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ABREVIATURAS UTILIZADAS EN EI, TEXTOQ

ADP Adenosin difeosfato

ATP Adenosin trifosfato

AMP Adenosin monofosfato

Pi Fosfato inorganice

TXA, Tromboxana A,

EDTA Acido etilén diamino tetracético

PRP Plasma rico en plaquetas

HEPES N-2~-Hidroxietilpiperazina-N’'-2 4cido
etano sulfénico

TRIS Trishidroximetilaminometano

HC1 Acido clorhidrico

NaCl Cloruro da sodio

sDs Dodecil sulfato de sodio

CacCl, Cloruro de calcio

BSA Albumina sérica bovina

KC1 Cloruro de potasio

DMF Dimetil formamida

ATC Acido tricloroacético

ELISA ensayo inmunoenzimatico

NBT Azul de nitro tetrazolio

BCIP 5-Bromo-4-cloro-3-indoilfeosfato

PBS Amortiguador salino de fosfatos

EACA Acido épsilen aminocaproice

A Absorbencia

nm nanémetros

mg miligramos

Jg microgramos

ml mililitros

r1 " microlitros

NIH National Institute Of Health

FI~FXIIX Factores del I al XIII de la coagulacién
de la sangre

M Molar

mM milimolar
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RESUMEN

Los triatominos son insectos hematéfagos
partenscientes a la familia Reduviidae. En nuestro laboratorio
hemos obtenido la saliva de varias especies de triatomas entre
las cuales estan:Triatoma pallidipennis, Triatoma longipennis,
Triatoma mazzotti, Triatoma picturata y Triatoma sp con la
finalidad de caracterizar bioquimicamente 1la saliva de las
mismas, ademas de buscar y caracterizar alguna(s) 3substancia(s}
con actividad antihemostatica gque eventualmente pudiera ser de
interés médico.

La saliva de las diferentes especies fuyeraon
analizadas electroforéticamente en los sistemas de SDS y enfoque
isoceléctrico, encontrédndose diferencias aen los patrones
alectroforéticos. Los componentes de bajoe paeso molecularx
pradominan de forma importante sobre los de alto peso molecular
asi como las proteinas con puntos isceléztricoes acidos.

Se probaron las siguientes actividades enzimaticas
en saliva de Triatoma pallidipennis: actividad preoteolitica
lnespecifica, actividad fosfatasa,actividad fosfolipésica,
actividad fibrinolitica, actividad fibrinogenolitica, actividad
inhibitoria de la agregacion plaquetaria (actividad
antiplaquetaria) y actividad apirasa. De estas actividades
probadas sélo la actividad antiplaquetaria y la actividad apirasa
rasultaron positivas,

La saliva se fracciont por <cromatografia de
exclusién molecular en Sephadex 6-75 fino, encontr&ndose las
fracciones I y II con actividad apirasa, estas fraccionas de
proteinas concuaerdan con las fracciones con actividad
antiplaquataria, esto sugiere que por lo menog parte de 1la
actividad antiplaquetaria de la saliva es debida a la apirasa
presente
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I.-INTRODUCCION

1l.-Triatomas

Biologia y Morfologia

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

La morfologia de 1los adultos es caracteristica,
Tienen un aspecto similar al de las chinches fitofagas, con una
forma alargada y el abdomen ancho (Fig.l). El tamaiio y coloracién
varia segun la especie. La cabaeza es alargada, estrecha con ojos
compuestos prominentes, genaralmente presentan dos ocelos. Tienen
antenas largas y finas compuestas por cuatro artejos y una
probtscide recta y alargada, compuesta por tres segmentos, aesta
fletada bajo la cabeza durante el reposo y se extiende hacia
adelante cuando el insecto pica. El térax es firme, duro y bien
quitinizado; del térax nacen dos pares de alas; en el primer par,
la mitad es coridcea y la otra mitad membranosa. En el borde del
abdomen (conexivo) presentan una alternancia de manchas negras y
de coloras vivoes, que van del amarilloc claro al rojo narania,
segun la especie {(Atias,A., Neghme,A. 1978).

Ciclo Vvital

La hembra pone de 100 a 300 huevos. Los huavos son da
color blanco, después se vuelven amarillos o rosados en algunas
especies. La hembra los deposita de unc en uno. Los huavos tardan
de dos a tres semanas en incubarse dependiendo de la temperatura;
daespuas de este tiempo salen las ninfas I que al nacer carecen de
alas, son des color claro al principio, pero no tardan en
obscurecarse. Efectian un total de cinco mudas, siempre después
de saciarse completamente de sangre. Tanto las hembras como los
machos y todos los estadios ninfales son hematofagos .En
condiciones ¢éptimas (28°C y 60% de humedad relativa) el
desarrollo de una chinche desde el huevo hasta la forma adulta
dura aproximadamente un afilo en algunas especies, bajo otras
condiciones su dasarvollo puedae durar hasta dos afos esto se
muestra en la Fig, 2 (Biagi, F. 1982).
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FIGURA 1.~FIGURA DE Triatoma pallidipennis (Atias & Neghme 1978).
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Importancia Médica

La importancia desde el punto de vista médico asta
representada principalmente por:

a).-Las lesionas debidas a la picadufa en al huesped
humano. Los triatéminos al picar inyectan la secrecion da sus
glandulas salivales, de efectos probablemente anestésico en la
pial y fluidizante an la sangre. Esta secrecién puede provocar
una reaccion de hipersensibilidad local, histaminica, que se
traduce an una roncha urticarial muy pruriginosa y de tamafo
variable, que suele desaparecer varios dias despues. El rascado
enérgico agrega reacciones traumiticas de escoriacién de la piel
abriendo camino a la infeccién secundaria provocada por otros
microrganismos,

Aunque algunas especies se alimentan de hemolinfa de
insectos, la mayoria son hematéfagos. La picadura es indolora y
de larga duracion, pues el insecto necesita llenar la amplia
capacidad de su abdomen sin despartar a su praesa. Por lo dgenaeral
defecan durante el acto de alimentacién, lo que tiene gran
importancia para el mecanismoc de transmisién de Trypanosoma cruzi
agente causal de la anfermedad de Chagas (Atias,A.,Neghme,A.
1978)

b).-El aspecto mas importante es gue algunas especies
puedan ser vectores biolégicos del Tripanozoma cruzi, agente
causal de la enfermedad de Chagas (Atias,A.,Neghme,A. 1978).

Los triatomas se infectan al picar animales o personas
chagisicos que tengan tripomastigotes sanguineos. lLos parasitos
se multiplican en el lamen del intestino medio del insecto,
evolucionande luego hacia tripomastigotes mataciclicos
infectantes, an el intestino posterior desde donde pasan al
extarior con las deyecciones cuando el insecto defeca. Por eso es
tan peligrosa la circunstancia de gque defequen mientras estén
picando, pues depositan sobre la piel las formas infectantes,
desde donde pueden ser arrastradas bhacia 1la herida de 1la
picadura, o penetrar por las lesiones traumiticas (Biagi,F.
1982) .
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2 .-Antecedentes sobre saliva de insectos hematofagos

Come se mencioné anteriormaente la saliva da insectos
hematoéfagos contiene wuna serie de componentes con accién
especifica.

Se ha observade que la mayeria de elles han
desarrollado macanismos para pravenir la coagulacién de la sangre
del huésped. Durante afos se le han adscrito diversas funciones a
la saliva de estos insectos hematé6fagos como por ejemplco ayudar a
la disolucién de aztcares, lubricacién del astilete de
alimentacién en mosquitos y como fuente da alergenos y toxinas.
investigacionas recientes han demostrade que la saliva juega un
papal importante en el actc de succién de la sangre dael huésped
(Ribeiro,J.M.C. 1987).

En los ultimos afos se ha demostrado que artrépodos
no relacionados tienen actividades antiplaquetarias comunes vy
otras actividades antihemosta&ticas que facilitan la localizacién
de la sangre y previenen la hemostisis del huésped durante su
alimentacién (Ribeiro et al 1984a).

Rhodnius prolixus os un insecto hematofago
pertenaciente a la familia Reduviidae, el cual requiere ingerir
una gran cantidad de sangre antes de cada muda y continna
alimentindose de sangre a través de su vida adulta, El insecto
daspués de penetrar le piel del hubsped inyecta su saliva
(Ribeiro at al 1986) .

La saliva de Rhodnius prolixus ha sido ampliamente
estudiada. En 1964 Hellman y Hawkins descubrieron una actividad
anticoagulante en un extracto de glandulas salivales de Rhodnius
prolixus, ademas de una enzima fibrinolitica y otra
anticoagulante en un extracteo de intastinoc del miamo insecto.
Posteriormente ellos mismos en 1965 demostraron que las dos
actividades anticoagulantes aran debidas a substancias
diferentes y las llamaron prolixina G (la del intestino) y
prolixina S (de glandulas salivales). La prolixina G inhibe el
factor VIII de la coaqulacién de la sangre.
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Eatudioa hechos por Gaarder et al 1963 y Born & Cross
1963 demostraron qua el ADP es el principal nuclestido que causa
agragacién de plaquetas in vivo e in vitro. En la saliva de
Rhodnius prolixus se ha encontrado una actividad apirasa (ATP--->
AMP + 2Pi) (Ribeiro y Garcia 1980, Ribeiro y Garcia 1981}. Es
probable que la actividad apirasa encontrada en Rhodniug prolixus
tenga al papel fisiolégico da agotar el ADP del plasma sanguineo
y de esta manera impedir la agregaciédn plaquetaria.

