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INTRODUCCION 

El accidente ofídico representa, sin duda alguna, un importante 

problema de salud pública para la humanidad. En todo el mundo ocurren 

alrededor de 2.7 millones de accidentes por mordedura de serpiente, de los 

cuales aproximadamente 125 000 tienen un desenlace fatal (Chippaux, 1998). 

Las regiones con mayor incidencia en este tipo de eventos son las zonas 

tropicales de Asia, A frica y América Latina. 

Nuestro entorno no escapa a esta situación. En América Central, la cifra 

de accidentes puede ascender a unos 5000 casos anuales, con una tasa de 

letalidad estimada en un 4% (Rojas, 2000). En Costa Rica ocurren alrededor de 

600 mordeduras de serpiente por año, con una tasa de letalidad inferior al 1 %, 

siendo los trabajadores agrícolas la población más comúnmente afectada 

( Gutiérrez, 1995). 

La magnitud del problema justifica ampliamente la inversión de recursos 

económicos, científicos y tecnológicos para su solución. En nuestro país, al 

igual que en toda la región centroamericana, los accidentes ofídicos son 

provocados en su mayoría por ejemplares de la familia Viperidae, dentro de 

las cuales la especie Bothrops asper (terciopelo o barba amarilla) es la 

responsable de aproximadamente la mitad de los casos (Gutiérrez, 1995). Por 

esta razón el veneno de B. asper es uno de los más estudiados en el ámbito 

regional, y ha sido objeto del mayor número de investigaciones por científicos 

costarricenses dentro del campo de la toxinología. 
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Los signos y síntomas ocasionados en el envenenamiento por vipéridos 

incluyen tanto alteraciones locales como sistémicas. Característicamente se 

produce un extenso daño del tejido local que abarca dolor, edema, 

hemorragia y necrosis del tejido muscular. Así mismo, pueden presentarse 

manifestaciones sistémicas como alteraciones de la coagulación, 

hemorragias, choque cardiovascular e insuficiencia renal aguda (Rosenfeld, 

1971; Gutiérrez y Lomonte, 1989; Otero et al, 1992). 

Los venenos de serpientes están compuestos por una compleja mezcla 

de proteínas y péptidos con una amplia gama de actividades biológicas, las 

cuales desembocan en las manifestaciones locales y sistémicas propias del 

accidente ofídico. La caracterización de estos componentes y de sus efectos 

específicos permite mejorar nuestra comprensión acerca de la patogénesis del 

envenenamiento, y de este modo permite implementar mejores estrategias de 

tratamiento. 

En este sentido, adquiere singular importancia el estudio de la relación 

entre los venenos de serpiente y la coagulación sanguínea, debido al vínculo 

existente entre la magnitud de las alteraciones en la hemostasia y la severidad 

del envenenamiento (Otero, 2000). Muchos de los componentes del veneno 

interactúan con el sistema hemostático, ya sea activando o inhibiendo el 

proceso de coagulación ( Meier y Stocker, 1991). Esta interacción resulta en 

muchos casos tan específica, que se ha propuesto el empleo de estos 

componentes en el laboratorio clínico como herramientas de diagnóstico y 

monitoreo de problemas de coagulación (Marsh, 1998), a la vez que se les ha 
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señalado como posibles agentes terapeúticos en patologías que implican 

ciertos trastornos hemostáticos (Verstraete, 1995). 

Dentro de este grupo de sustancias destacan aquellas capaces de 

inhibir específicamente la agregación plaquetaria, ya que esta constituye uno 

de los pasos iniciales en el proceso de coagulación y es indispensable para 

que este sea efectivo. Se han descrito al menos cuatro grupos de inhibidores 

de la agregación plaquetaria en los venenos de serpientes, los cuales se 

denominan de acuerdo a su mecanismo de acción como a.-fibrinogenasas, 

fosfolipasas A2, 5'-nucleotidasas y disintegrinas (Markland, 1998). 

En los venenos de serpientes de Costa Rica aún no se ha valorado la 

presencia de componentes capaces de inhibir específicamente la agregación 

plaquetaria. La presente investigación pretende determinar la presencia de 

este tipo de sustancias en el veneno de la serpiente más importante en nuestro 

medio, la terciopelo (8. asper). Este hallazgo podría resultar en el inicio de una 

nueva línea de investigación en nuestro país, debido a la importancia de estos 

componentes en la patogénesis del envenenamiento y a las diferentes 

aplicaciones terapéuticas posibles para este grupo de moléculas. 
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MARCO TEORICO 

Sistema hemostático: importancia de la agregación 

plaquetaria 

La hemostasia es un sistema fisiológico que detiene la salida de sangre, 

al sellar provisionalmente el sitio del daño vascular e iniciar posteriormente los 

mecanismos de reparación (Martínez y Quintana, 1996). Puede dividirse en un 

conjunto de cuatro procesos fisiológicos que tienen la misma finalidad, 

iniciándose simultáneamente, pero finalizando de manera secuencial. Ellos 

son: la vasoconstricción, la formación del agregado plaquetario, la activación 

del mecanismo bioquímico de la coagulación sanguínea (cascada de la 

coagulación) y, finalmente, la fibrinólisis o disolución progresiva del coágulo 

hemostático (A tmetlla, 199 5). 

Agregación plaquetaria 

Las plaquetas son pequeños fragmentos celulares anucleados de la 

sangre periférica, las cuales circulan en forma de disco y miden en promedio 

de 2 a 4 µm de diámetro y 0.6 a 1.3 µm de grosor. Su función consiste en 

contribuir rápidamente a la reparación de cualquier daño en el endotelio 

vascular, mediante la formación de acúmulos plaquetarios capaces de 

obturar estas lesiones (Martínez y Quintana, 1996). Provienen de la 

fragmentación del citoplasma de los megacariocitos y tienen una vida media 

de entre 9 y 12 días. 
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Bajo condiciones fisiológicas normales, las plaquetas son esencialmente 

inertes; su adhesión a la matriz subendotelial es prevenida por una pared 

vascular intacta. Sin embargo, en respuesta a una lesión en la vasculatura, se 

desencadenan una serie de eventos en la función plaquetaria, los cuales 

culminan en el agregado plaquetario, formándose un tapón hemostático que 

cierra la lesión y previene una mayor pérdida de sangre a partir del sitio 

implicado (Colman, 1994). 

La formación del agregado plaquetario consume de 3 a 5 minutos, y 

puede subdividirse en 3 etapas (Frishman, 1995), que son: 

1. Adhesión de las plaquetas al endotelio. La lesión en la vasculatura causa la 

exposición de la matriz proteica subendotelial hacia las plaquetas, 

permitiendo que estas se adhieran a determinadas estructuras en el 

endotelio dañado, como el colágeno y las microfibrillas. La glicoproteína 

lb es el principal receptor de la superficie plaquetaria implicado en el 

proceso de adhesión (Bennett, 1992). Este es el único proceso hemostático 

que se produce sin necesidad de una activación previa de las plaquetas. 

2. Activación plaquetaria. Una vez formada la monocapa sobre la superficie 

endotelio!, agonistas específicos inducen la secreción del contenido de las 

vesículas plaquetarias. Los agonistas fisiológicamente más importantes 

incluyen trombina, difosfato de adenosina (ADP), colágeno y tromboxano 

A2(proveniente del ácido araquidónico) (Frishman, 1995) Todos estos 

agonistas probablemente actúan mediante una vía común que conlleva al 
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aumento en la concentración de calcio intraplaquetar, ya sea a través de 

la entrada directa de iones o por medio de la liberación del calcio 

almacenado (Detwiler, 1978). Seguidamente, se desencadenan dos 

importantes mecanismos dependientes de calcio, a saber la fosforilación 

de las cadenas livianas de miosina y la activación de fosfolipasas A2 

(Colman, 1994). El primer proceso (unido a la polimerización de actina) es 

responsable del cambio morfológico que sufre la plaqueta activada, el 

cual implica la adquisición de una forma redondeada, la proyección de 

pseudópodos y la centralización y liberación del contenido de los gránulos 

de almacenamiento. Por su parte, la activación de fosfolipasas A2 provoca 

la liberación de ácido araquidónico a partir de los fosfolípidos de 

membrana, el cual es convertido por ciclooxigenasas en tromboxano A2. 

