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INTRODUCCION

El accidente ofidico representa, sin duda alguna, un importante
problema de salud publica 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, Africa y América Latina.

Nuestro entorno no escapa a esta situacion. 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 aho, con una tasa de letalidad inferior al 1%,
siendo los trabajadores agricolas la poblacion mdas cominmente afectada

(Gutiérrez, 1995).

La magnitud del problema justifica ampliamente la inversidn de recursos
econdmicos, cientificos y tecnoldgicos para su solucidn. En nuestro pais, al
igual que en toda la region centroamericana, los accidentes ofidicos son
provocados en su mayoria por ejemplares de la familia Viperidae, dentfro de
las cuales la especie Bothrops asper (terciopelo o barba amadarilla) es la
responsable de aproximadamente la mitad de los casos (Gutiérrez, 1995). Por
esta razdn el veneno de B. asper es uno de los mds estudiados en el dmbito
regional, y ha sido objeto del mayor nUmero de investigaciones por cientificos

costarricenses dentro del campo de la toxinologia.



Los signos y sinftomas ocasionados en el envenenamiento por vipéridos 2
incluyen tanto alteraciones locales como sistémicas. Caracteristicamente se
produce un extenso dafio del tejido local que abarca dolor, edema,
hemorragia y necrosis del tejido muscular. Asi mismo, pueden presentarse
manifestaciones  sistémicas como alteraciones de la coagulacién,
hemorragias, choque cardiovascular e insuficiencia renal aguda (Rosenfeld,

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

Los venenos de serpientes estn compuestos por una compleja mezcla
de proteinas y péptidos con una amplia gama de actividades bioldgicas, las
cuales desembocan en las manifestaciones locales y sistémicas propias del
accidente ofidico. La caracterizacidon de estos componentes y de sus efectos
especificos permite mejorar nuestra comprension 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 relacidén
entre los venenos de serpiente y la coagulacién sanguinea, debido al vinculo
existente enfre la magnitud de las alteraciones en la hemostasia y la severidad
del envenenamiento (Otero, 2000). Muchos de los componentes del veneno
interactdan con el sistema hemostdtico, ya sea activando o inhibiendo el
proceso de coagulacidon ( Meier y Stocker, 1991). Esta interaccion resulta en
muchos casos tan especifica, que se ha propuesto el empleo de estos
componentes en el laboratorio clinico como herramientas de diagndstico y

monitoreo de problemas de coagulacion (Marsh, 1998), a la vez que se les ha



senalado como posibles agentes terapelticos en patologias que implican

ciertos frastornos hemostdticos (Verstraete, 1995).

Dentro de este grupo de sustancias destacan aquellas capaces de
inhibir especificamente la agregacién plaquetaria, ya que esta constituye uno
de los pasos iniciales en el proceso de coagulacién y es indispensable para
que este sea efectivo. Se han descrito al menos cuatro grupos de inhibidores
de la agregaciéon plaquetaria en los venenos de serpientes, los cuales se
denominan de acuerdo a su mecanismo de accidnh como a-fibrinogenasas,

fosfolipasas Az 5’-nucleotidasas y disintegrinas (Markland, 1998).

En los venenos de serpientes de Costa Rica aun no se ha valorado la
presencia de componentes capaces de inhibir especificamente la agregacion
plaquetaria. La presente investigacién pretende determinar la presencia de
este tipo de sustancias en el veneno de la serpiente mads importante en nuestro
medio, la terciopelo (B. asper). Este hallazgo podria resultar en el inicio de una
nueva linea de investigacion en nuestro pais, debido a la importancia de estos
componentes en la patogénesis del envenenamiento y a las diferentes

aplicaciones terapéuticas posibles para este grupo de moléculas.