Se ha encontrado también actividad apirasa en la
saliva de la mosca Tsé-Tsé {Mant & Parker 19B1), en mogguitos
(Ribeiro 1984, Ribeiro 1985) y en otros insectos hematéfagos. Es
interesante notar que insectos no relacionados tengan esta enzima
en altas concentraciones en sus gl&ndulas salivales. Es posible
que esta enzima tuviera una funcién metabdlica importante antes
de que estos insoctos desarrcllaran su hébito hematéfago, pero
esto no esta adn muy claro.

Ribairo en 1981 descubrié que la saliva de Rhodnius
prolixus inhibe la agregacién plaquetaria inducida por colagena.
Ademas se ha encontrado una actividad antitromboxano A, (TXA,)
(Ribeiro 1981, Ribeiro & Sarkin 1982); esta actividad, ademis de
prevenir la agregacion plaquetaria inducida por TXA,, también
previene el efacto vasoconstrictor de la TXA,. También, fueron
encontradas actividades de antiserctonina y antihistaminica en la
saliva de Rhodnius (Ribeiro 1982); estas actividades ayudan a
antagonizar el efacto vasoconstrictor de la hemostasis del
huésped., Todas estas actividades actuan sinergisticamente para
impedir la coagqulacitn de 1a sangre del huécped.

Por los trabajos revisados en la literatura sa ha
visto que la mayoria estan encaminados al estudio de la saliva
da Rhodnius prolixus, es muy posible que en otros miembros de la
subfamilia Triatominae existan actividades anticoagulantes
similares.




3.-Eatudios sobre apirasa

Moyerhof (1945), trabajando con levaduras fue el
primar investigador gque sugiri6 el nombre de apirasa para
describir a la enzima que emplaa coma sustrate ADP y/o ATP,
hidrolizandolos y liberando 1 y 2 molas de fosfato inorganico por
cada mol de nucledtido, respectivamente.

ATP ~m—m——m-- >AMP + 2 Pi
ADP --—---meem > AMP  + Pi

Este tipo de actividad se describio mas tarde en
vertebrados (LeBel et a) 1980, Hamlyn ¢ Senior 1983) e
invertebrades (Ribeiro & Garcia 1980, Smith et al 1980, Mant &
Parker 198), Ribeiro at al 1985 a). También sae ha descrito una
actividad apirasa en papa (Molnar & Lorand 1960).

En vertebrados 1a actividad apirasa ha sido bien
caracterizada en pancreas de rata, pero su papel fisiolégico
permanece adn sin conocerse.

En invertebrados, la actividad se ha asociado con
las glandulas salivales de artropodos hematofagos, esta actividad
apirasa sae ha relacionado con un papel antihemostatico debido al
papel central que 3juega el ADP en la agregacién plaquetaria
(Vargaftig et al 1981},

La saliva o glandulas salivales de muchos insectcs
no relacionados, tales como la chipnche Rhodnius prolixus {Ribeiro
& Garcia 1981 a}, el mosquito Aé&des aegypti (Ribeiro at al
1984a),1la mosca Glessina austeni (Mant & Parker 1981), 1la
garrapata Ixodes damminl {(PRibeiro et al 1985 a) inhiben la
agregacién plaquetaria in wvitro, encontrindose en todos ellos
actividad apirasa, lo cuil sugiere fuertemente gue la principal
funcitén de la apirasa es agotar el ADP, que se sabe es un
fuerte inductor de la agregacién plaguetaria, y de esta manera eon
conjunto con otros factores existentes en la saliva prevenir la
coagulacién de la sangre durante el tiempo en que el insacto se
astid alimentando.
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4.-Plaquatas

Morfologia

El papel de las plagquetas es fundamental en 1la
hamestésis, ya qua contribuyen a ella formando un tapén
plaquataric que en cenjunto con  la vasoconstriceiédn local y el
maecanismo de cascada de lcs factores de coagulacién presentes en
el plasma sanguineo se forma al codgulo definitivo.

Las plaquatas son fragmentos citoplasmaticos sin
nicleo dJdarivadcs de meqgacariocitos medulares. En condiciones
normales las plaquetas circulan durante 10 dias, tienen un
difmetro de 2 a 3 m, y su numero normal se encuentra entre
150,000 y 400,000 por mm'. Se ha observado que las plaquetas
pueden cambiar ficilmente de una forma esférica a una forma
irregular, este cambio de forma se favorece por la exposicion de
las plaquetas a ciertas substancias tales como dcido
etiléndlaminotetracético (EDTA), citrate de sodio,difocsfate de
adenosina (ADP) y otras. Coincidiendo con el cambio de forma se
produce movimiento de iones sodic hacia adentro de las plaquetas
que es similar al efecto de agentes despolarizantes tales como
acetil colina sobre células axcitables. El cambio de forma es
acompafado por un incremento en la relacién suparficie/ volumen.
Asi, el cambio de forma parece ser la primera respuesta de las
plaquetas a los estimulos {Born et al 1972).

La sestructura de las plagquetas se muestra en la
Fig.3. las plaquetas estan rodeadas por una cubierta de 10 a 20
nm de espesor, coapuastd por carbohidratos y glicoproteinas,
dicha cubierta es importante en 108 proceses de agregacion vy
adhesion de las plaquetas (Tabla 1l). Debajo de la cubierta esta
la membrana plasmi&tica, la cuidl tlene una estructura trilaminar
con un grosor aproximado de 7 a 9 nm. Se han identificado algunas
proteinas de mambrana como la adenil-ciclasa y varias glicosil~
transferasas las cuales pueden estar involucradas en los procesos
de adhesién y agregacion (Boamann 1971). Ademas, sa han
identificado tres glicoproteinas que estan expuestas hacia el
axtorior de la membrana (Nurden & Caen 1974). 1la membrana
plasmatica estd cargada negativamente, 1las cargas estén
probablamente arregladas en conglomerados sobre su superficie,
Particulas cargadas positivamente, como la polilisina causan la
agregaci6n de plaguetas. En suma, la membrana plasmitica tiene
sitios receptoras a ciertas substancias (serotonina, ADP,

-
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~TABLA l.-Correlacién entre anatomia y funcién plaquetaria,

ZONA ANATOMICA FUNCION

PERIFERICA ADHESION ¥ AGREGACIOR
1.-Cubierta exterior

2. -Mambrana

ORGANELO ALMACENAMIENTO ¥ SECRECION

1.-Granulos
2, -Cuerpos densos

3.-Mitocondria
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trombina, epinefrina y glicosil-transferasas antrae otras) las
cuales inducen la funcién plaquetaria. La funcién plaquetaria
pueda iniclarse por la presencia de una amplia variedad de
substancias, incluyendo enzimas proteoliticas tales como trombina
¥y tripsina, fibras de «colidgeno y substancias de bajo peso
molecular como ADP.

Otra caractaeristica de la membrana ademias del cambio
de forma ea que forma una red de canales que se comunican con el
citoplasma. Este sistema de canales estid constituido por
invaginaciones de la membrana y recibe el nombre de sistema
conactor de suparficie o sistema conector tubular, estos canales
incrementan grandemente la superficie da la membrana y sirve como
un medio para la captacién de substancias del plasma y para la
répida salida de granulos secratorics durante la reaceién de
liberacién de las plaquetas (Behnke 1970).

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

Se han identificado dos tipos de granulos dentro del
citoplasma. Los principales son conocidos como granulos alfa,
tienen moderada densidad electrénica y contienen enzimas tales
como catepsina, B-glucuronidasa y fosfatasa 4acida, ademads de
fibrinogeno y potasio. Existen entre 20-200 granulos alfa por
plaqueta y miden entre 0.2-0.3 um de diametro. El segunde tipe
son  llamados cuerpos densos, tienen una alta densidad
alectronica, existen da T 3 10 cuerpos densos por plaqueta y son
el sitio donde se almacena ADP, ATP, serctonina, calcieo, factor
de plaquetas 3 y factor de plaquetas 4. El ADP almacenado en los
cuerpos densos o8 aproximadamente el 60% del ADP total de las
plaquatas; este ADP no @3 metabélico.

las plaquetas también contienen un sistema
microtubular que contiene filamentos; la funci6én de los
microtubulos en las plaquetas es probablemente mantener un
citoasqueleto.

-11-



Existaen ademas otras @structuras como las
mitocondrias que son relativamente facil de identificar por su
doble membrana, se encuantran en un numero paqueifo o a veces en
conglomaerados.

Los ribosomas no son fracuentes en las plaquetas,
pero cuando se pueden observar indican que la plaqueta se formé
recientemente y en consacuencia lleva consigo algunos da los
ribosomas del citoplasma del megacariocito.

Adherencia

Las plaquetas en la circulacién en estado normal no
se adhieren al endotelio da los vasocs sanguineocs, pero 3i se
interrumpe la continuidad dal endotelio ya sea por lesién fisica
o0 por anfermedad, pueden ponerse en contacto con ciertos
componentes tisulares. Se sabe que la colidgena puede inducir la
adherancia de las plaquetas. Las microfibrillas de la membrana
basal también hacen 4que las plaquetas se adhieran a ellas al
quadar descubiertas, pero a diferencia, ello exige gque haya
calcio.

Reaccién de liberacién

La raaccién de liberacién se pone en marcha por la
adherencia de plaquetas y conaiste en la liberacién da 1los
granulos alfa y cuerpos densos a través del sistema de tubulos
que comunican con la superficie de las plaquetas que desembocan
an el exterior, La reaccién de liberacién puede desencadenarse
por diversas substancias tales como ADP, colagena y trombina
entre muchas otras. Day & Holmsen (1971) han llamado el proceso
de liberacién del contenido de los cuarpos densos "liberaci6bn I

@l proceso de liberacién del contenido da los grénulos alfa
"liberacion II"., S5e supone gque estos dos procesos estén
gobernados por mecanismos diferentes (Halmsen 1957).