Este potente agonista provoca que las plaquetas liberen parte del 

contenido de sus gránulos densos alfa y lisosómicos, secretándose en el 

medio circulante ADP, adrenalina, serotonina, Factor Agregante Plaquetar 

(FAP) e iones calcio (A tmella, 1995). El ADP liberado puede a su vez 

estimular la vía del ácido araquidónico y aumentar la liberación del 

tromboxano A2 (Coller, 1987). De este modo ·1a plaqueta es capaz de 

incrementar su propia activación. 

3. Agregación plaquetaria. Todos los mecanismos que conducen a la 

activación de las plaquetas desembocan en un punto común: la 

activación de un receptor de membrana específico, responsable de la 

agregación plaquetaria (Dennis, 1987). Este receptor se conoce como 

glicoproteina (GP) IIb/Illa, y es un miembro de la superfamilia de integrinas 

que median la adhesión de células a componentes de la matriz 
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extracelular (Hynes, 1987). La GP IIb/IIIa se encuentra exclusivamente en 

plaquetas y permanece en forma inactiva hasta que la plaqueta es 

estimulada. Este receptor tiene una alta afinidad por la secuencia de tres 

aminoácidos: arginina - glicina - aspartato (RGD), la cual se encuentra 

presente en fibrinógeno, factor de von Willebrand, fibronectina y 

vitronectina (Hirsh, 1994). El fibrinógeno, principalmente debido a su alta 

concentración en el plasma, es el principal polipéptido involucrado en la 

agregación plaquetaria. Debido a que el fibrinógeno es un dímero 

divalente, es capaz de enlazar a plaquetas adyacentes para formar 

finalmente el agregado plaquetario. Por último, la trombina convertirá el 

fibrinógeno en fibrina, dando lugar a la irreversibilidad del agregado 

plaquetar. 

El correcto funcionamiento de este proceso fisiológico puede valorarse 

en el laboratorio mediante la prueba de agregación plaquetaria. El principio 

de la prueba de agregación in vitro se basa en el cambio de densidad óptica 

que se sucede en un plasma rico en plaquetas cuando se forma el agregado 

plaquetario. El instrumento empleado para este tipo de determinaciones se 

denomina agregómetro. Este es un espectrofotómetro modificado en el que 

se coloca plasma rico en plaquetas en una cubeta a través de la cual se 

dirige una fuente de luz constante. Con la temperatura a 37 ºC y con una 

agitación regulada de las plaquetas, la agregación permitirá un aumento en 

el paso de luz a través del plasma, cuya intensidad puede demostrarse 

gráficamente (Barrantes, 1995). 
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La agregación plaquetaria puede ser inducida por varios agonistas, 

cada uno de los cuales posee un mecanismo de acción específico y bien 

caracterizado. El uso de diferentes agonistas durante una prueba de 

agregación permite definir el origen del defecto causante de la patología en 

estudio, siendo de valor incalculable para establecer el diagnóstico de la 

trombocitopatía. Por ejemplo, el ADP valora la funcionalidad de la GP IIb/Illa, 

mientras que el colágeno interactúa con la GP lb y la trombina con la GP V 

(Domínguez & Rosenfeld, 1996). 

Venenos de serpientes y coagulación sanguínea 

Las serpientes {Ophidia, Serpentes) forman un suborden dentro de los 

organismos vertebrados de la clase Reptilia. Un pequeño número de especies 

dentro de este grupo ha adoptado a lo largo de la evolución una estrategia 

de supervivencia basada en su habilidad de producir un veneno muy tóxico 

para sus presas naturales. Esto les ha permitido superar sus desventajas físicas 

para obtener alimento, como la carencia de extremidades y en algunos casos 

su pequeño tamaño. 

Los venenos de serpientes son únicos en la naturaleza en cuanto a sus 

propiedades bioquímicas y farmacológicas. Son el producto de millones de 

años de evolución, y la amplitud, eficiencia y efectividad de su acción resulta 

fascinante. Enzimas y polipéptidos no enzimáticos forman más del 90% del 

peso seco del veneno, el cual varía del 18 a más del 50% del peso total, por lo 

que los venenos de serpientes son probablemente los productos de secreción 

más concentrados presentes en organismos vertebrados (Stocker, 1990). 
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En los venenos de serpientes han sido caracterizadas diferentes 

actividades enzimáticas, incluyendo fosfolipasas A2, fosfodiesterasas, 

fosfomonoesterasas, L-amino ácido oxidasas, acetilcolinesterasas, enzimas 

proteolíticas tipo metaloproteinasas y serin proteinasas, arginina esterasas, 5'

nucleotidasas, hialuronidasas y nicotinamida adenina dinucleótido (NAO) 

nucleosidasas (Markland, 1997). Entre los péptidos presentes en los venenos 

encontramos neurotoxinas presinápticas y postsinápticas, neurotoxinas que se 

unen a canales de potasio, citotoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas e inhibidores 

de la agregación plaquetaria (disintegrinas) (Markland, 1997). 

Las especies de la familia Elapidae poseen un veneno en el que 

predominan neurotoxinas polipeptídicas, por lo que sus presas generalmente 

mueren por parálisis respiratoria ( Meier & Stocker, 1991). En cambio, los 

venenos de la familia Viperidae producen choque, coagulación intravascular, 

hemorragia local y sistémica, edema y necrosis (Teng & Huang, 1991 a). Por 

tanto, el choque circulatorio con hemorragia interna es la causa más común 

de muerte en los envenenamientos por mordeduras de vipéridos (Russell, 1980). 

Dentro de este contexto, los componentes del veneno de vipéridos que 

interfieren con el sistema hemostático de la víctima juegan un papel esencial 

en su letalidad. Dichos componentes poseen una gran variedad de efectos, 

algunos de ellos desencadenan el proceso de coagulación mientras otros más 

bien lo inhiben (Marsh, 1998). Esta aparente contradicción culmina en un 

efecto común: un estado de anticoagulación sanguínea, ya que las sustancias 

procoagulantes llevan al consumo de los factores de coagulación, en tanto 

las anticoagulantes evitan que dicho proceso fisiológico sea efectivo. 
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El estudio de la hemostasia y la trombosis despierta gran interés en el 

campo de la medicina. Por esta razón, los venenos de serpientes que afectan 

el sistema hemostático humano han sido extensamente investigados, y se han 

aislado y caracterizado un gran número de componentes del veneno 

capaces de interferir con la hemostasia normal. Muchas de estas sustancias 

son utilizadas como herramientas experimentales en investigación básica, 

mientras otras tienen aplicaciones prácticas en el campo del diagnóstico 

clínico e incluso podrían emplearse como agentes terapéuticos. Según su 

acción específica, los componentes del veneno que interactúan con el 

sistema hemostático pueden agruparse en varias categorías (Markland, 1998); 

dicha información se resume en la Tabla 1. 

Tabla 1. Componentes del veneno de serpientes que interactúan con el sistema 
hemostático. 

Actividad funcional general 

Procoagulante 

Anticoagulante 

Fibrinolítica 

Interacción con la pared vascular 

Acción sobre plaquetas 

lnactivación de proteínas plamáticas 

Ref: Markland (1998). 

Actividad biológica específica 

Activación del factor V 
Activación del factor X 
Activación del factor IX 
Activación de protrombina 
Coagulación directa del fibrinógeno 

Activación de proteina C 
Proteinas de unión a factor IX/factor X 
Inhibición de trombina 
Fosfolipasas A 

Degradación de fibrinógeno 
Activación de plasminógeno 

Hemorragia 

Inducción de agregación plaquetaria 
Inhibición de la agregación plaquetaria 

Inhibición de SERPINS (SERPINS: inhibidores 
de serin proteinasas 
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Componentes del veneno con acción sobre plaquetas 

Dentro de la amplia gama de efectos biológicos que poseen los 

venenos de serpientes sobre el sistema hemostático, aquellos componentes 

que interactúan directamente con las plaquetas son de especial importancia. 

Como se ha mencionado previamente, las plaquetas poseen un papel central 

y primordial en el proceso de coagulación, por lo que las sustancias que 

afecten directamente su funcionalidad afectarán también dicho proceso en 

su propio inicio. 

En los venenos se han descrito una serie de componentes con acción 

sobre plaquetas, los cuales son capaces tanto de provocar la agregación 

plaquetaria como de inhibirla (Kini & Evans, 1990). Dichos componentes y su 

actividad específica se resumen en la Tabla 2. 