MARCO TEORICO

Sistema hemostdtico: importancia de la agregacién

plaquetaria

La hemostasia es un sistema fisioldgico que detiene la salida de sangre,
al sellar provisionalmente el sitio del dafio vascular e iniciar posteriormente los
mecanismos de reparacion (Martinez y Quintana, 1996). Puede dividirse en un
conjunto de cuatro procesos fisioldgicos que tienen la misma finalidad,
inicidndose simultdneamente, pero finalizando de manera secuencial. Ellos
son: la vasoconstriccion, la formacion del agregado plaquetario, la activacidén
del mecanismo bioquimico de la coagulacidén sanguinea {cascada de la
coagulacién) vy, finalmente, la fibrindlisis o disolucion progresiva del codgulo

hemostdtico (Atmetllia, 1995).

Agregacién plaquetaria

Las plaquetas son pequenos fragmentos celulares anucleados de la
sangre periférica, las cuales circulan en forma de disco y miden en promedio
de 2 a 4 ym de didmetro y 0.6 al.3 um de grosor. Su funcidn consiste en
contribuir rdpidamente a la reparacidén de cualquier dafio en el endoftelio
vascular, mediante la formacién de acUmulos plaquetarios capaces de
obturar estas lesiones (Martinez y Quintana, 1996). Provienen de la
fragmentacién del citoplasma de los megacariocitos y tienen una vida media

de entre 9y 12 dias.



Bajo condiciones fisiolégicas normales, las plaquetas son esencialmente

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

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

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

culminan en el agregado plaquetario, formdndose un tapdn hemostdtico que

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

implicado (Colman, 1994).

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

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

1.

Adhesidn de las plaguetas al endotelio. La lesidn en la vasculatura causa la

exposicidbn de la matriz proteica subendotelial hacia las  plaguetaos,
permitiendo que estas se adhieran a determinadas estructuras en el
endotelio dafado, como el coldgeno y las microfibrillas. La glicoproteina
Ib es el principal receptor de la superficie plaguetaria implicado en el
proceso de adhesidon (Bennett, 1992). Este es el Unico proceso hemostdatico

que se produce sin necesidad de una activacién previa de las plaguetas.

Activacién plaguetaria. Una vez formada la monocapa sobre la superficie

endotelial, agonistas especificos inducen la secrecidén del contenido de las
vesiculas plaguetarias. Los agonistas fisioldgicamente mas importantes
incluyen trombina, difosfato de adenosina (ADP), colageno y tromboxano
Az(proveniente del dacido araquiddnico) (Frishman, 1995) Todos estos

agonistas probablemente actian mediante una via comin gue conlleva al



aumento en la concentraciéon de calcio intraplaquetar, ya sea a través de 6
la entrada directa de iones o por medio de la liberacién del calcio
almacenado (Detwiler, 1978). Seguidamente, se desencadenan dos
importantes mecanismos dependientes de calcio, a saber la fosforilacién
de las cadenas livianas de miosina y la activacién de fosfolipasas Az
(Colman, 1994). El primer proceso (unido a la polimerizacién de actina) es
responsable del cambio morfoldgico que sufre la plaqueta activada, el
cual implica la adquisicion de una forma redondeada, la proyeccién de
pseuddpodos y la centralizacidn y liberacién del contenido de los granulos
de almacenamiento. Por su parte, la activacion de fosfolipasas Az provoca
la liberacién de dcido araquiddénico a partir de los fosfolipidos de
membrana, el cual es convertido por ciclooxigenasas en tromboxano Az
Este potente agonista provoca que las plaguetas liberen parte del
contenido de sus grdnulos densos alfa y lisosdmicos, secretdndose en el
medio circulante ADP, adrendalina, serotonina, Factor Agregante Plaquetar
(FAP) e iones calcio (Atmella, 1995). El ADP liberado puede a su vez
estimular la via del dcido araquiddnico y aumentar la liberacion del
tromboxano A: (Coller, 1987). De este modo la plaqueta es capaz de

incrementar su propia activacion.