Agregacién plaquetaria

Las plaquetas participan en la hemostasis primaria
mediante la formacion de agragados en el sitio que ha sido

-12-



daftado. El1 ADP es una substancia que induce la agregacién ¥y
puede provenir de diversas fuentes (tejido dalado, eritrocitos o
plaquetas), La trombina y epinefrina pueden actuar como agentes
agraegantes y/o inductores de la liberacion de ADP endogeno,

Existen otros inductores de la agregacidn tales como
la colagena, complejos antigeno-anticuerpo, fibrina parcialmente
polimerizada y algunas enzimas proteoliticas, como trombina y
tripsina, aminas tales comec serotonina y epinefrina, antibioticos
como ritostatina y 4cidos grasos como el araquidénico.

La agregacién plaquataria puede seguirse con un
agregémetro de plaquetas, el cual es basicamente un instrumento
foto-6ptico conectade a un registrador. El plasma rico en
plagquetas (PRP) se coloca dentro de una cubeta con agitacién,
anseguida se le adiciona el agente agregante que se desea probar
y si existe algun efecto, se obsarva un incremento en la cantidad
de luz transmitida a través da la muestra, esto se convierte en
seflales electrénicas que son amplificadas y registradas en un
papel.

El ADP as un agente inductor de la agregacién
plagquetaria muy importante que produce una respuesta bifasica, es
decir produce una respuesta primaria y una secundaria. Existen
ciertas caracteristicas generales de una curva tipica de
agregacién,esto se muestra en la Figura 4 . Antes de la adicién
de cualquier agente agregante, se tiene una linea base con PRP,
una vez quae se inicia la agitacién, la basal estd representada
por un trazo oscilante horizontal, las oscilaciones son resultado
de la polarizacién de la luz que pasa a4 bLravés de las plaquetas.
Una vez que el agente agregante es adicionado se observa un
aumento inicial en la transmitancia como resultado de la dilucion
producida. Los agentes agregantes que producen cambioc en la forma
de las plaquetas dan como resultado un decremento temporal en la
transmitancia debido al incremento de la luz dispersada. La
agregacién subsecuente causa el incremento caracteristico en
transmitancia, enseguida tiene lugar la reaccion de liberacién,
por 1o tanto se libara el ADP endogeno y éste produce una onda de
agragacién secundaria, produciendose una agregacion maxima.

Cuando la concentracién de ADP es baja s6lo se
produce una raspuesta primaria de agregacién, en ausencia de
agregacion secundaria puede ocurrir disgregacion debido a que se
Yrompe” el tapén plaquetario, esto se muestra en la Figura 5.
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FIGURA 4.-CINETICA DI AGREGAUION PLAQUETARIA (Triplett et al [978)

1YLa dilucidn con el inductor causa un lLigero {incremento

2)el cambio d¢ forma de las plaquetas causa un llgere Jdecremento

3Yreaceién de lidberacisn

4)agrepacidn secundaria

5)agregacidn mixima.
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FIGURA 5,-CINETICA DE AGREGACION Y DESAGREGACION PLAQUETARIA
(Triplett et al 1978).

Se uti11iz6 como agente Inductor ADP (0.5ug/ml)

1)l.a dilucidn con ADP causa un ligero Incremento

2)cambio de fotma de las plaquetas

3)agregacidn primaria

4)agregacidén mixima

S)desagregacidn plaquetaria.
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Tapén Hemostético Primario

En circunstancias normalas lags plaquetas son
fragmantcs celulares de forma circular que no se adhieren a otras
plagquetas, elementos celulares o endotelio vascular. Cuando hay
daflo endotelial, las plaquetas se ponen aen contacto con tejido
conectivo y sa adhieren a la coldgena, fragmentos da membrana y
microfibrillas las cuales astan ascciadas con elastina (Fig 6),

Después de la adhesién, se inicia el proceso de
libaracién del contenido de los granules alfa y les cuerpos
densos, este proceso no es destructivo.

La agregacion directa de las plaquetas por ADP
es llamada agregaci6tn primaria o agregacion reversible o primera
fase de la agregacién. La agregacién irreversible o agregacién
sacundaria estid maediada por los productos de liberacién del
contenido de los cuerpos densos,

Contribucién a la Coagulacién

Las plaquetas ademas de su importancia en 1la
hemostasis primaria, contribuyen con fosfolipides qua juegan un
papel importanta en las dos ultimas etapas de la cascada da
coagulacien (Fig 7). Los fosfolipidos han sido llamados factoras
pPlaquatarics y s& ancusntra &n la membrana y en los graénulcs.

La Figura 7 ilustra el mecanismo de cascada de 1la
coagulacién de la sangre. Existen dos mecanismos distintos para
la coagulacién sanguinea, uno llamado sistema intrinseco y el
otro sistema extrinseco. El primero consiste en una serie de
reacciones en cascada, en la cual el factor XII se transforma en
XTI, éste a su ver activa el factor XI a XI, y asi sucesivamente
hasta la formacién del complejo Factor V-Ca™-PF3, que activa la
protrombina a trombina. El sistema extrinseco actuia a nivel del
factor X transformandolo en X,. La trombina actua sobre
fibrinégeno para formar monémercs de fibrina, los cuales a su vez
forman el coidgulo de fibrina estable.
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FIGURA 6.-REPRESENTACION ESQUEMATICA DEL PAPEL DE LAS PLAQUETAS EN LA
HEMOSTASIS (Triplett et al 1978).

-17-



SISTEMA INTRINSECO SISTEMA EXTRINSECO

X ———————s Xllo

Xl ————— Xla

CB#Q
IX —e——re——e iXg Focror vil+

Ca*+ Tromboplastina de
+ tejido
VIl Co**. PF-3

X ———— Xo

et

V.Co** pPF-3

Protrombing ———= Trombina

. l Mondémero de
Fibrindgeno " E\brina

Factor Xilla

Codgulo de Fibring
estable

FIGURA 7.-CASCADA DE COAGULACION DE LA SANGRE (Triplett et al 1978)
Mecanismo propuesto para la formacidn del codgulo de fibrina. El calcio
estd representado por Ca++; Factor plaquetario3,PF3: Factores de coagu-
lacidn en la forma activa, a.
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OBJETIVO

El objetive principal de este trabajc es contribuizr al estudio de
la bioqguimica basica de la saliva de triatominos mexicanos, en
especial de Triatoma pallidipennis, asi come la busgueda y
andlisis de alguna(s) substancia(s) con actividad antihemostatica
que pudiera tener utilidad terapéutica.
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IT.-MATERIALES ¥ METODOS

1,-Obtencién da Saliva

Se trabajé con saliva de diferentes especies
(Triatoma pallidipennis, Triatoma mazzotti, Triatoma longipennis,
triatoma picturata y Triatoma gp), la cual fue proporcionada por
los Dres. Miximo Cortés y Ricardo Alejandre,del Departamento de
Parasitologia de la Escuela Nacional de Ciencias Biolégicas, dal
Instituto Politacnico Nacional.

El cultivoe de los triatcmas y la obtencién de la
galiva sa hizo da la siguiente manera:

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

La saliva se obtuve por estimulaci6on manual del
pronoto del triatoma y ¢olectada en capilares, gqua fueron
posteriormente sellados. Se colecté la saliva dae 12 triatomas por
capilar. Los capilarea se guardaron a -20°C hasta su recuperacién
con agua bidestilada.

La saliva de cada capilar se recuper6 en 500 pl de
agua bidestilada en tubos eppendorf, centrifugada durante 1
minuto (Microfuga Beckman). Al sobrenadante obtenido se le midio
proteina por su absorbencia a 280 nm. Posteriormente se liofilizo6
y una vez seca la saliva se pesd, guardindose después a -20°C
hasta su uso.

2.~ Separaciétn Cromatogriafica de la Saliva

La saliva fue fraccionada utilizando cromatografia
de exclusién molecular, para lo cual se empled Sephadex G-75 fino
(Pharmacia Fine Chemical, Uppsala, Suecia) preparado de acuerdo a
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las indicaciones dal fabricante. Se us6t una columna de vidrio de
0.4 cm de diametro por 76.5 cm de longitud empacada por gravedad
y corrida a presién constante y tempaeratura ambiente. La columna
fue equilibrada y eluida con amortiguador de HEPES/TRIS 30 mM +
150 mM de cloxuro de sodio pH 7.25, a una velocidad de flujo de 9
ml por hora, se colaectaron fracciones de 0.6 ml y se midio la
absorbaencia a 280 nm en un espectrofotématro (Beckman DU-50).

3.-Electroforasis

Elactroforasis ez presencia da 5DS

Para al astudio electroforético de la saliva de las
diferentes espacies de triatoma, asi como criterio de pureza en
el preceso da purificacién y cdlcule del peso molecular aparente
de los componentes proteinicos, se realizé oclectroforesis en
placa de poliacrilamida en presencia de Sp5 de acuerdo al método
descrito por Laemmli (1970). Los geles fueron teiidos con azul
brillante de coomasia R-250 de acuerdo al método de Swank vy
Munkres (1971).

La estimacién del peso molecular aparente de los
polipéptidos se hizo por el método descrito por Weber y Osborn
(1979), empleande 1las siguientes proteinas come estandares:
Fosforilasa b (94 000C), Albumina (67 000), ovealbumina (43 000}
anhidrasa carbonica ( 30 000), inhibidor de tripsina de soya (21
000) y alfa lactoglobulina {14 000).