Tabla 2. Componentes del veneno de serpientes con acción sobre plaquetas 

Actividad funcional 

Inductores de agregación plaquetaria 

Acción enzimática directa 

Acción directa no enzimática 

Requieren co-factor 

/nhibidores de la agregación plaquetaria 

Ref: Markland, ( 1998) 

Acción biológica específica o requerimiento 

Serin proteinasas 
Fosfolipasas A2 

Lectinas 
Proteínas que se unen a la GP lb 

Factor de von Willebrand 

a-fibrinogenasas 
Fosfolipasas A2 
5' -nucleotidasas 
Disintegrinas. 
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lnhibidores de la agregación plaquetaria 

Los componentes del veneno de serpientes que inhiben la agregación 

plaquetaria constituyen el enfoque principal de este trabajo. Al impedir la 

formación del agregado plaquetario, estas sustancias son capaces de 

bloquear prácticamente por completo el proceso de coagulación. Además, 

su especificidad y efectividad las ha convertido en excelentes herramientas 

para la investigación y el tratamiento de problemas trombóticos (Coller, 1996). 

Los inhibidores de la agregación plaquetaria se han subdividido 

tradicionalmente en 4 grupos de acuerdo a su mecanismo de acción (Teng y 

Huang, 1991 ), sin embargo, recientemente se ha propuesto la creación de un 

grupo adicional (Markland, 1998). 

a.-fibrinogenasas. 

Son enzimas capaces de degradar la cadena Aa. del fibrinógeno. De 

este modo, impiden que dicha molécula se una adecuadamente al receptor 

plaquetario GP IIb/Illa, evitando así el desarrollo de la agregación plaquetaria 

(Ouyang, 1985). 

Fosfolipasas A2. 

En los venenos de serpientes se han aislado más de 100 enzimas con 

actividad de fosfolipasa A2, las cuales poseen una amplia variedad de efectos 

farmacológicos que incluyen alteraciones en la hemostasia, neurotransmisión y 
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función muscular (Tsai, 1997). En este grupo de enzimas se encuentran tanto 

inductores como inhibidores de la agregación plaquetaria, e incluso algunas 

de ellas presentan ambos efectos, usualmente de una manera bifásica (Kini y 

Eva ns, 1990). Estas fosfolipasas A2 con acción bifásica ejercen un efecto 

agregatorio luego de incubaciones cortas o en bajas concentraciones de 

enzima, mientras que son capaces de inhibir la agregación luego de 

incubaciones prolongadas o en altas concentraciones. (Markland, 1998). El 

efecto inhibitorio en la egregación plaquetaria puede deberse a que estas 

enzimas son capaces de degradar metabolitos derivados del ciclo del ácido 

araquidónico. Estas enzimas por lo general tienen un peso molecular de 

aproximadamente 15 kDA y son capaces de inhibir la agregación inducida por 

varios agonistas (Yuan et al, 1993; Huang et al, 1997; Laing et al, 1995). Existen 

también fosfolipasas A2 capaces de provocar cambios en la morfología 

plaquetaria incluyendo una alteración drástica en el citoesqueleto, lo cual 

podría representar un mecanismo adicional por el que estas enzimas inhiben la 

agregación plaquetaria (Laing et al, 1995). 

5' -nucleotidasas. 

Son enzimas capaces de degradar ADP, un inductor de la agregación 

plaquetaria liberado de los gránulos densos plaquetarios por varios agonistas 

(Markland, 1998). La eliminación del ADP liberado por las plaquetas impide 

que el proceso de agregación se desarrolle de una manera efectiva, ya que 

esta sustancia es indispensable para una adecuada activación y un buen 

funcionamiento plaquetario. 
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lnhibidores de agregación inducida por colágeno. 

Este es el grupo de inhibidores de la agregación plaquetaria descrito 

más recientemente. Incluye proteínas capaces de bloquear directamente al 

receptor plaquetario para el colágeno, GP lb, como la jararhagina aislada del 

veneno de Bothrops jararaca (Kamiguti et al, 1996), así como también 

sustancias capaces de unirse al colágeno, evitando así su unión a la superficie 

plaquetaria (Zhou et al, 1996b). 

Disintegrinas. 

Las disintegrinas son sin duda el grupo más interesante entre los 

inhibidores de la agregación plaquetaria presentes en venenos de serpientes, 

principalmente por su gran potencial como modelos de agentes terapéuticos. 

Por esta razón, este grupo de péptidos constituye el enfoque principal de este 

trabajo. 

Las disintegrinas constituyen una familia de péptidos de bajo peso 

molecular (49 a 84 aminoácidos), ricos en cisteínas y enlaces disulfuro, 

capaces de unirse a integrinas en superficies celulares a través de la 

secuencia RGD (aminoácidos arginina-glicina-aspartato) (Gould et al, 1990). 

La presencia de esta secuencia las convierte en inhibidores específicos de 

integrinas RGD-dependientes, como lo son las integrinas de las subfamilias !31 y 

j33, incluyendo el receptor plaquetario para el fibrinógeno GP Ilb/IIIa (integrina 

a.nbj33 ), el receptor de vitronectina (cxvj33) y el receptor de fibronectina (a5j31) 

(Markland, 1998). 
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Las disintegrinas se sintetizan en las glándulas de veneno como parte 

de una proteína multimérica que contiene dominios tipo metaloproteinasa, 

disintegrina y rico en cisteína. Este precursor sufre una serie de procesos 

proteolíticos y modificaciones post-translacionales, hasta generar las 

disintegrinas "maduras" (Kini y Eva ns, 1992). Por esta razón, las disintegrinas 

están íntimamente relacionadas con las hemorraginas presentes en el veneno, 

ya que provienen de un mismo precursor común. 

Desde el descubrimiento de la primera disintegrina, denominada 

trigramina (Huang et al, 1987), se han descrito cerca de cincuenta disintegrinas 

en diferentes venenos de serpientes. Tradicionalmente ellas se nombran de 

acuerdo al nombre científico de la serpiente de cuyo veneno han sido 

aisladas. Ejemplo de esto son equistatina (Echis carinatus), trigramina 

(Trimeressurus gramineus), laquesina (Lachesis mutus), cerastina (Crota/us 

cerastes) y jararacina (Bothropsjararaca), entre muchas otras. 

Características estructurales. Tradicionalmente las disintegrinas se han 

clasificado en tres subgrupos de acuerdo a su tamaño, clasificándose así en 

cortas, medianas y largas (Niewiarowski et al, 1994). Las cortas poseen 4 

enlaces disulfuro y una cadena polipeptídica de 49 a 51 aminoácidos, las 

medianas presentan 6 enlaces disulfuro y están conformadas por 68 a 73 

aminoácidos, mientras las disintegrinas largas poseen 7 enlaces disulfuro y una 

cadena polipetídica de 83 aminoácidos. Sin embargo, está clasificación no 

incluye disintegrinas diméricas que se han descrito recientemente. (Mclane et 

al, 1998) 
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Casi todas las disintegrinas poseen la secuencia de aminoácidos 

arginina - glicina - aspartato (RGD) en la porción carboxilo terminal de la 

molécula, la cual es esencial para su habilidad de bloquear la interacción de 

integrinas con sus ligandos fisiológicos (Den nis et al, 1989). Constituyen 

excepciones a esta regla la disintegrina barbourina, aislada de la serpiente 

Sistrurus m. barbouri cuya secuencia es lisina - glicina - aspartato (KGD) 

(Scarborough et al, 1991) y la disintegrina atrolisina E, aislada del veneno de 

Crotalus atrox, que posee la secuencia metionina - valina - aspartato (MDV) 

(Shimokawa et al, 1998). A pesar de esta diferencia ambas disintegrinas son 

capaces de inhibir la agregación plaquetaria. Este hecho confirma, junto a 

experimentos en que se han modificado cada uno de los residuos de la 

secuencia RGD (Denis, 1993), que el residuo de aspartato es el más importante 

para definir la capacidad de las disintegrinas de inhibir la agregación 

plaquetaria. 