Agregacion plaquetaria. Todos los mecanismos que conducen a la

activacion de las plaquetas desembocan en un punto comun: Ia
activacién de un receptor de membrana especifico, responsable de la
agregacion plaguetaria (Dennis, 1987). Este receptor se conoce como
glicoproteina (GP) IIb/Illa, y es un miembro de la superfamilia de integrinas

que median la adhesion de células a componentes de la matriz



extracelular (Hynes, 1987). La GP Ilb/llla se encuentra exclusivamente en
plaguetas y permanece en forma inactiva hasta que la plagueta es
estimulada. Este receptor tiene una alta afinidad por la secuencia de tres
aminodcidos: arginina ~ glicina - aspartato (RGD), la cual se encuentra
presente en fibrindgeno, factor de von Willebrand, fibronectina vy
vitronectina (Hirsh, 1994). El fibrindgeno, principalmente debido a su alta
concentracion en el plasma, es el principal polipéptido involucrado en la
agregacién plaquetaria. Debido a que el fibrindgeno es un dimero
divalente, es capaz de enlazar a plaguetas adyacentes para formar
finalmente el agregado plaquetario. Por Ultimo, la trombina convertird el
fiorindgeno en fibrina, dando lugar a la ireversibilidad del agregado

plaquetar.

El correcto funcionamiento de este proceso fisioldgico puede valorarse
en el laboratorio mediante la prueba de agregaciéon plaguetaria. El principio
de la prueba de agregacion in vitro se basa en el cambio de densidad dptica
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 agregdmetro. Este es un espectrofotédmetro 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 °C y con una
agitaciéon regulada de las plaquetas, la agregacién permitird un aumento en
el paso de luz a través del plasma, cuya intensidad puede demostrarse

graficamente (Barrantes, 1995).
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La agregacién plaquetaria puede ser inducida por varios agonistas,
cada uno de los cuales posee un mecanismo de accidén especifico y bien
caracterizado. El uso de diferentes agonistas durante una prueba de
agregacion permite definir el origen del defecto causante de la patologia en
estudio, siendo de valor incalculable para establecer el diagnéstico de Ia
trombocitopatia. Por ejemplo, el ADP valora la funcionalidad de la GP Iib/Illq,
mientras que el coldgeno interactia con la GP Ib y la trombina con la GP V

(Dominguez & Rosenfeld, 1996).

Venenos de serpientes y coagulacién sanguinea

Las serpientes (Ophidia, Serpentes) forman un suborden dentro de los
organismos vertebrados de la clase Reptilia. Un pequefio nimero de especies
dentro de este grupo ha adoptado a lo largo de la evolucidn una estrategia
de supervivencia basada en su habilidad de producir un veneno muy tdxico
para sus presas naturales. Esto les ha permitido superar sus desventajas fisicas

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

su pequeno tamano.

Los venenos de serpientes son Unicos en la naturaleza en cuanto a sus
propiedades bioquimicas y farmacoldgicas. Son el producto de millones de
anos de evolucion, y la amplitud, eficiencia y efectividad de su accidn resulta
fascinante. Enzimas y polipéptidos no enzimdticos forman mas del 90% del
peso seco del veneno, el cual varia del 18 a mds del 50% del peso total, por lo
que los venenos de serpientes son probablemente los productos de secrecion

mds concentrados presentes en organismos vertebrados (Stocker, 1990).



En los venenos de serpientes han sido caracterizadas diferentes
actividades enzimdticas, incluyendo fosfolipasas A.  fosfodiesterasas,
fosfomonoesterasas, L-amino dcido oxidasas, acetilcolinesterasas, enzimas
proteoliticas tipo metaloproteinasas y serin proteinasas, arginina esterasas, 5'-
nucleotidasas, hialuronidasas y nicotinamida adenina dinucledtido (NAD)
nucleosidasas (Markland, 1997). Entre los péptidos presentes en los venenos
enconframos neurotoxinas presindpticas y postsindpticas, neurotoxinas que se
unen a canales de potasio, citofoxinas, miotoxinas, cardiotoxinas e inhibidores

