandinas. Aan mas,
existen antecedantes que indican el ballasgo de ciertas subs
tancias en 1a saliva de la garrapata (B.microplus),que aun no
han sido 1zadas quimd {6,9 vy 12),de tal manera

que pudieran ser resp bles del fand dotil. Asi pues,

T4 Bed

se copnsiderd pertinente hacer una val
dal para & inar la p 41a de prostaglandinas.
Los resultados oocafirman la presencia de un lipido con carac
taristy gritd sinilares & la PGE,.

Es si pecular sobre al papel biolégl
00 de un resultado experimental positive. Como se puntualind
anteriormente, existe la diferencia de copini{ones acerca de la
procedencia de las PGS encontredas en B.mfcroplus. Al parecer
y coincidente con otros resultados {9), el hecho de qua aparen
temgnte axisten PGS en larvas ds este ix6dido,es evidencia in
dfoadors de que proviensn de la garrapata misma,hecho que con




tribuye al osclarecimientc de su procedencis y de nu posikle

funcifin c¢n la relac(bn huosped-parScito.
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coNCLUSTION
Con bass a 1os resultados dos,s0 4 6 1la pr a
ds una a con risticas biolSgicas y cromatogréficas

similares a la mz,cn extractos lipidicos de larvas de garrapata

Boophilus microplus (Cepa Horelos),qus nunca habian estado an con
tacto ctm husspedes.
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