Las disintegrinas presentan una estructura secundaria irregular (Adler, 

1991 ). Se caracterizan por varios giros irregulares y lazos para formar una 

estructura central rígida estabilizada por puentes de hidrógeno y mantenida 

unida por enlaces disulfuro (Markland, 1998). Aunque pueden tener diferencias 

en cuanto a tamaño, todas las disintegrinas presentan homología en la 

ubicación de sus residuos de cisteína, a excepción de una cisteína extra que 

poseen las disintegrinas cortas cerca de la secuencia RGD (Niewiarowski et al, 

1994). Este hecho refleja la importancia de mantener un adecuado patrón de 

enlaces disulfuro, pues se ha comprobado que la reducción y alquilación de 

16



los enlaces disulfuro de las disintegrinas elimina completamente su actividad 

biológica (Lazarus y McDowell, 1993). 

La secuencia RGD está en la misma localización en todas las 

disintegrinas con estructura tridimensional conocida. Esto es, en el extremo de 

un lazo (loop) flexible de 13 aminoácidos, estabilizado por dos enlaces disulfuro 

en su base (Niewiarowski et al, 1994). La secuencia RGD posee una alta 

movilidad, y el lazo que la contiene se proyecta a partir de la estructura 

central, optimizándose de esta manera su capacidad de interacción con 

integrinas. 

Además de la secuencia RGD, existen otras secuencias importantes en 

las disintegrinas que contribuyen a modular su actividad biológica. En un 

estudio realizado con 11 disintegrinas aisladas de serpientes americanas, 

Scarborough et al ( 1993a) demostraron que las secuencias de aminoácidos 

inmediatamente adyacentes al sitio RGD pueden crear un locus RGD 

expandido, el cual acoplado con la presentación conformacional de la 

secuencia RGD puede estar involucrado en la definición de la selectividad y 

afinidad por las diferentes integrinas. Los investigadores llegaron a esta 

conclusión basándose en el hecho de que las disintegrinas con la secuencia 

RGDNP (N=asparragina y P=prolina) inhiben más intensamente la unión de 

fibronectina y vitronectina a las integrinas a5!31 y avl33, respectivamente, mientras 

que aquellas que poseen la secuencia RGDW (W=triptofano) inhiben más 

fuertemente la unión del fibrinógeno a la GP Ilb/IIIa (aub¡:33). 
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Acción de disintegrinas sobre plaquetas. Las disintegrinas se unen al 

receptor plaquetario de fibrinógeno, GP Ilb/Illa, a través de su secuencia 

RGD. De este modo, bloquean al receptor e impiden que este se una 

adecuadamente al fibrinógeno. Debido a que este es el paso final común de 

las diferentes vías que generan la agregación plaquetaria, las disintegrinas son 

capaces de inhibir la agregación inducida por diferentes agonistas como ADP, 

trombina, colágeno y ácido araquidónico (Den nis, 1989). 

La efectividad de las diferentes disintegrinas como agentes 

antiagregantes se mide mediante el valor denominado ICso. Este valor 

corresponde a la concentración de disintegrina necesaria para inhibir en un 

50% la agregación de plaquetas humanas inducida por ADP, y varía de 30 

nmol/L a 300 nmol/L (Niewiarowski et al, 1994), lo cual evidencia la potencia 

de estos agentes como inhibidores de la agregación plaquetaria. El efecto 

inhibidor de las disintegrinas sobre la agregación plaquetaria es más de 1000 

veces mayor que el que posen péptidos sintéticos lineales que contienen la 

secuencia RGD, lo cual se le atribuye a la ubicación conformacional que 

presenta la secuencia RGD en las disintegrinas (Scarborough et al, 1993b). 

Las disintegrinas no ejercen ningún efecto en la morfología ni en el 

metabolismo plaquetario, incluyendo la liberación de ADP y la movilización de 

calcio (Huang et al, 1991). Por tanto, no interfieren en el mecanismo de 

activación de las plaquetas. Este factor confirma que todo su poder 

antiagregante se debe al bloqueo del receptor plaquetario para el 

fi brin óg en o. 
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Está bien establecido que las disintegrinas son capaces de unirse tanto 

a plaquetas activas como inactivas, y que la activación de las plaquetas no 

aumenta significativamente el número de sitios de unión a disintegrinas 

(McLane et al, 1994). Sin embargo, se ha propuesto que estas sustancias 

deben dividirse en dos grupos de acuerdo a su afinidad de unión a plaquetas: 

el primer grupo está compuesto por disintegrinas que se unen con la misma 

afinidad a plaquetas inactivas y activas, mientras que las del segundo grupo 

se unen con mayor afinidad a plaquetas activas (Teng y Huang, 1991 ). 

Acción de disintegrinas sobre otros tipos de células. Las disintegrinas son 

capaces de interferir con la función de integrinas RGD dependientes, es decir, 

aquellas que reconocen la secuencia RGD en sus ligandos fisiológicos. Estas 

incluyen el receptor de vitronectina (integrina avf33) y el receptor de 

fibronectina (integrina asf31). Vitronectina y fibronectina son proteínas de matriz 

extracelular (MEC), por lo que el bloqueo de sus correspondientes receptores 

impide la adhesión de la célula a la MEC. Las integrinas mencionadas están 

presentes en leucocitos, células endoteliales, osteoclastos e incluso en células 

malignas, entre otras. Por tanto, las disintegrinas pueden afectar la capacidad 

de adhesión de estas células a la MEC, factor del cual se derivan una serie de 

aplicaciones para estas moléculas que serán discutidas seguidamente. 

Aplicaciones potenciales de las disintegrinas: utilidades clínicas, 

terapéuticas y diagnósticas. Desde el descubrimiento de las disintegrinas y su 

mecanismo de acción, se han realizado muchas investigaciones para dilucidar 

las posibles aplicaciones terapéuticas de estas moléculas en diferentes áreas 

de la medicina. A continuación se mencionan algunas conclusiones obtenidas 
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a partir de diferentes experimentos en que se emplearon disintegrinas, y que 

son un reflejo del alto potencial terapéutico de este grupo de sustancias. 

• Las disintegrinas poseen actividad antitrombótica efectiva y previenen la 

re-oclusión arterial en modelos animales de trombosis (Markland et al, 1995; 

Shebuski et al, 1990). 

• Conservan el número y la funcionalidad de las plaquetas durante 

circulación extarcorpórea (Bernabei et al, 1995; Musial et al, 1990). 

• Inhiben la adhesión de espermatozoides a oocitos (Bronson et al, 1995). 

• Inhiben la reabsorción del hueso por parte de los osteoclastos, por lo que 

las disintegrinas podrían tener un uso potencial en el tratamiento de 

osteoporosis y otros trastornos que involucran pérdidas óseas. (Fisher et al, 

1993; King et al, 1994). 

• Previenen la metástasis de células tumorales de diferentes tipos. Las 

disintegrinas se unen a través de su secuencia RGD a integrinas en la 

superficie de células tumorales e inhiben la adhesión celular y la metástasis 

(Morris et al, 1995; Sheu et al, 1996; Zhou et al, 1996a; Staiano et al, 1997; 

Long et al, 1997; Da nen et al, 1998). 

• Las disintegrinas inhiben la angiogénesis, un proceso indispensable para la 

progresión de masas tumorales, mediante el bloqueo de la integrina avp3 y 

la inducción de apoptosis en células endoteliales (Yeh et al, 1998) 
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Inicialmente se pensó que las disintegrinas podrían ser buenos agentes 

terapéuticos, ya que su vida media en la circulación es del orden de minutos, 

en tanto su actividad biológica permanece por varias horas y tienen baja 

toxicidad (Markland, 1998). Pero estas moléculas presentan el inconveniente 

de su inmunogenicidad, su alto costo de producción y su susceptibilidad a ser 

degradadas por proteólisis en el organismo, por lo que las compañías 

farmaceúticas han centrado sus esfuerzos en la obtención de análogos 

sintéticos para estas moléculas (Frishman et al, 1995). 

Las disintegrinas también constituyen útiles herramientas para valorar la 

funcionalidad plaquetaria (Liu et al, 1996) y para el diagnóstico de patologías 

relacionadas con plaquetas, como la trombastenia de Glanzmann, en la cual 

las disintegrinas pueden emplearse para evidenciar la carencia del receptor 

plaquetario GP IIb/IIIa (Liu et al, 1994). Además, se ha sugerido que las 

disintegrinas, en conjunto con anticuerpos monoclonales pueden contribuir a 

la identificación de los epitopos activos en las integrinas (Mclane et al, 1998). 