Enfoque isoceléctrico

Para la estimaciétn del punto isceléctrico de los
componentes proteinicos de la saliva de las diferentes especies
se utilizé la técnica de enfogue isceléctrico, para lo cual se
utilizé el PhastSystem Development Unit (Pharmacia, Laboratory
Separation Division). Los minigeles se tineron c¢on plata
siguiendo el protocolo establecido para el aparato. Todos los
reactivos utilizados fuaron adquiridos de Pharmacia.

-21-



41.-Eosayos enzimdticoa
Actividad Protaeolitica Inespecifica

La actividad proteolitica fue determinada de acuerdo
al método de Reinderknecht et al (1968). Se utili:=é como sustrato
5 mg de Hide Powdar Azure (Calbiochem), se adiciont 100 pl de
amortiguador de TRIS/HC1l 100 mM pH 7.95 + 50 ul de saliva (con
una concentracién de 1 pg/pl). Esto se llevé a un volumen final
da 1.5 ml, la maezcla se incubd en agitacién por 20 horas a
temperatura ambiente., Después de este tiempo se midio el
colorante liberado a 595 nm en un espactrofétometro (Beckman DU-
50).

Actividad apirasa

La actividad apirasa fue determinada de la siguiente
manera: Se preincubd por 5 min a 37°C un medio de reacciotn
conteniendo 1 mM de ADP + 100 mM KCl + 10 mM de CaCl, en
amortiguador de TRIS/HC1L SO ™M pH 7.5,

A 70 pl de este medio de reaccidn preincubado se le
adicions una mezcla de 10 pl de saliva + 60 pl de KC1 100 mM. La
reaccién se dejé trancurrir por 4 horas a 37°C y se detuvo
adicionando 140 ul de 4acido tricloroacetico (ATC) al 10 3,
postariormente se centrifugd en microfuga por 1 min {en el caso
de los controles la adicion de ATC se hizo antes de incubar por 4
haras ). El fosfato inorganico (Pi) liberado se determiné en el
sobrenadante por el método de Russall et al (1984) modificado por
nosotros.

La deteccidn del fosfato inorgdnico se hizo de la
siguiente manera:

a).- Preparacioétn de la sclucién A: A 10 ml de acetato
da sodio 0.5 M pH 4.5 se le adicionaren 70 mg de &cide ascédrbice
y 1 ml de heptamolibdato de amonio al 35 %, se agité
vigorosamente durante 5 min (adquiere un tono amarillo - verdoso)
Yy se colocoé sobre hielo,
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b) .-Praparacisén de la scolucién B: Se hizo una
mazcla de arsenito de sodio al 2% + citrato de sodio al 2% +
&cido acético glacial al 2%,

c).~A 200 pl de la muaestra problema sa le adiciond
400 pl de la solucibtn A, sa mazcld y se dejo reposar sobre hielo
por 10 min .,

d) .- Posteriormenta se le adicioné 600 pl de 1la
soluci6tn B, se agitod en vortex y se incubd en bafo de agua a 37°
C durante 5 min,

a).- Sa leyeron los tubos an un espectrofotometro
Backman DU-8 a 700 nm.

Paralelamenta se hizo una curva estandar de fosfatos
usando una solucidn de Na,HPO, anhidro en agua y se utilizaron
concentraciones de 0 - 126 nmoles de Pi, procediendose en la
forma descrita arriba.

Se ha reportado la existencia de apirasas
dopendientes da calcio, por lo tanto se probé si en la saliva
existia este tipo de apirasa.Eato se hizo de la sigulente manera:

Al medio de reaccién conteniendo calcio se le
adicion6é EDTA hasta una concentracién final de 5 mM y se procedit
de igual manera al protocolo descrito anteriormente.

Actividad fosfolipasica

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

a).-Preparacion del reactive 1: Se mezclaron 12 ml
de yema de huavo fresca con 36 ml de NaCl 0.85%, se centrifugd a
baja velocidad, el precipitado se descarté.
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b) .-Preparacién del reactivo 2: Se disolvieron
0.3 g de agarosa an 50 ml de amortiguador de TRIS/HC1 50 mM pH
7.95 en un bafo maria.

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

d) . ~Preparacién del reactivo 4: Soluecién de BSA (1
mg/ml) en cloruro de sodio al 0,.85%

Se mezclaron 0.5 ml del reactivo 1 + 50 ml del
reactive 2 + 0.5 ml del reactivo 3, se vacié la mezcla en cajas
de petri con un espesor aproximado de 3 mm se dejo gelificar y
posteriormente se hicieron pocitos en los cuales se cologo 20 pl
de saliva de triatoma., Se utiliz6 como testigo negativo la
solucién 4 y como testigo positivo una fosfolipasa de veneno de
serpiente, purificada en nuestro laboratorio.

Actividad de fosfatasa alcalina

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

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

b).-Preparacion del sustratec de 1la siguiente
manera: Se mazclé 50 pl de dimotil formamida (DMF) eon 5 mg de
azul de nitro tetrazolio (NBT) y 2.5 mg de 5-Bromo~4-Cloro-3
indoilfosfato (BCIP) y se llavé a un volumen final de 15 ml con
amortiguador de carbonatos 10 mM + 159 mM de WaCl pH 9.5.

c).- Enseguida se adiciond 50 pl de sustrato en

cada pozo, la mezcla se incubd a 37°C por 2 horas,

d).- La reacciébn se pard adicionando 50 pl de &cido
etilén diaminotetracetico (EDTA) 50 mM en cada pozo.

@).~ Se midié la absorbencia a 570 nm en un lector
de ELISA.
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Para hacer la curva estandar se prepard una solucién
de fosfatasa alcslina (Sigma) de 10 pg/ml en amortiguador de
carbonatos 100 mM + 150 mM de NaCl pH 7.5 . Se adiciono 100 pl de
esta solucién al poxo numaro 1 y se procedité a hacer las
diluciones y procedimiento descrito para la saliva.

Actividades Fibrinolitica y Fibrinogenolitica

Se utilizd el procedimiento descrito por Reich et al
(1978) con ligaras modificacicnes. Leos geles de fibrinégenc se
prepararon dé 13 siguiente manera:

Sa prepard agarosa al 1% en amortiguador de TRIS/HC1
25 mM a pH 7.2 y se mantuvo en un bafo de agua a 42¢C, también se
prepard fibrintgeno a una concaentracion de 5.7 mg/ml en
amortiguader salino de fosfatos (PBS) pH 7.2 a una temperatura de
42°C. Se hizo una mezcla de 15 ml de cada solucién y se vacid en
cajas de Petri con un grosor aproximado de 4 mm, después de la
gelificacién se procedié a hacer pocitos en el gel.

Para la preparacién de los gales de fibrina se procedié
de la misma manera que para los gales de fibrintgeno, pero a la
mezcla de las soluciones se le adicioné 0.5 unidades NIH de
trombina (Sigma) en 50 pl de amortiguador de citrato de sodio 50
mM pH 7.2 4+ KaCl 0.5 M. De esta manera se convierte el
fibrintgeno en fibrina por accién de la trombina en
aproximadamente 1 hora.

Para probar estas actividades se adicioné 20 jpl de
saliva de triatoma dentro de pozos hechos en el gel, se incubaron
los geles a temperatura ambiente por 24 horas, Ensgeguida 1los
gales se lavarcn con NaCl 150 mM y se tifieron con negro de amido
0.01% en metanol al 70% y Acido acético al 10%.

La actividad fibrinogenolitica fue seguida por 1la
dagradacion de fibrinogeno en los geles de agarosa- fibrinégeno,
La actividad fibrinolitica fue detectada por la lisis producida
en los geles de agarosa-fibrina.
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5. -Tiempo de coagulacion

La gangre fue extraida de una persona sana, dque no
habia tomado medicamentos durante las 2 semanpas anteriores, Se
celocaron 500 pl de sangre en tubos de plastico y se adicionaron
20 pl de saliva de Triatoma pallidipennis (1 pg/pl). Al mismo
tiempo se puso en marcha un crontmetro. Después, a intervalos de
10 segundos se inclinaban los tubos hasta que se formé el
coagulo. Al mismo tiempo se puso un control adicionando en lugar
de la saliva 20 pl de salina.

6.-Agregacidtn Plaquetaria

La sangre fue obtenida de donadores 5anos,
inmediatamente se mezcld con citrato de sodio 0.11 M en una
ralacién de 9:1 (V/V), luege fue centrifugada por 10 min a 230 g
(1100 rpm) en una centrifuga clinica Beckman. El sobrenadante
constituye el plasma rico en plaquetas (PRP) el cual se saca del
tubo con una pipeta pasteur silanizada. El precipitado se
descarta. Al PRP se le adiciond6 Aacido eépsilon amino caproico
{EACA) hasta obtener una concentracién final de 10 mg/ml (Hawkey
1967), aste se hace con el fin de inhibir el activador de
plasmindgenc en el case de que estuviera presente en saliva., El
PRP tratado de esta manera se usO en todos los ensayos de
agregacion plaquetaria. En todos los casos el PRP se incubaba en
un bafic de agua a 37°C durante el transcurso de las pruebas,
teniendo cuidado de terminar los ensayos en un tiempo no mayor de
4 horas contadas a partir del momento de 1la extraccion de la
sangra, porgque después de este tiempo la actividad plaquetaria
bajaba notablemente, por lo tanto los resultados no eran muy
confiables después de este biemps. La agregacién plaquetaria fue
sequida por medicidn de cambios en la absorbencia a 600 nm de la
suspension (Born & Cross 1963).