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

Las especies de la familia Elapidae poseen un veneno en el que
predominan neurotoxinas polipeptidicas, por lo que sus presas generalmente
mueren por pardlisis respiratoria (Meier & Stocker, 1991). En cambio, los
venenos de la familia Viperidae producen choque, coaguiacidn intravascular,
hemormagia local y sistémica, edema y necrosis (Teng & Huang, 1991a). Por
tanto, el choque circulatorio con hemorragia interna es la causa mdas comuin

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 hemostatico de la victima juegan un papel esencial
en su letalidad. Dichos componentes poseen una gran variedad de efectos,
algunos de ellos desencadenan el proceso de coagulaciéon mientras otros mas
bien lo inhiben (Marsh, 1998). Esta aparente contradiccidon culmina en un
efecto comin: un estado de anticoagulacién sanguinea, ya que las sustancias
procoagulantes llevan al consumo de los factores de coagulacion, en tanto

las anticoagulantes evitan que dicho proceso fisioldgico 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 razén, los venenos de serpientes que afectan
el sistema hemostatico humano han sido extensamente investigados, y se han
aislado y caracterizado un gran nimerc de componentes del veneno
capaces de interferir con la hemostasia normal. Muchas de estas sustancias
son utilizadas como herramientas experimentales en investigacién bdasica,
mientras otfras tienen aplicaciones prdacticas en el campo del diagndstico
clinico e incluso podrian emplearse como agentes terapéuticos. Segun su
accién especifica, los componentes del veneno que interactian con el
sistema hemostatico pueden agruparse en varias categorias (Markland, 1998);

dicha informacién se resume en la Tabla 1.

Tabla 1. Componentes del veneno de serpientes que interactlan con el sistema
hemostdatico.

Actividad funcional general Actividad biolégica especifica

Procoagulante Activacion del factor V
Activacion del factor X
Activacion del factor 1X
Activacion de protrombina
Coagulacién directa del fibrinégeno

Anticoagulante Activacién de proteina C
Proteinas de unién a factor IX/ffactor X

Inhibicidon de trombina
Fosfolipasas A

Fibrinolitica Degradacién de fibrindgeno
Activacién de plasminégeno

Interaccién con la pared vascular Hemorragia

Accién sobre plaquetas Induccidn de agregacion plaquetaria
inhibicion de la agregaciéon plaguetaria

Inactivaciéon de proteinas plamaticas Inhibicién de SERPINS (SERPINS: inhibidores
de serin proteinasas

Ref: Markiand (1998).
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Componentes del veneno con accién sobre plaquetas

Denfro de la amplia gama de efectos biolégicos que poseen los
venenos de serpientes sobre el sistema hemostédtico, aquellos componentes
gue interactuan 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 coagulacidn, por lo que las sustancias que
afecten directamente su funcionalidad afectardn también dicho proceso en

SU propio inicio.

En los venenos se han descrito una serie de componentes con accidén
sobre plaquetas, los cuadles son capaces tanto de provocar la agregacion
plaquetaria como de inhibirla (Kini & Evans, 1990). Dichos componentes y su

actividad especifica se resumen en la Tabla 2.

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

Actividad funcional Accidn bioldgica especifica o requerimiento

Inductores de agregacion plaquetaria

Accién enzimdtica directa Serin proteinasas
Fosfolipasas Az

Accién directa no enzimatica Lectinas
Proteinas que se unen ala GP Ib

Reqguieren co-factor Factor de von Willebrand

Inhibidores de la agregacidn plaquetaria a-fibrinogenasas
Fosfolipasas Az
5 -nucleotidasas
Disintegrinas.

Ref: Markland, (1998)
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Inhibidores de la agregacién plaquetaria

Los componentes del veneno de serpientes que inhiben la agregacion
plaquetaria constituyen el enfoque principal de este trabajo. Al impedir la
formacion del agregado plaquetario, estas sustancias son capaces de
bloguear practicamente por completo el proceso de coagulacién. Ademdas,
su especificidad y efectividad las ha convertido en excelentes herramientas
para la investigacién y el tratamiento de problemas trombdticos (Coller, 1996).
Los inhibidores de Ila agregacién plaquetaria se han subdividido
tradicionalmente en 4 grupos de acuerdo a su mecanismo de accién (Teng y
Huang, 1991), sin embargo, recientemente se ha propuesto la creacién de un

grupo adicional (Markland, 1998).

a-fibrinogenasas.