Moléculas relacionadas con disintegrinas. Actualmente se sabe que 

existen proteínas tipo disintegrina ampliamente distribuidas en todo el reino 

animal. Aparentemente, existe toda una superfamilia de proteínas celulares 

que contienen un dominio disintegrina, las cuales funcionan como ligandos de 

integrinas en importantes interacciones de adhesión entre células y entre 

células y matriz extracelular (Weskamp y Blobel, 1994). 

Se han aislado inhibidores de la agregación plaquetaria que poseen 

una secuencia RGD en otras especies de animales, incluyendo sanguijuelas y 
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garrapatas (Niewiarowski et al, 1994}. Un caso interesante es el del péptido 

denominado mambina, aislado del veneno de la serpiente Dendroaspis 

jamesonii (familia Elapidae}, ya que su estructura corresponde a una 

neurotoxina y es un inhibidor de la agregación plaquetaria a través de su 

secuencia RGD (McDowell et al, 1992}. Se propone que esta molécula tiene 

importantes implicaciones para la biología evolutiva, pues representa un 

híbrido genético entre proteínas neurotóxicas y hemotóxicas que se 

encuentran en los venenos de serpientes. 

En numerosos trabajos científicos se han logrado aislar de venenos de 

serpientes de distintas especies componentes específicos capaces de inhibir 

la agregación plaquetaria. Por ejemplo, Scarborough y colaboradores (1993a} 

demostraron la presencia de disintegrinas en 11 especies de vipéridos 

americanos. Sin embargo, hasta la fecha se desconocía si el veneno de la 

serpiente más importante de nuestro medio, la terciopelo (Bothrops asper}, 

posee proteínas o péptidos con la mencionada actividad. La presente 

investigación pretende dilucidar dicha incógnita. 
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MATERIALES Y METODOS 

1. Aislamiento de una disintegrina (Botrasperina) del veneno de 

Bothrops asper 

El veneno de B.asper utilizado fue una mezcla obtenida de más de 15 a 

20 especies colectadas en la vertiente Atlántica de Costa Rica. Después de 

centrifugado, el veneno fue liofilizado y almacenado a -20 ºC. Muestras de 250 

mg de veneno fueron disueltas en amortiguador de ácido acético 0.5 M, pH 

1 .8 y aplicadas a una columna de 1 .8 centímetros de diámetro por 93.5 

centímetros de largo de Sephadex G50 (Pharmacia), equilibrada con la misma 

solución amortiguadora. Las fracciones se colectaron a una tasa de flujo de 

0.3 ml/min. Los picos 2 y 3 fueron seleccionados con base en su peso molecular 

para valorar su actividad antiagregante, por lo que fueron liofilizados para su 

posterior análisis. 

Posteriormente 2 mg de la fracción liofilizada se disolvieron en 2ml de 

una solución amortiguadora de acetato de amonio 0.05M, pH 7.5 (solución 

amortiguadora A). Dicha preparación se centrifugó y se aplicó a una columna 

mono Q en un sistema FPLC (Cromatografía líquida de alta velocidad) 

(Pharmacia Biotech). Las fracciones unidas se eluyeron con un gradiente de 

acetato de amonio que va de 5% a 20% de solución amortiguadora B 

(acetato de amonio 1 M, pH 7.5) en un tiempo de 30 minutos, lo cual equivale 

aproximadamente a un gradiente de 0.1 0M a 0.24M de acetato de amonio. 
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Las fracciones así obtenidas se concentraron al vacío en un aparato Speed 

Vac (Savant). Luego se disolvieron en 100 µL y se determinó cuales fracciones 

poseían actividad procoagulante (mezclando 5 µL de cada una con 250 µL de 

plasma humano), las cuales se descartaron. Las restantes fracciones se 

probaron para definir si poseían actividad antiagregante, mediante una 

prueba de agregación plaquetaria (ver punto 2). Una vez identificada la 

fracción con actividad tipo disintegrina, se procedió a optimizar el gradiente 

para su separación en el sistema FPLC, estableciéndose un gradiente de 5% a 

13% de solución amortiguadora B en 20 minutos, lo cual equivale 

aproximadamente a un gradiente de 0.1 M a 0.17M de acetato de amonio. 

Utilizando esta metodología se aisló la disintegrina en múltiples corridas 

cromatográficas. 

2. Prueba de agregación plaquetaria 

Las pruebas de agregación plaquetaria se realizaron en un 

agregómetro de Chrono-Log Corporation, modelo 530-VS, perteneciente al 

Laboratorio de Investigación del Hospital Nacional de Niños. La actividad 

antiagregante se estableció incubando 450 µL de plasma rico en plaquetas 

(PRP) con una alícuota de cada una de las fracciones por 5 minutos a 37 ºC en 

agitación constante. La agregación fue inducida agregando 50 µL de ADP 

(Sigma #885). Se utilizó como blanco 450 µL de plasma pobre en plaquetas 

(PPP). Tanto el PRP como el PPP se obtuvieron a partir de plasmas de 

donadores sanos que acudieron al Banco de Sangre del Hospital Nacional de 

Niños. 
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3. Homogeneidad de las proteínas purificadas 

La homogeneidad de las proteínas purificadas fue probada por 

electroforesis en gel de poliacrilamida para péptidos y proteínas de bajo peso 

molecular. Este es un sistema trifásico con un gel separador (16.5%), un gel 

espaciador (10%) y un gel en la superficie (4%). La corrida electroforética se 

llevó a cabo a 150 voltios y las proteínas fueron teñidas con azul coomasie. 

(Manual de técnicas para los sistemas de separación de péptidos, Promega). 

4. Aislamiento de una fosfolipasa ácida con actividad antiagregante 

del veneno de B. asper 

La fracción de la cromatografía de filtración en gel Sephadex G-50 en 

la cual se demostró la actividad antiagregante fue recromatografiada bajo las 

mismas condiciones. Se seleccionó la fracción que correspondía a 

componentes de peso molecular intermedio y se liofilizó. Se disolvieron 2 mg de 

la fracción liofilizada en 2ml de una solución amortiguadora de acetato de 

amonio 0.05M, pH 7.5 (solución amortiguadora A). Dicha preparación se 

centrifugó y se aplicó a una columna mono Q en un sistema FPLC (Pharmacia 

Biotech). Se aplicó el mismo gradiente empleado para el aislamiento de la 

disintegrina, esto es, de 5% a 13% de solución amortiguadora B (acetato de 

amonio 1 M, pH 7.5) en 20 minutos. Se probó la actividad antiagregante (según 

se describió en el punto 2) con la fracción que tenía un patrón cromatográfico 
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similar a la disintegrina. Se comprobó que dicha fracción tenía actividad 

antiagregante. 

5. Actividad fosfolipasa 

La actividad de la fosfolipasa acídica del veneno de B.asper fue 

determinada mediante el método de hemólisis radial (Gutiérrez et al, 1988). Un 

volumen de 0.3 mi de eritrocitos de carnero lavados tres veces con solución 

amortiguadora de fosfatos pH 7.2, 0.3 mi de yema de huevo diluída 1 :4 con la 

solución amortiguadora de fosfatos y 0.25 mi de solución de CaCl2 0.01 M 

fueron añadidos a 25 mi de 0.8% de agarosa disuelta en la solución de 

fosfatos(PBS). La mezcla fue aplicada a placas plásticas de 135 X 80 mm en 

donde gelifica. Posteriormente se abren hoyos de 3 mm de diámetro en donde 

se aplicaron 5 ul de la fracción obtenida. Las placas fueron incubadas a 37 ºC 

por 20 horas y posteriormente se midieron los diámetros de hemólisis. Como 

control negativo se utilizó un volumen igual de solución amortiguadora de 

fosfatos sola y como control positivo la miotoxina 111 de B.asper a una 

concentración de 2ug/ul. 

6. Secuencia N-terminal 

Para determinar la secuencia N-terminal de la disintegrina y de la 

fosfolipasa ácida de B.asper se utilizó el procedimiento de degradación de 

Edman en un secuenciador Beckman LF-3000. Ambas secuenciaciones fueron 

realizadas en el Instituto de Biotecnología de la Universidad Autónoma de 

México (UNAM), en Cuernavaca, México. 
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7. Elaboración de un péptido sintético tipo RGD. 