Primaramenté se& realizd una prueba control de la
siguiente manera:

En un tubo de polietileno se mazclaron 400 pl de PRP +
200 ypl de solucién tyrode (200 mg CaCl, + 8 g NaCl + 200 mg KC1 +
1 g NaHCO, + 98 mg NaHPQ,.7H,0 + 106.8 mg MgCl,.6H,0 se lleva a un
voltmen final da 1 litro con agua destilada) + 200 pl de ADP
(6.25 }xM en salina 0.09 %), se colocé el tubo en un bano de agua
a 37°C con agitacién vigorosa paralelamente se marca el tiempo en
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el crondtmetro y se mide la absorbencia a 600 nm en un
espactrofotomatro (Beckman DU-50) en celdas de plastico. Se
hiciaron lecturas a intervales de 30 segundos. Sa tomé una
lactura al tiempo cero (Ao} en todos los cases

La mezcla de reaccién para los problemas se hizo
asi: 400 pl de PRP + 200 pl de ADP + 5 pl de saliva + 195 pl de

solucién tyrode, la maezcla se colocé en el bano de agua a 37°C y
se siguio el mismo protocolo descrito arriba para el control.

Calculoe de 1la Actividad Antiplaguctaria {¢ de
inhibicién de agregacién plaquetaria).
El calculo de inhibi¢itn de la agregaciéon plaquetaria se hizo a

un tiempo de B8 min y se emplearon las siguientes férmulas,

% agregacion plaquetaria = Ac x 100
Am
% inhibicion = 100 - % agregacién plaquetaria
Donde:
Ac = Absorbencia a 280 nm del control a un tiempo de 8 min

Am

Absorbencia a 280 nm de la muestra a un tiempo de 8 min
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I1II.-RESULTADOS

1.~ Recuperacion de la Saliva

Durante el desarrollo da este trabajo nos
proporciocnaron saliva de triatoma de 1las siguientes especies:
Triatoma pallidipennis, Triatoma longipennis, Triatoma mazzotti,
Triatoma picturata y Triatoma sp en dos fases da su ciclo
bioclégico (advlto y ninfa de V aestadio).,

La saliva nos llegaba al laboratorio cengelada
dentro de capilares sellados. Cada capilar contenia la saliva de
12 triatomas. El1 material se recuperaba come se describe en
materiales y métodos, posteriormente se procedié a medirle
proteina por su absorbencia a 280 nm, asumiendo que una A, de 1
era igual a una concentracién de 1 mg/ml.

El material se liofilizd y se pesé el polve, con
estos datos se calculo el rendimiento expresade en ug de
proteina/triatoma. Los resultados de rendimiento obtenidos son el
promadio de wvarics lotes recibidos a le large del proyecto. Los
resultades se muestran en la Tabla 2,

2 _-~Caracterizaci6n General de la saliva

En al laboratorio donde realicé este trabajo
pensamos que en la saliva de estos insectos se pueden encontrarx
componentes con actividades biolédgicas muy interesantes desde el
punto da vista de la Biotecnologia, por lo tanto, basandome en
los datos de rendimientoc de cada especie (Tabla 2) y en el tamafio
de poblacién da los triatomas, se decidio hacer 1la
caracterizacion bioquimica de la saliva de Triatoma pallidipennis
en su fase adulta.

Actividadas Enzimiticas

Sa probaren las siguientes actividadas enzimaticas:
Actividad proteolitica inespecifica, actividad de fosfatasa
alcalina, actividad fosfolipasica, actividad fibrinolitica,
actividad fibrinogenolitica y actividad inhibitoria de 1la
agregacién plaquetaria (actividad antiplaquetaria).
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TABLR 2.-Rendimiento de 1la saliva de diferentes especies de
triatominos mexicanos en dos diferentaes estadios de su ciclo
biolégico.

ESFECIE ETADA RENDIMIENTO
ug saliva/triatoma

Triatoma pallidipennis adulto 112 + 37
Triatoma pallidipennis ninfa V estadio 25 + 4 o
Triatoma longipennis adulto 85 + 26
Triatoma longipennis ninfa V estadio 23 + 7
Triatoma mazzotti adulto 89 + 14 ,,,
Triatoma mazzotti ninfa V estadio 22 + 5
Triatoma picturata adulto 87 + 6 5
Triatoma sp adulto 5 + 4,

Los valores mostrados en la tabla son promedios + DS de un
nimero variable de datos (n).
DS:Desviacién estandar.
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TABLA 3,-Actividades enzimaticas probadas en saliva de Triatoma
pallidipannis.

ENZIMA RESULTADOS
Actividad anticoagulante positiva
Actividad fibrinogenolitica negativa
Actividad fibrinolitica negativa
Apirasa positiva
Fosfolipasica negativa
Fosfatasa negativa
Proteasa inespecifica negativa
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En la Tabla 3 se muestran los resultados obtenideos.
Como se cbserva las actividades que dieron resultados positivos
fuaron la actividad apirasa y la actividad antiplaquetaria.

Tienpo de coagulacion

El tiempo de coagulacioén es el ticmpo que necesita
la sangre para coagular daspués de ser extraida del organismo. Ce
sabe que el tiempo de coagulacién para individuos normales varia
entre 6-10 minutos. Tlempos méas largos indican que existe alguna
anomalia que interfiere con el proceso de coagulacién.

Se obtuvieron los siguientes resultados:

Saliva de Triatoma pallidipennis 40 min 10 5 + B min 46 s

Control 6 min 23 s + 0 min 29 s

Los resultados son el valor promedio + desviacioén
estandar de 3 determinaciones.

Analisis Electroforético de la Saliva de Triatomas.

Sabemos gque en ocasiones los entomblogos  se
encuentran c¢on problemas para clasificar algunas especies de
triatomas, en estos casos los patrones aelectroforéticos pudieran
ayudar a su clasificacién sistematica.

Sa hizo un corrimiento electroforético en geles de
poliacrilamida al 12.5% en praesencia de SDS de saliva de
diferentes especies de triatéminos adultos esto se puede cbservar
en la Figura 8.

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

Come se obsexrva en el gel, cada especie prasenta un
patrén electroforético caracteristiceo, con algo en comin, que es
el hacho de que axiste un predominio importante de componentes
proteinicos de bajo peso molecular (15 a 25 Kd).

-31-



B0 ~———

67—

43—

"
»n
LY
i
i

—""'C.I. @

FIGURA 8.-PATRONES ELECTROFORETICUOS COMPARATIVOS DE
SALIVA DE TRIATOMA DE DIFERENTES ESPECLES.
L)marcadores de peso molecular

)Triatoma pallidipennis

I)Triatoma mazzotti

4)Triatoma longtipennis

5)Triatoma picturata

6)Triatoma sp

En todos los carriles se aplicd el equivalente a 5 ug
de protefna.
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FIGURA 9,-PATRONES ELECTROFORETLCOS COMPARATIVOS DE SALIVA DE TRIATOMA
DE DEFERENTES ESPECIES Y SEXO.

ta totograffa corresponde a un gel de poliacrilamida de gradiente

(8-151) en presencin de SDS y 2-mercaptoectanol. El gel {ue tenido

con azul de coomassic y todos los carriles contienen 10 g de pro-

tefna,

Dmarcadores de peso molecular 2)Triatoma pallidipenais macho 3)Triatoma
longipennis hembra 4)Tristoma longipennis ninta 5)Triatoma pallidipennis
macho 6)¥Trintoma pallidipennis bembra 7)Triatoma pallidipennis ninta
8)Triatema mazzorei macho 9)Triatoma mazzotti bembra 10)Triatoma mazzotti

ninfa 1) Trintoma picturata 1Z3Triatoma sp L3)marcadores de peso molecu-
lar.
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Enfoque Isteléctrico

Por otra parte, la saliva de Triatoma
pallidipennis, Triatoma mazzotti, Triatoma longipennis y Triatcma
Bp fueron apalizadas en un sistema de enfoqua isoceléctrico,
utilizande un gradiente de pH da 4-9.

Las preparaciones de saliva aplicadas en geles de
enfogque isoeléctrico presentan una mayor proporcioén de
compenentes oon  puntcs iscceléztrigos &oidss, si o bien existan

algunos fuertemente basicos, como se puede ver en la Figura 10.
3.-Fraccionamiento Cromatogrifico de la Saliva

En vigsta de los rasultados obtenidos (Tabla 3) se
realizé una cromatografia de exclusién molecular en una columna
de Sephadex G-75 finc, c¢on la finalidad de fraccionar los
diferentes componantes de la saliva, y de esta manera separar (si
fuera posible) las actividades correspondientes al componente con
actividad apirasa y al componente con actividad inhibitoria de la
agregacion plaquetaria (actividad antiplaquetaria). El1 perfil
cromatografico de la saliva se mucestra en la Figura 11.

4.-Actividad antiplaquetaria o Actividad inhibitoria
de la agregaciéon plaquetaria.

Se procedid a medir la actividad antiplaquetaria de
saliva total de Triatoma pallidipennis, utilizando come inductoer
ADP. La PFigura 12 rmuestra una grafica de absorbencia a 600 nm
contra tiempo (min), donde se puede observar la cinética de
agraegacion plaquetaria. E1 control presenta una cinética de
méxima agregacién, en tanto que las muestras con diferentes
cantidadas de saliva no presontan agregacidn, es deciz, la saliva
inhibe la agregacién plaquetaria en un 100% bajo las cendicicones
descritas y en todas las concentraciones de saliva utilizadas.
Por otro lado, al preincubar el inductor de agregacién, el ADP,
con 100 ul de saliva (100 pg) el resultado fué idéntico, es
dacir, no hubo agregacién plaquetaria (resultados no mostrades).
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FIGURA 10 ENFOQULE ISOELECTRICO DE SALIVA DE DIFERENTES ESPECLES
DE TRTIATOMAS. Se utliizaron minlpeles con un gradieate de pH de
4-9 v se tifieron con plata. Se aplicaron 3 pp de protelna por
carril.