Son enzimas capaces de degradar la cadena Aa del fibrindgeno. De
este modo, impiden que dicha molécula se una adecuadamente al receptor
plaquetario GP IIb/Illq, evitando asi el desarrollo de la agregacion plaguetaria

(Quyang, 1985).

Fosfolipasas A:.

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

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

farmacoldgicos que incluyen alteraciones en la hemostasia, neurotransmisidn y



funcion muscular (Tsai, 1997). En este grupo de enzimas se encuentran tanto 13
inductores como inhibidores de Ila agregacién plaquetaria, e incluso algunas
de ellas presentan ambos efectos, usualmente de una manera bifdsica (Kini y
Evans, 1990). Estas fosfolipasas A2 con accidn bifdsica ejercen un efecto
agregatorio luego de incubaciones cortas o en bajas concentraciones de
enzima, mientras que son capaces de inhibir la agregacidén luego de
incubaciones prolongadas o en altas concentraciones. (Markland, 1998). El
efecto inhibitorio en la egregaciéon plaquetaria puede deberse a que estas
enzimas son capaces de degradar metabolitos derivados del ciclo del acido
araquiddnico. Estas enzimas por lo general tienen un peso molecular de
aproximadamente 15 kDA y son capaces de inhibir la agregacion inducida por
varios agonistas (Yuan et al, 1993; Huang et al, 1997; Laing et al, 1995). Existen
también fosfolipasas A: capaces de provocar cambios en la morfologia
plaquetaria incluyendo una alteracidon drdstica en el citoesqueleto, lo cual
podria representar un mecanismo adicional por el que estas enzimas inhiben la

agregacién plaquetaria (Laing et al, 1995).

5 -nucleotidasas.

Son enzimas capaces de degradar ADP, un inductor de la agregacidn
plaquetaria liberado de los grdnulos densos plaquetarios por varios agonistas
(Markland, 1998). La eliminacidn del ADP liberado por las plaguetas impide
que el proceso de agregacion se desamolle de una manera efectiva, ya que

esta sustancia es indispensable para una adecuada activacidon y un buen

funcionamiento plaquetario.



Inhibidores de agregacién inducida por coldgeno.

Este es el grupo de inhibidores de la agregacién plaquetaria descrito
mas recientemente. Incluye proteinas capaces de bloquear directamente al
receptor plaquetario para el coldgeno, GP Ib, como la jararhagina aislada del
veneno de Bothrops jararaca (Kamiguti et al, 1996), asi como también
sustancias capaces de unirse al coldgeno, evitando asi su unidn a la superficie

plaquetaria (Zhou et al, 1996b).

Disintegrinas.

Las disintegrinas son sin duda el grupo mds interesante entre los
inhibidores de la agregacion plaquetaria presentes en venenos de serpientes,
principalmente por su gran potencial como modelos de agentes terapéuticos.
Por esta razén, 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 aminodcidos), ricos en cisteinas y enlaces disulfuro,
capaces de unirse a integrinas en superficies celulares a través de Ia
secuencia RGD {aminodcidos arginina-glicina-aspartato) (Gould et al, 1990).
La presencia de esta secuencia las convierte en inhibidores especificos de
integrinas RGD-dependientes, como lo son las integrinas de las subfamilias By
Bs, incluyendo el receptor plaguetario para el fibrindgeno GP Iib/llla (integrina

amPs ), el receptor de vitronectina (avBs) y el receptor de fibronectina (asp1)

(Markland, 1998).
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Las disintegrinas se sintetizan en las gldndulas de veneno como parte
de una proteina multimérica que contiene dominios tipo metaloproteinasa,
disintegrina y rico en cisteina. Este precursor sufre una serie de procesos
proteoliicos y modificaciones post-translacionales, hasta generar las
disintegrinas “maduras” (Kini y Evans, 1992). Por esta razdn, las disintegrinas
estdn intimamente relacionadas con las hemorraginas presentes en el veneno,

ya que provienen de un mismo precursor comun.