El péptido sintético con la secuencia RGDW fue sintetizado por Chiron 

Technologies ( Australia), con un 90 % de pureza probado en un sistema de RP

HPLC (Cromatografía líquida de alta resolución) en una columna C18. 

ácida 

8. Determinación del valor ICso para la disintegrina, la fosfolipasa ácida 

y el péptido sintético RGD. 

Se determinó la concentración de la disintegrina y de la fosfolipasa 

mediante el micrométodo de Bradford. Para los tres agentes 

antiagregantes se efectuaron varias diluciones. La concentración molar de la 

solución madre de disintegrina, fosfolipasa y péptido RGD se calculó con base 

a su peso molecular aproximado. En el caso de la disintegrina, se realizaron 

varias diluciones a partir de la solución madre, y la concentración final de 

cada dilución en la prueba de agregación se calculó multiplicando por el 

factor de dilución 1 /50, ya que se probaron 1 O µL de cada dilución con 490 µL 

de PRP. Para la fosfolipasa y el péptido RGD, se probaron diferentes alícuotas 

de una misma solución madre, por lo que la concentración final de cada 

dilución se calculó multiplicando por el factor de dilución específico para 

cada prueba. 

Para el cálculo del ICso de la disintegrina se emplearon diluciones de 

360nM, 90nM, 45nM, 36nM, 18nM y 6 nM. Con la fosfolipasa se probaron 

diluciones de 511 nM y 261 nM, mientras que para el cálculo del ICso del péptido 
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RGD se utilizaron diluciones de 103µM, 40µM y l0µM. Se determinó el 

porcentaje de inhibición de la agregación plaquetaria para cada dilución, 

mediante la comparación gráfica de la agregación plaquetaria del control de 

PRP ( 100% de agregación) con la agregación obtenida con cada dilución en 

particular. Con base a estos resultados se calculó el ICso para cada uno de 

estos componentes. 
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RESULTADOS 

A. Aislamiento y caracterización parcial de una 

disintegrina (botrasperina) del veneno de Bothrops asper 

(terciopelo) 

1 . Separación cromatográfica del veneno por filtración en gel 

Sephadex G-50 

El veneno completo fue separado mediante una cromatografía de 

filtración en gel Sephadex G-50, obteniéndose cuatro fracciones (figura 1). 

Se intentó determinar cuales de estas fracciones poseían actividad 

antiagregante, pero fue imposible, ya que todas ellas causaban la 

coagulación del plasma rico en plaquetas durante el periodo de incubación. 

2. Separación por cromatografía tipo FPLC en columna mono-Q de las 

fracciones obtenidas por filtración en gel. 

Para efectuar la separación mediante cromatografía tipo FPLC se 

seleccionaron las fracciones 2 y 3 obtenidas por filtración en gel. La fracción 1 

se descartó debido a que representaba componentes de muy alto peso 

molecular, en tanto la fracción 4 se desechó porque tenía una baja 

concentración proteica. 
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El sistema FPLC permitió separar la fracción 2 en 10 subfracciones, 

mientras que la fracción 3 fue separada en 11 subfracciones (figura 2). 

Se determinó cuales subfracciones presentaban actividad pro

coagulante. 9 de las 10 subfracciones de la fracción 2 y 4 de las 11 

subfracciones de la fracción 3 manifestaban dicha actividad. Estas 

subfracciones fueron descartadas. 

3. Identificación de la actividad disintegrina 

Se probó la capacidad de inhibir la agregación plaquetaria de cada 

una de las subfracciones restantes de la cromatografía tipo FPLC, empleando 

20 µL de cada una de ellas. Se empleó como control plasma rico en plaquetas 

sin ningún aditivo, el cual arrojó el patrón característico de la agregación 

plaquetaria (figura 3). La subfracción 3 de la fracción 3 fue la única capaz de 

inhibir completamente la agregación plaquetaria (figura 4). Se establece por 

lo tanto que esta subfracción posee una actividad antiagregante compatible 

con la de una disintegrina. 

4. Reproducción del aislamiento de la disintegrina. 

Una vez identificada la subfracción con actividad disintegrina, se 

procedió a optimizar el gradiente para su aislamiento en el sistema FPLC. Con 

este nuevo gradiente se recuperó dicha fracción en repetidas ocasiones 
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(figura 5). Se logró demostrar la actividad antiagregante para 12 subfracciones 

aisladas de este modo (figura 6). 

5. Caracterización electroforética. 

La electroforesis realizada en gel de poliacrilalmida (figura 7) permitió 

establecer que la disintegrina presente en el veneno de Bothrops asper es un 

monómero con un peso molecular de aproximadamente 8000 gramos/mol. 

6. Secuencia N-terminal 

Se lograron determinar los primeros 11 aminoácidos de la secuencia N

terminal de la disintegrina. La siguiente fue la secuencia obtenida: 

NH2- EAGEECDCGTE 

Esta secuencia es prácticamente idéntica a la de otras disintegrinas 

aisladas de venenos de serpientes (figura 8). 

7. Determinación del IC 50 

Para calcular el IC 50, se determinó el porcentaje en que inhibían la 

agregación plaquetaria diferentes concentraciones de botrasperina. Los 

resultados se resumen en la Tabla 3. 
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Con base en estos resultados, se confeccionó una curva de mejor ajuste 

(figura 9). Según la ecuación de la recta, y= 0.7047x + 14.515, se determinó 

que el IC 50 de la botrasperina es de aproximadamente 50 nanomolar. 

Tabla 3. Inhibición de la agregación plaquetaria producida por diferentes 

concentraciones nanomolares de botrasperina 

Concentración (nM) 

360 

90 

45 

36 

18 

6 

Porcentaje de inhibición 

100% 

81% 

41% 

37% 

30% 

21% 

B. Aislamiento y caracterización parcial de una 

fosfolipasa ácida con acción antiagregante sobre plaquetas 

del veneno de B. asper (terciopelo) 

1 . Separación cromatográfica del veneno por filtración en gel 

Sephadex G-50. 

El veneno completo fue separado mediante una cromatografía de 

filtración en gel Sephadex G-50, obteniéndose cuatro fracciones (figura 1). Se 

decidió recromatografiar bajo las mismas condiciones la fracción 3, en la cual 
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previamente se había hallado la actividad antiagregante, con el fin de 

separar sus componentes de acuerdo a su peso molecular. La fracción 3 se 

separó en tres nuevas fracciones (figura 1 O). Se seleccionó la fracción 2 

producto de esta recromatografía, debido a que correspondía a los 

componentes de peso molecular intermedio. 

2. Separación por cromatografía tipo FPLC en columna mono-Q de la 

fracción obtenida por filtración en gel. 

La fracción 2 obtenida mediante la recromatografía de la fracción 3 

original fue separada en el sistema FPLC empleando el mismo gradiente 

optimizado para el aislamiento de la botrasperina. Se obtuvo una subfracción 

con un patrón cromatográfico similar al de la botrasperina (figura 11). 

3. Identificación de la actividad antiagregante. 

Mediante una prueba de agregación plaquetaria se determinó que la 

subfracción con un patrón cromatográfico similar a la botrasperina es capaz 

de inhibir la agregación plaquetaria, aunque con una potencia menor que la 

de la botrasperina (figura 12). 

4. Determinación de la actividad fosfolipasa 

Mediante el método de hemólisis radial se determinó que la subfracción 

con un patrón cromatográfico similar a la botrasperina posee actividad 

fosfolipasa. El halo de hemólisis para esta subfracción fue en promedio de 25 
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mm, mientras que el control positivo (miotoxina 11 de B. asper) presentó un halo 

de hemólisis de 14 mm. Este resultado permite establecer que dicha 

subfracción corresponde a una fosfolipasa ácida con ación antiagregante 

sobre plaquetas. 

5. Caracterización electroforética. 

La electroforesis realizada en gel de poliacrilalmida (figura 13) permitió 

establecer que la fosfolipasa ácida con acción antiagregante sobre plaquetas 

presente en el veneno de Bothrops asper es un monómero con un peso 

molecular de aproximadamente 14500 gramos/mol. 