}Triaroma pailidipennis

23Triatoma mazzottri

3)Triatoma picturaca

4)Triatoma sp

lonsinannia
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FIGURA 11,-CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR EN SEPHADEX G-75 FINO
DE SALIVA DE Tristoma pallidipennic. Se aplicaron 7.5 mg de saliva en
las condiciones mencionadas en materiales y métodos y se procedid a
medir la absorbancia a 280 nm y el Z de inhibicidn de agregacién pla-
quetaria a B minutos de cadas una de las fracciones.
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FIGURA 12.-CINETICA DE INHIBICION DE LA AGREGACTION PLAQUETARLIA CON
SALIVA TOTAL DE Triatoma paltidipennis {(lmg/ml}.
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Por otra parte, se midié el porcentaje de inhibicién
de la agregacion plaquetaria a B min en las fracciones
provenientes de una cromatografia de exclusién molecular en
Sephadex G-75, esto se puede observar en la figura 1l. Se ve que
ol maximo de imhibicion de la agregacién concuerda con el pico de
proteina. Ademis, hay otras dos zonas que también inhiben la
agregacién. Para realizar estas pruebas se emplearon 5 }.:1 de cada
una de las fracciones.

En la Figura 13 se muestra el comportamiento de la
fraccioéon 19, en presencia da ADP como inductor. Esta fraccién
presentd una maxima inhibicién de la agregacién plaquetaria.

5.-Actividad Apirasica

La actividad apirasica se ha relacionado con un
papal antihemostatico ,por esta razén se monté el ensayo para
buscar una posible actividad apirasica en saliva de triatoma.

La actividad apirasica de saliva total de Triatoma
pailidipennis sa midi6é a intarvalos de 10 min de incubaciotn,
desde un tiempo cero hasta 120 min, Esta cinética se ilustra en
la Figura 14. Se observa qua sique un comportamiento lineal. Se
calculé una actividad especifica de 1064 nmoles de fosfato
liberado/hora / mg de protaina.

pado qua las apirasas reportadas en otros sistemas
biolégicos caen dentro de dos grupos, las que dependen de Ca™
para su actividad y las que no, (Ribeiro & Garcia 1980, Ribeiro et
al 1986), se realizo una prueba poniends 2l medio de reaccién
EDTA como se detalla en materiales y métodos. Los resultados
obtenidos se presentan en la Tabla 4 y muestran una inhibicion
maxima del 60 % en presencia del quelante, lo que sugiere la
presencia de mis de un componente enzimitico en la saliva.

En las fracciones provenientes del Sephadex G-75 se
prob6 actividad apiradsica. El comportamiento de 1la actividad
apirasica se muestra en la Figura 15 3junto con el perfil
cromatografico. Puede observarse que la actividad apirasica
parece estar compuesSta de tres componentes. El primero, de mayor
peso mclecular, se encuentra localizado en la fraccién Ia y parte
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FIGURA 13.-CINETICA DC INHIBICION PLAQUETARLA DE LA FRACCION 19,

La fracci6n 19 proveniente del Sephadex €-75 presentd el mdximo
porcentaje de inhibicién a un tiempo de 8 minutos.
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FIGLRA 14, -CINETLCA DE LA ACTIVIDAD APIRASA PRESENTE EN SALIVA DE
Triatoma pallidipentis,
Se midis la actividad aplrasa en saliva total a Intervalos regulares
de tiempo. Para esta determinacidn se utilizaron 15 ug de proteina
por muestra. Se calculd una actividad especifica de 1064 nmoles de
fosfato liberado/hora/mg de protefna.
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TABLA 4.-Dapendancia de calcio de la apirasa presente an
saliva total de Triatoma pallidipennis.

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

Sustrato/Ca++ 1208 + 92

Sustrato/Ca++/EDTA 486 + 31
5 mM

Los valores son el promedio + SD de tres experimentos
indepandientes.

~41-



2 140
i Qnmoles Pi/h e o
E
§ 1.5 Joo +
@
o —Hs0o §
8 g
&
8 T"" 8
5 .
by >
_.qo -
] 05 2
¥ ¥ uwm
+— =20

Fraccidn No.

FIGURA 15.~FRACCIONAMIENTO CROMATOGRAFICD DE SALLVA DE Triatoma
pallidipennis. M} my de saliva se solubilfzaron en 0,6 ml de

agua bidestilada, se aplicaron a una celumna de Sephadex G-75

fino (0.4 x 76.3 cm), cquilibrada con amorgiguador Je HEPES/TRIS
30 e + 0.15M de NaCl pH 7.25. La columna se eluyd a temperatura
ambiente a una velocidad de flujo de 9 mi/k. Se colectaron frac-
cienes do 0.8 2l Lo widiS lu absuibancia o 230 nm, En la misma
grifica su muestra la actividad apirasa de cada una de las fraccio
nes expresada como nmales de Pi/h.
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de la 1Ib; el segundo abarca el final de la fracciétn Ib y 1la
primera mitad de la fraccion II; finalmenta, el ultimo
componante, qua aparece como un hombro del pico de actividad
anterior, comprende el resto de la fraccion II.

En la figura 16 se muestra un gel de poliacrilamida
al 12.5% . En los carriles 2 y 3 las muestras fueron tratadas con
S§PS, en tanto que las muestras de los carriles 4 y 5 fueron
tratadas con 5DS y 2-mercaptoetanol. En el carril 2 se aplico §
ug de proteina de saliva; en el carril 3 se aplicé 5 ug de
protaina de la fraccion la, se obsazva gue existe dos bandas de
muy alto peso molecular que ne entran al gel separador, se ve,
ademas, otra banda muy intensa con un peso molecular aparente de
87 Kd . En el carril 4 sa aplicod 5 pg de la fraccion Ia, en este
carril se ve que en condiciones raductoras desaparece el doblete
que no logr® entrar al gel separador en ausencia de 2-
mercaptoetanocl, se conserva el componente de 87 KD y aparece un
doblete de alrededor de 50 Kd. En el carril 5 se aplicd 5 pg de
saliva en presencia de 2-mercaptoetanol.

Sa realizo un intanto para fraccionar el corte Ta
proveniente de la cromatografia de saliva en Sephadex G-75, a
fin de conseguir la apirasa de esta fraccion en forma homogénea.
Para esto, el corte Ja se hizo pasar a través de una columna de
intercambic iénico empleando DEAE-celulosa equilibrada con
amortiguador de TRIS/HC1 20 mM pH 7.25. Se eluyt con un gradiente
lineal de NaCl de 0 - 0.2 M, al fipal se aplic6é 1M da NaCl, Se
obtuvieron 2 picos de proteina, uno al inicio del gradiente y el
otro después de aplicar NaCl 1M. El cromatograma no se muestra,ya
que la actividad enzimatica se perdid gpor completo después de
este fraccionamiento.
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FIGURA 16.-ELCCTROFORESIS DE LA APIRASA PRESENTE EN LA FRACCION Ia
1)marcadores de peso molecular

2)saliva total en presencia de SDS

3)fraccidn la en presencia de $SbBS

4)Fraccldn la en presencia de 8DS y 2-mercapteectanol

5)saliva total en presencia de SDS y 2-mercaproetancl.
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IV.~DISCUSION

Los triatomas, al igual qua otros animales que se
alimentan de sangre, aenfrentan para alimentarse @1 gran problema
da inactivar los mecanismos hemostiticos de sus victimas. La
hemostasis es un maecanismc de defensa muy complejo y eficiente,
presente en todos 1los animales vertebrados, que tiene como
funcion especifica prevenir la pérdida excesiva de sangre si sa
laesiona @) sistema vascular. En condiciones normales, una herida
gimilar a la ocasionada por ia proboscis de una chinche triatoma,
dajaria de sangrar en menos de 15 sagundos. Sin embargo, en el
caso da Triastzma pallidipennis adulto es capaz, en 15 a 20
minutos, de ingerir dae 1 a 2 ml da sangre, que equivale a dos o
tres veces su peso corporal. Estas observaciones demuastran de
manera empirica que estos insectos poseen la capacidad de inhibjir
la hemostasis del hospeduro del qua se alimentan.

De hecho, durante los ultimos 10 ados, el grupo de
Ribeiro ha descrito una serie de actividades antihemostaticas en
la saliva de otro triatomino, el Rhodnius prolixus (Ribeiro
1987). La conclusidn mas destacable de sus observaciones es la
praesencia de compuestos que actian en varios nivelas del sistema
hemostitico, desde la inhibicién de la contraccion de los vasos
sanguinaeos hasta la interferencia en las wvias que llevan a la
formacién del coagulo de fibrina, sin dejar a un lado la
interferencia en 1la agregaciétn plagquetaria por mas de un
maecanismo.

51 se deja a un lado el interés meramente biolégico
que todos estos compuestos tienen, su estudio puede conducir al
dasarrolle de nuevos y mejores farmacos que puedan aplicarse en-
el tratamiento de padecimientes tromboembdlicos, Basta, para
ejemplificar aesta aseveracidn, observar el <caso de los
activadores de plasminbdgeno que se encuentran en la saliva del
vampiro Desmodus rotundus (Gardell et al 1989, Hawkey, 1967;
Kratzchmar et al 1991), que estidn impactando fuertemente al
desarrolle de la sagunda generacioton de activadores de
pPlasminégenco (tPAs) {(Higgins & Bannett 1990). Es este el marco en
que se encuadra el presente trabajo.