6. Secuencia N-terminal 

Se lograron determinar los primeros 25 aminoácidos de la secuencia N

terminal de la fosfolipasa ácida. La siguiente fue la secuencia obtenida: 

NH2- ELFELXCDILQETNXCCAXDYGWYGC 

Esta secuencia presenta una gran homología con otras fosfolipasas 

aisladas de venenos de serpientes. 

7. Determinación del IC 50 
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Para calcular el IC 50, se determinó en que porcentaje inhibían la 

agregación plaquetaria diferentes concentraciones de fosfolipasa ácida. Los 

resultados se resumen en la Tabla 4. 

Tabla 4. Inhibición de la agregación plaquetaria producida por diferentes 

concentraciones nanomolares de fosfolipasa ácida 

Concentración (nM) 

511 

261 

Porcentaje de inhibición 

51% 

23% 

Con base en estos resultados, se confeccionó una curva de mejor ajuste 

(figura 14). Según la ecuación de la recta, y= 0. l l 2x- 6.232, se determinó que 

el IC 50 de la fosfolipasa ácida es de aproximadamente 502 nanomolar. 

C. Determinación de la acción antiagregante sobre 

plaquetas y del IC 50 para un péptido sintético RGD. 

Para calcular el IC 50, se determinó en que porcentaje inhibían la 

agregación plaquetaria diferentes concentraciones del péptido sintético RGD. 

Los resultados se resumen en la Tabla 5. 
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Tabla 5. Inhibición de la agregación plaquetaria producida por diferentes 

concentraciones micromolares del péptido RGD 

Concentración (µM) 

103 

52 

40 

10 

Porcentaje de inhibición 

71% 

60% 

46% 

27% 

Con base en estos resultados, se confeccionó una curva de mejor ajuste 

(figura 15). Según la ecuación de la recta, y= 0.4614x + 24.469, se determinó 

que el IC 50 del péptido RGD es de aproximadamente 55 micromolar. 
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DISCUSION Y CONCLUSIONES 

Los venenos de serpientes están conformados por una compleja mezcla 

de proteínas y péptidos con una amplia gama de actividades biológicas. 

Muchos de estos componentes interactúan con el sistema hemostático, ya sea 

activando o inhibiendo el proceso de coagulación (Meier y Stocker, 1991 ). En 

los venenos de un sinnúmero de especies se han caracterizado componentes 

capaces de inhibir específicamente el proceso de agregación plaquetaria 

(Markland, 1997). En esta investigación se logró demostrar la presencia en el 

veneno de Bothrops asper (terciopelo) de dos componentes distintos capaces 

de inhibir la agregación plaquetaria: una disintegrina y una fosfolipasa ácida. 

En el aislamiento de estos componentes inicialmente se realizó una 

separación del veneno total por filtración en gel Sephadex G-50. Se intentó 

determinar cual de las fracciones obtenidas presentaba actividad 

antiagregante, con el fin de facilitar la purificación de los componentes 

específicos responsables de dicha actividad. Sin embargo, las fracciones 

obtenidas, con excepción de la fracción 4, provocaban la coagulación del 

plasma rico en plaquetas durante el periodo de incubación de la prueba de 

agregación. Por este motivo, para obtener las proteínas o péptidos con 

actividad antiagregante fue necesario separar dichas fracciones en sus 

diferentes constituyentes mediante el sistema de cromatografía FPLC. En esta 

cromatografía FPLC se demostró como en el veneno de Bothrops asper los 

componentes que inhiben y activan el proceso de coagulación se encuentran 
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entremezclados, ya que en la fracción 3 se encontraron 2 subfracciones 

capaces de inhibir la agregación plaquetaria (la disintegrina y la fosfolipasasa) 

y 4 subfracciones con actividad pro-coagulante. 

Al comparar la actividad antiagregante de la disintegrina y la 

fosfolipasa empleando las subfracciones obtenidas mediante la cromatografía 

FPLC, se puede determinar que a la concentración analizada únicamente la 

disintegrina fue capaz de inhibir la agregación plaquetaria por completo 

(figuras 4 y 12), lo cual refleja su enorme potencia como agente 

antiagregante. 

En este trabajo se logró diseñar un protocolo efectivo para lograr la 

identificación y el aislamiento de una disintegrina del veneno de B. asper. 

Dicho protocolo es relativamente sencillo, y mostró ser reproducible en 

repetidas ocasiones. Además, permitió obtener la disintegrina en un grado de 

pureza suficiente para realizar su caracterización parcial y para definir su 

actividad biológica, según los objetivos de esta investigación. Sin embargo, 

para lograr la purificación absoluta de la disintegrina es necesario emplear 

técnicas cromatográficas de mayor resolución, como cromatografía de fase 

reversa tipo FPLC o HPLC, lo cual escapa a las posibilidades económicas y de 

instrumentación bajo las que se efectuó este trabajo. 

Tradicionalmente las disintegrinas se han nombrado de acuerdo al 

nombre científico de la especie de cuyo veneno se realizó el aislamiento. Por 

este motivo, se decidió nombrar a la disintegrina aislada del veneno de 

Bothrops asper como botrasperina. 
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En este trabajo se logró determinar la característica acídica de la 

disintegrina y la fosfolipasa aisladas, ya que ambos componentes fueron 

obtenidos mediante una columna de intercambio catiónico Mono Q. Este es 

un dato especialmente importante en el caso de fosfolipasa, debido a que es 

la primera fosfolipasa de carácter ácido identificada en el veneno de Bothrops 

asper. 

La secuencia N-terminal determinada para la botraperina es 

prácticamente idéntica a la de otras disintegrinas secuenciadas (figura 8). La 

mayor variabilidad entre las secuencias de disintegrinas de diferentes especies 

se encuentra en los aminoácidos cercanos a la secuencia RGD, esto es, en la 

región carboxilo-terminal, mientras que la secuencia amino-terminal es muy 

conservada y es característica de este tipo de moléculas (Scarborough et al, 

1993a). Por esta razón, el resultado obtenido en la secuenciación de la 

botrasperina es suficiente para concluir que se trata de una disintegrina. 

Las disintegrinas tradicionalmente se han dividido en tres grupos de 

acuerdo a su tamaño (McLane et al, 1998). De acuerdo al peso molecular 

obtenido para la botrasperina (aproximadamente 8000 dalton), y a la 

alineación de su secuencia con la de otras disintegrinas caracterizadas, se 

puede concluir que ella pertenece al grupo de las disintegrinas medianas, las 

cuales poseen 6 enlaces disulfuro y una cadena polipéptidica de 68 a 73 

aminoácidos. 

La concentración de disintegrina capaz de inhibir el 50% de la 

agregación plaquetaria (IC 50) está en un intervalo de 30 y 300 nanomolar 
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(Niewiarowski, 1994). En el caso de la botrasperina, este parámetro se calculó 

en aproximadamente 50 nanomolar. Por tanto, podemos concluir que la 

disintegrina botrasperina aislada del veneno de B. asper es un potente 

inhibidor de la agregación plaquetaria. 

En las corridas electroforéticas que se realizaron a la botrasperina, se 

observó la presencia de una banda difusa con un peso molecular aproximado 

de 14500 daltons (figura 7). Ya que el aislamiento de la botrasperina se realizó 

con base en su punto isoeléctrico (pI), dicha banda debía corresponder a una 

sustancia con un pl muy similar. Para caracterizar esta banda se decidió 

recromatografiar mediante filtración en gel Sephadex G-50 la fracción de la 

cual se había aislado la botraperina, con el fin de separar sus componentes de 

acuerdo a su peso molecular. De esta nueva cromatografía se decidió 

seleccionar la fracción con un peso molecular intermedio (fracción 2, figura 

10). Esta fracción se separó en el sistema FPLC empleando el mismo protocolo 

optimizado para el aislamiento de la disintegrina. De esta manera se obtuvo 

una subfracción con mayor peso molecular que la botrasperina pero con un 

pi muy similar. La caracterización de dicha subfracción permitió establecer 

que se trataba de una fosfolipasa ácida con actividad antiagregante sobre 

plaquetas. Por tanto es posible concluir que la banda difusa que se observa en 

las electroforesis de la botrasperina corresponde a la fosfolipasa ácida, ya que 

ambos agentes antiagregantes poseen un pI semejante. El hecho de que dos 

sustancias distintas con una actividad biológica semejante tengan un pl 

similar nos hace pensar que dicha característica es importante para lograr 

inhibir la agregación plaquetaria. 
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La actividad enzimática de la fosfolipasa fue muy grande, incluso mayor 

que la del control positivo empleado en la prueba (miotoxina III de B. asper). 