Dado gque no existe informacién alguna respacto a la
bioquimica o las actividades antihemostaticas de la saliva de
ninguna espacie del género Triatoma, el objetivo fundamental de
aesta tesis fue iniciar el estudic de algunas de las
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caracteristicas bioquimicas y actividades biolégicas relavantes
da la saliva da Triatoma pallidipennis. Este estudio se debe
entender dentro da un contexto mucho mas amplic de lo0s intereses
y objetivos de los grupos involucrados, los de los Drs., L.D.
Possani y A. Alagon,

Asi las cosas, el primer problema enfrentade para
iniciar el presente trabajo, fue el dasarrollo de un métedo
eficaz y rdpido, para la obtencién del matarial biolégico, Los
triatomas tienen la particularidad de salivar, como mecanismo de
defensa, ante amenazas externas como puede ser la manipulacién de
su cuerpo, en particular, su pronoto. Basados en aesta
observaci6tn, unc de mis tutores, el Dr. Possani, tuvo la idea da
estimular mecanicamente a 103 insectos al tiempo que se recogia
la saliva producida con un tubo capilar.

Exista una referencia (Ribeiro & Garcia 1980) de
otro procedimiento para obtener saliva de otro triatomino, el
Rhodnius prolixus, que consiste en hacer picar a las chinches una
bolsa de celofan con agua caliente (38°C); los insectos secretan
saliva al no encontrar sangre. La saliva, entonces, se colecta en
bolsa, de manera muy diluida, y de ahi se concentra para 5u
recuperacion. E1 procedimiento utilizado por nosotros resulta
rdpido y tiene la ventaja que la saliva no se diluye como con el
procadimiento de Ribeiro, ya que se obtiene directamante dantro
de capilares y su recuperacién es con volumenes pequefios de agua,
Una ventaja adicicnal de nuestro procedimiento es que el fluido
obtenido se encuentra a temperatura ambiente y que después de
colactar 1la saliva da 12 especimenes, los capilares son
congelados rapidamente. Esta nueva forma de proceder, minimiza la
posibilidad de gque algun componente de la saliva sufra alguna
alteracién,

La Tabla 2 muestra los rendimientos en peso de
saliva obtenida de diferentes especies de triatomas. Se puede
observar que la especie que da un rendimiento mayor es Triatoma
pallidipennis , seguide de Triatoma mazzotti, Triatoma picturata,
Triatoma longipennis y [Triatoma sp. Este orden puede
correlacionarse directamente con el tamado del insecto, ya que
Triatoma pallidipennis tiena un tamafio mayor que las otras
especies, y el resto sigue aproximadamente el orden indicado. Con
respecto al estadio de vida, la forma adulta es la gue da un
mayor rendimiento, y se puede pensar en la misma razoén, ya que
las ninfas tienen un tamado menor que la forma adulta. Ademis en
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la fase ninfal, es dificil distinguir entre si a las especiaes
estudiadas, y para no mezclar saliva de dos especiea, preferimos
trabajar con la fase adulta.Da estos resultados se partio para
decidir 1la aespacie de triatoma para trabajar con mayor
profundidad a lo largo del proyecto y se eligi6é a Triatoma
pallidipennis en su fase adulta. Ademas de que es upa especie muy
prolifica y facilmente adaptable a su cultivo en el laberatorio.

A fin de tener una impresién tanto de la complejidad
como de las diforencias de las salivas de triatomas de diferentes
espacies y astadios de daesarrelle, se realizo un  analisis
electroforético en goles de poliacrilamida en presencia de SDS
{Figs, B y 9) y otro mediante isoelectroenfoque (Fig. 10). Cabe
resaltar wvarias cosas: 1) Las salivas son mezclas complejas de
proteinas; por iscelectroenfoqua puede apreciarse mejor esta
situacioén. 2) Los componentes proteinicos mas abundantes tienen
pesos moleculares entre 15 y 25 Kd. 3) Los puntos isoceléactricos
del grueso de las proteinas caen dentro del intervalo qua va de
pH 4.2 a pH 6.4, si bien existen algunos componentes fuartemente
basicos. 4} Las especies de triatomas tienen patrones proteinicos
identificables como propios. 5) En términos generales, las
diferencias de los patrones elactroforéticos por sexo y per
astadio de desarrollo dantro de una misma especie, son mas de
cardacter cuantitativeo que cualitativo.

Ya con Triatoma pallidipennis, quisimos ver al
efecto grueso que su saliva tenia sobre la coagulacién de 1la
sangre; para este fin empleamos una prueba que mide el tiempo en
que la sangre coagula en un tubo da cngayo. Se observé que la
saliva retardaba conaiderablemante el tiempo de coagulacién de la
sangre. Este resultado mostrd que la saliva de Triatoma
pallidipennis tiene accién antlhemostatica poderosa. Para la
caracterizacién de la(s} molécula(s) que ejercen esta accién,
comenzamos por determinar una serie de actividades enzimaticas
que directa o indiractamente, pudieran estar relacionadas con la
actividad antihemostatica (Tabla 3).

Primeramente se midieron la actividad fosfolipasica
y actividad proteolitica inespacifica, las cudles dieron
resultados negativos,

Estoes tipos da actividades enzimaticas, son
prevalentes en los venenos de especies animales, que son también
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salivas especializadas, si bien, con otros propdsitos (Tu et al
1967, Tu,1977, Alagén et al 1982). De haecho, en particular con
las proteasas inespecificas, es posible vislumbrar mecanismos
hemorrégicos. Este resultado negativo fue indicativo de que las
propiedades antihemoststicas de la saliva estudiada son mas
selactivas.

También madimos actividades proteoliticas
espacificas que en otros modelos interfieren con la feormacisn del
codgulo da fibrina o, bien, proceden a su degradacion en caso de
que sa forme. La saliva dae Triatoma pallidipennig no tuvo
actividad degradatoria de fibrinogeno, que €3 una actividad muy
provalente en lo3 wenenos de seorpientes de la familia de 1los
crotalidos (Rosenfeld,1964). Esta actividad degrada al praecursor
inmediato de la fibrina, disminuyendc o abeliendo la capacidad de
formar coidgulos. La actividad fibrinolitica, que también fue
negativa, puede ser ocasionada por dos mecanismos: el directo
involucra la destrucecién de 1la £ibrina por actividades
enzimidticas del tipo de la plasmina y se ha demostrado en venenos
de serpientes (Mackay et al 1970): el segundo activa al precursor
de plasmina, el plasminoégeno, con lo que se logra un sistema de
amplificacién mucho mas eficiente para la degradacién de 1los
coagulos. E1 mecanismo indirecte opera en la saliva del vampiro
(Hawkey 1967). Hay que destacar la ausencia de activador de
plasminégenc en la saliva de Triatoma pallidipennis ya que 3se
tratarfa de una actividad con un potencial de uso en la clinica
muy alto.

Otra actividad enzimitica que exploramos y que también
rasultd naegativa fue la de fosfatasa. Medimos esta actividad con
el propdsito de identificar actividades que pudieran degradar
ADP, que es un fuerte inductor de la actividad plaquetaria, De
hecho otra actividad fosfatdsica, especifica solamenta para ADP y
ATP, result6 positiva y fué una de las actividades que exploramos
con mayor detalle en esta tesis (ver mas adelante).

En este punto vale la pena hacer una recapitulacién
da los distintos niveles en qua puade interferir con el mecanismo
normal hemostatico.

En condiciones fisiolégicas cuando un vaso sanguineo
o3 seccionado o dafdado, se inicia una serie de eventos que llevan
a la formaciédn de un coagulo (hemostasis) y conduce al "sellado"
del vaso sanguineo. Esto es resultado de tres mecanismos
diferentes, que actdan conjuntamente: a) 1la wvagsoconstriccién
local, b) la formacion de un tapon de plaguetas, c} la activacioén
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da factoras presentes en sl plasma sanguineo que dan lugar a la
formacidén de una malla de fibrina insoluble y d) el proceso es
revertido a través de la degradacitn del coagulo de fibrina.

Existen trabajos de Ribeiro y Garcia (1981c, 1982)
que demuastran que en saliva de Rhodnius prolixus existen
substancias que interfiaeren con al mecanismo {a) de
vasoconstriccison, ya que encontraron un tactor con actividad
antitromboxano A, (Ribeiro 1982) y otro factor antiserotonina
{Ribeiro 198lc), se sabe que el tromboxano A, y la serotonina son
potentas vasoconstrictores. En este trabajoe no se explor6d si an
la saliva de Triatoma pallidipesnnis existen o no factores con
efectos inhibidoras de vasoconstriccién o directamente
vasodilatadores.

La interferancia con el maecanismo (b) estd presente
en la saliva de Triatoma pallidipennis, como lo veremes adelante.

El mecanismo (c) presenta multiples puntos en los
qua se puede ejercer una accién inhibitoria. Baste s6lo mencionar
que la saliva de Rhodnius prolixus también actua a este nivel
(Hellman & Hawkins 1964), asi que es muy probable qua la saliva
da triatomas también intarfiera con este mecanismo.

En cuanto a una accién en el nivel (d), es decir,
en el proceso degradatorio del coagulo, come 3e menciond y
discutié anteriormente, la saliva de Triatoma pallidipennis no
tuvo afecto alguno.

Asi las cosas, el resto de la presente discusién se
cantra en el mecanismo (b) y en particular la accion de la
apirasa salival.

Para explorar el mecanismo (b), de formacién del
tap6n plaquetario, se monté una técnica para medir la agregacién
plaquetaria, tomando como referencia el método de Born & Cross
{1%63) . Cemo en nuastro laboratorio no contamos con un
agregémetro comercial, tuvimos que hacer adaptaciones a 1la
técnica de Bern, estandarizando nuastro propio método, el cudl se
detalla en la seccién correspondiente.