Esto puede explicarse debido a que característicamente las fosfolipasas 

ácidas poseen una actividad mayor que la de sus contrapartes básicas. 

La fosfolipasa ácida no fue capaz de inhibir por completo la agregación 

plaquetaria con las concentraciones empleadas en las distintas pruebas de 

agregación. Sin embargo, en repetidas ocasiones esta proteína fue capaz de 

disminuir el porcentaje de agregación de las plaquetas humanas inducida por 

ADP. El cálculo del IC 50 arrojó un valor en el orden de centenas de 

nanomolar, el cual es lo suficientemente bajo para afirmar que esta fosfolipasa 

posee una potente acción antiagregante sobre plaquetas. 

La secuencia N-terminal de la fosfolipasa ácida presenta una gran 

similitud con la secuencia de otras fosfolipasas aisladas de venenos de 

serpientes, especialmente con la miotoxina II de Bothrops asper. Este resultado, 

junto a su gran actividad enzimática y su IC 50, es suficiente para afirmar que 

se logró identificar la presencia de una fosfolipasa ácida capaz de inhibir la 

agregación plaquetaria en el veneno de Bothrops asper. Además, los valores 

calculados de IC 50 y peso molecular son muy similares a los de otras 

fosfolipasas con actividad antiagregante aisladas de venenos de serpientes 

(Prasad et al, 1996; Huang et al, 1997). 

El péptido sintético RGD se empleó para comparar su actividad 

antiagregante con la de la botrasperina. El IC 50 del péptido RGD fue de 

aproximadamente 55 micromolar, en tanto el de la botrasperina fue de 50 
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nanomolar. Este hecho demuestra que la botrasperina es un inhibidor de la 

agregación plaquetaria más de mil veces más potente que un péptido lineal 

con la secuencia RGD. Esto se debe a la estructura tridimensional de las 

disintegrinas y a los aminoácidos adyacentes a la secuencia RGD, todo lo 

cual contribuye a optimizar el acceso de la secuencia RGD a sus moléculas 

blanco. 

Este trabajo de investigación demuestra contundentemente que el 

veneno de Bothrops asper (terciopelo) posee una disintegrina, ya que sus 

características de peso molecular, punto isoeléctrico, patrón electroforético, 

secuencia N-terminal e IC 50 son compatibles con las de otras disintegrinas 

aisladas de venenos de serpientes. Este es el aporte principal de este trabajo, 

ya que hasta la fecha no se había logrado identificar la presencia de 

disintegrinas en los venenos de las serpientes centroamericanas, de las cuales 

la terciopelo es la de mayor importancia. Debido a las muchas aplicaciones 

terapéuticas y diagnósticas de las disintegrinas, y a la importancia de la 

secuencia RGD en un sinnúmero de procesos fisiológicos que involucran la 

interacción de células entre sí y con la matriz extracelular, este descubrimiento 

representa la apertura de toda una nueva línea de investigación en venenos 

de serpientes en nuestro país. Una vez determinada la presencia de 

disintegrinas en el veneno de terciopelo, queda pendiente determinar la 

contribución de este tipo de moléculas en la patogénesis del 

envenenamiento, lo cual constituye aún un campo de investigación 

inexplorado en Costa Rica. 
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Figura 1: Cromatografía de filtración en gel (Sephadex G-50) de 250 mg de 

veneno de B. asper (terciopelo), usando como solución amortiguadora ácido 

acético 0.SM pH 1.8 y un flujo de 0.3 mi /minuto. La fracción 3 corresponde a la 

fracción con actividad antiagregante. 
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Figura 2: Cromatografía de intercambio ió11ico en columna mono Q y sistema 

FPLC, de la fracción 3 obtenida por filtractón en gel Sephadex G-50. Para la 

elución de las fracciones se usó un gradiente de solllción amortiguadora de 

acetato de amonio, el cual incrementaba ,la concentración de acetato de amonio 

de aproximadamente 0.l0M a 0.24M en 30 minutos. La fracción 3 se separó en 

11 subfracciones, la subfracción 3 correspoílde a la disintegrina aislada. 



• 1 
- L 

1 

i - ' ' 
1 

, l 
f 

Tiempo 

Figura 3: Actividad agregante del control de plasma rico en plaquetas usando 

como inductor de la agregación ADP. 
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Figura 4: Inhibición de la agregación plaquetaria de un plasma rico en 

plaquetas por la disintegrina aislada del veneno de Bothrops asper, usando ADP 

como inductor de la agregación. 
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Figura 5: Cromatografía de intercambio iónico en columna mono Q y sistema 

FPLC de la fracción 3 obtenida por filtración en gel Sephadex GSO empleando el 

gradiente de acetato de amonio optimizado para el aislamiento de la 

disintegrina. La botrasperina corresponde a la subfracción 3. 
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Figura 6: Inhibición de la agregación plaquetaria de un plasma rico en 

plaquetas por. la botrasperina aislada mediante el gradiente salino optimizado, 

usando ADP como inductor de la agregación. 
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Figura 7: Electroforesis de la fracción proteica correspondiente a la 

disintegrina aislada del veneno de B. asper, (SDS) gel de poliacrilamida con 

duodecil sulfato de sodio para péptidos. En la línea A se encuentran marcadores 

de muy bajo peso molecular, en la línea B la disintegrina y en la línea C 

marcadores de bajo peso molecular. 
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Botrasperina 

Cerastina 

Lutosina 

Crotatroxino 

Jararacino 

Durisina 

Laquesina 

Molossina 

Viiridina 

Cereberina 

Basilicina 

Fuente: Scarborough et al, 1993a 

Bothrops asper 

Crotalus cerastes cerastes 

Crotolus viridis lutosus 

Crotalus otrox 

Bothrops jaroraca 

Crota1us durissus durissus 

Lachesis mutus 

Crotalus molossus mo/ossus 

Crotolus viridis viridis 

Crotalus viridis cerebelvs 

Crotalus basilicus 

Figura 8: Secuencia amino terminal de 1·a disintegrina botrasperina y su 

comparación en identidad con otras disintegrinas aisladas del veneno de 

serpientes americanas. 
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Figura 9: Recta de mejor ajuste empleada para el cálculo del IC 50 de la disintegrina 
botrasperina 
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Figura 10: Recromatografía de filtración en gel (Sephadex GSO) de la fracción 

3, en la cual previamente se había identificado la actividad antiagregante. Se 

usó como solución amortiguadora de equilibrio y elución, ácido acético O.SM pH 

1.8 y un flujo de 0.3 mi/minuto. La fosfolipasa ácida fue aislada a partir de la 

fracción II obtenida en esta cromatografía. 
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1Figura 11: Cromatografía de intercambio ,jónico en columna mono Q y sistema 

FPLC, de la fracción 2 de l'a recromatografía de filt ración en gel Sephadex GS0 

de la fracoión con actividad anti,agregante. Para la elución de las fracciones se 

usó un giradiente de solución amortiguadora de ac~tato de amonio de 

aproximadamente 0.1M a 0.17M en 20 minutos. La subfracción 3 corresponde a 

la fosfolipasa acídica aislada. 
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Figura 12: Inhibición de la agregación plaquetaria de un plasma rico en 

plaquetas por la fosfolipasa ácida aislada del veneno de Bothrops asper, usando 

ADP como inductor de la agregación. 
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Figura, 13: Electroforesis de la fracción proteica correspondiente a l,a 

fosfolipasa acídica aislada del veneno de B. asper1 (SDS) gel de poliacrilamida 

con duodecH sulfato de sodio para péptidos.. En línea A se encuenbran 

marcadores de muy bajo peso molecular, en l,ínea B la fosfoliipasa purificada , 
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Fi.gura 14: Recta de mejor ajuste empleada para el cólcul'o del IC 50 de la fosfolipasa 
ácida 
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1Figura 15: Inhibición de .la agregación plaquetaria de un plasma rico en 

plaquetas por el péptid'o s1intéti.co RGD, usando ADP como inductor de la 

agreg,ación. 



Figura l6: Recta de mejor ajuste empleada para el cálculo de'II IC 50 del péptido 
sintético RGD 
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