Existe una gran variedad de substancias que inducen
la agreagacion plaquetaria, entre las cuiles se encuentran ADP
{Born & Cross 1963), epinefrina, serotonina, enzimas
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protacliticas (trombina, tripaina, papaina, algunas enzimas
proteocliticas de venenos de sarpientes), colagena, algunos
antibioticos (ritostatima) y algunos Aacidos grasos como el
araquidonico (Douglas et al 1978)

Se sabe que al ADP in vitro y también en condiciones
fisiol6bgicas (Gaardner et al 1961, Born & Cross 1963, Honour &
Mitchell 1963, Davey & Lander 1964) as el principal nucleétido
que causa la agregacidn plaquetaria, per lo cual se monto 1la
técnica de agregacién plaquetaria utilizando como lnductor ADP,

En primer Jlugar se probaron < cohcwntraciones de
ADP: 12.5 y 6.25 pM. Bajo las dos condiciones se obtuvieron
respuestas secundarias de la agregacién plaquetaria (datos no
mostrades), Esto concuerda con lo reportado en la bibliografia
donda indican que concentraciones de ADP arriba de 1 pM inducen
la reaccioén de liberaciédn y como consecuencia se produce la fase
de agregacién secundaria, la cual es irreversible (Mustard 1970,
Holmsen 1972).

Con el anterior resultado se decidié trabajar todos
los demas experimentos de agregacién plaquetaria utilizando ADP a
una concentracién de 6.25 pM, que es, de hecho, una concentracion
frecuentemente utilizada por otroa autores para la induccién de
la agregacion plaquetaria de mamiferos.

Se hizo una serie de experimentos de agregacién
plaquetaria utilizando diferentes cantidades de saliva de
Triatoma pallidipennis (100, 25, 5 pl) en una concentracion de
lug/ul, En las tres condiciones se inhibe la respuesta de
agregacién plaquetaria en un 100 % . Estos resultados estan
graficados en la Figura 12. Aun queda por hacer un experimento
dosis-respuaesta, para encontrar cual aes la cantidad minima de
saliva que produce una respuesta inhibitoria de la agregacién
plaquetaria. Sin embargo, al hecho de que aun 5 pg de saliva de
Triatoma pallidipennis haya inhibido totalmente la agregacion
plaquetaria, indica que su potencia es muy alta. Para ilustrar
esta aseveracién baste decir gue para lograr un efecto
equivalente con la saliva del vampiro, es necesario adadir 800 o
mas jg de saliva (Astorga, E. 1991).

Los experimentos descritos en el parrafo anterior se
realizaron de manera usual, es decir, el ADP se adadié de forma
inmediata a l1a mezcla saliva/amortiquador/PRP.
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Otre resultade, que no se muastra, en que la mezcla
saliva/amortiguador/PRP fué preincubada durante 10 min a 37°C
praeviamente a la adicién del inductor dieron resultados
semejantes; es decir, que a las dosis de saliva empleadas no hubo
diferencias en la respuesta inhibitoria con o sin preincubacion
del PRP con la saliva, probablemente, debide a que se estaban
empleande dosis muy altas.

En paralelo, con la hipotesis de que la saliva
ejerciera la inhibici6n degradando el ADP (actividad de apirasa)
se hizo otro experimento en el que el inductor fue preincubado 10
min a 379C con 100 ng de saliva. El resultado experimental, que
era el esparads, fud la akolicisn de la agregacion plaquetaria.
Si Jjuntamos este raesultado con los descritos en al parrafo
previo, hasta lo que se sabia en aste momento del daesarrollo de
este trabajo, e3 posible plantear dos hipdtesis: 1) La saliva
tiene una actividad apirdsica muy potente capaz de degradar al
ADP en forma c¢asi instantdnea o, 2) La saliva ademas de tener
actividad apirasica contiene otra(s) substancia(s) gque inhiben la
agregacién de forma rapida y actuando en otro nivel. Como se
dascribi6 en los resultados sabemos que la saliva tiene apirasa y
por otros experimentos que no forman parte da esta tesis, se sabe
que existen otros dos factores que actian a este nivel, por lo
cual, ahora se sabe que la segunda hipdtesis es la correcta.

Al medir directamente actividad de apirasa en saliva
de Triatoma pallidipennis se encontrd una actividad especifica de
1064 nmoles de ADP hidrolizados por mg de saliva, en el lapso de
una hora. Esta actividad aspacifica resulta bastante
significativa si la comparamos con la actividad de un preparado
samipurificade <o apirasa de papa que fue de 200 nmoles/h/mg
(Astorga, E.1991).

Por asta razén, nos abocamos a fraccionar y
caracterizar mejor la actividad apirasica en la saliva de
Triateoma pallidipennis.

Se fracciondé la saliva de Triatoma pallidipennis en
una columna de Sephadex G-75 fino (Fig. 1ll) y se probd 1la
inhibicién plaquetaria a 8 min en cada una de las fracciocnes
coloctadas. Se obsarva la presencia de un pico maximo de
actividad inhibitoria de la agregacién plaquaetaria que coincide
con al pico de proteinas des alto pesc molecular y también existen
otros dos picos de actividad inhibitoria en la zona del pico
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principal de proteinas que aluye daespués. La fraccion 19
proveniente de la cromatografia da exclusién molecular es la que
presentd el méximo efecto inhibitorio de la agregacién
pPlaquataria.

En la Fig. 13 se muestra la cinética de agregacién
plaquetaria en praesencia de 5 ul del tubo 19; se ve que se
produce la respuesta primaria de la agregacién, pero no ocurre la
segunda fase, ravirtiendose la agregacion inicial. La
interpretacitn a este resultado, es congruente con la prasencia
da apirasa qua, al consumir el ADP, disminuye su concentraciocn
por debajc de 1pM {(Mustard et al 1970, Holmsen 1972) situacién
en la que no puede ocurrir la reacciédn de liberacién plaquetaria
que hace a la agregacién irreversible.

Al medir la actividad apirdsica en las fracciones
provenientes de otra cromatografia de saliva de Triatoma
pallidipennis desarrolladas bajo las mismas condiciocnes (Fig. 15)
se observaron nuevamente tres picos (dos claros y un hombro) con
actividad apirdsica. El primaero coincide con la fraccion de mayor
paso molecular y con al primer pico con actividad inhibitoria de
la agregacién plaquataria. Los otros dos en té&rminos generales,
siguen el patrén de los otros dos picos con actividad
antiplaquetaria.

Dado que mediante el uso de EDTA se pudieron
distinguir dos tipos de actividades cde apirasa (una dependiente
de calcio y otra independiente, Tabla 4) es posible que las
apirasas separadas por filtracién en gel correspondan a dichos
tipos. Falta por realizar experimentos de dinhibiciétn con
quelantes de las mismas para peder afirmarlo. Vale la pena
resaltar que la actividad apirasica dascrita para otro triatémino
{(Rhodnius prolixus) es totalmente dependiente de calcio {(Ribeiro
1986) .

Para los siguientes experimentos se decidié
continuar con la fracecion Ia de la Fig. 15 dado que era la
fraccién con mayor actividad espacifica (11,400 nmoles Pi
liberados/h/mg.

El anélisis aelectroforético en geles de
poliacrilamida/SDS de la fraccién Ia aparecea en la Fig. 17. En
condicionas ne reductoras dos bandas de muy alto peso molecular
que ni siquiera entran al gel separader y otra banda con un peso
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molaecular aparente de 87 Kd; en tanto que en prasencia da 2-
mercaptoatanol, apareci¢ un dobleta de alrededor de 50 XKd y
desapareciaron las dos bhandas de altisimo peso molecular en tanto
que la banda de B7 Kd permanecidé. Si bien ésta (ltima esta
formada por dos bandas de peso molecular similares.

Los intentos para datactar "in situ” la actividad
apirasa fueron infructuosocs, dado que la actividad no pudo ser
restablecida substituyendc el 5DS por Tritén X-100 (resultados no
mostrados) .

El intentc de separar las proteinas de la fraccién
Ia por intercambio catiénico en resina CM-32 dieron por resultado
la pérdida total da la actividad enzimiatica. Es importante
mencionar que los experimentos de fraccionamiento sze hicieron en
varias ocasiones con los resultados descritos.
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V. -CONCLUSIONES
Las conclusiones mas destacables dal presente trabajo son:

1.-Se desarrolld un nuevo método para la obtenciédn de saliva de
triatomas, bajo condiciones fisioclégicas.

2.-Por primera wvez se reporta el rendimiento de saliva que
proporcionan algunas especies de <triatomas, cultivadas bajo
condiciones de laboratorio, la especie qua didé un mayor
rendimiento fue Triatoma pallidipennis, por lo cual se decidié
trabajar con esta espacia a 1o largo dal preoyecto.

J.-Mediante un an&lisis electroforético se demostrd que la saliva
de triatomas es una mezcla compleja de proteinas, en la cual
pradominan los componentes de bajo peso molecular {15-25 KRd) vy
componentes con puntos isoeléctricos acidos (pH 4.2 a pH 6.4)
aungue axisten alguneos fuartemente basicos.

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

5.~La saliva de Triatoma pallidipennis no contiene actividades
fosfolipasica, fosfatasica, fibrineolitica, fibrinogenoljtica vy
proteolitica inespecifica.

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

7.-Se encontré la presencia de una enzima con actividad apirasica
muy alta.

8.-La saliva tiene una fuerte accién inhibitoria de la agregacién
plaquetaria, daebida, en parte, a la presencia de la apirasa
presente.

9.-Con esta tesis secontribuy6 al conocimientc de la bioquimica
bisica de la saliva de los triatominos, ademas, se abrieron
varios caminos para el estudio y caracterizacisén futura de
substancias pocoe convencionales que pueden resultar de utilidad
taerapéutica en varios padecimientos relacionados con la
hemostéasis.
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