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 cientifico de la serpiente de cuyo veneno han sido
aisladas. Ejemplo de esto son equistatina (Echis carinatus),  frigramina
(Trimeressurus gramineus), laquesina (Lachesis mutus), cerastina (Crotalus

cerastes) y jararacina (Bothrops jararacay), entre muchas ofras.

Caracteristicas estructurales. Tradicionalmente las disintegrinas se han
clasificado en tres subgrupos de acuerdo a su famano, clasificdndose asi en
cortas, medianas y largas (Niewiarowski et al, 1994). Las cortas poseen 4
enlaces disulfuro y una cadena polipeptidica de 49 a 51 aminodcidos, las
medianas presentan 6 enlaces disulfuro y estan conformadas por 68 a 73
aminodcidos, mientras las disintegrinas largas poseen 7 enlaces disulfuro y una
cadena polipetidica de 83 aminodcidos. Sin embargo, estd clasificacién no
incluye disintegrinas diméricas que se han descrito recientemente. (McLane ef

al, 1998)
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Casi todas las disintegrinas poseen la secuencia de aminodcidos
arginina ~ glicina — aspartato (RGD) en la porcién carboxilo terminal de la
molécula, la cual es esencial para su habilidad de bloguear la interaccién de
integrinas con sus ligandos fisioldgicos (Dennis 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 afrox, que posee la secuencia metionina — valina — aspartato (MDV)
(Shimokawa et al, 1998). A pesar de esta diferencia ambas disintegrinas son
capaces de inhibir la agregacién 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 residuc de aspartato es el mdas importante
para definir la capacidad de las disintegrinas de inhibir la agregacién

plaquetaria.

Las disintegrinas presentan una estructura secundaria iregular (Adler,
1991). Se caracterizan por varios giros imegulares y lazos para formar una
estructura central rigida estabilizada por puentes de hidrégeno y mantenida
unida por enlaces disulfuro (Markland, 1998). Aunque pueden tener diferencias
en cuanto a tamano, tfodas las disintegrinas presentan homologia en la
ubicacién de sus residuos de cisteina, a excepcién de una cisteina extra que
poseen las disintegrinas cortas cerca de la secuencia RGD (Niewiarowski et al,
1994). Este hecho refleja la importancia de mantener un adecuado patrdn de

enlaces disulfuro, pues se ha comprobado que la reduccidn y alquilacion de

16



los enlaces disulfuro de las disintegrinas elimina completamente su actividad 17

bioldgica (Lazarus y McDowell, 1993).

La secuencia RGD estd en la misma localizacidn en todas las
disintegrinas con estructura tridimensional conocida. Esto es, en el extremo de
un lazo (loop) flexible de 13 aminodcidos, 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, optimizdndose de esta manera su capacidad de interaccion con

integrinas.

Ademds de la secuencia RGD, existen otras secuencias importantes en
las disintegrinas que contribuyen a modular su actividad bioldgica. En un
estudio realizado con 11 disintegrinas aisladas de serpientes americanas,
Scarborough et al (1993a) demostraron que las secuencias de aminodcidos
inmediatamente adyacentes al sitio RGD pueden crear un locus RGD
expandido, el cual acoplado con la presentacion conformacional de la
secuencia RGD puede estar involucrado en la definicidon de la selectividad y
afinidad por las diferentes integrinas. Los investigadores llegaron a esta
conclusion basdndose en el hecho de que las disintegrinas con la secuencia
RGDNP (N=asparragina y P=prolina) inhiben mas intensamente la unién de
fibronectina y vitronectina a las integrinas aspi1y avPs, respectivamente, mientras
que aquellas que poseen la secuencia RGDW (W=triptofano) inhiben mas

fuertemente la unién del fibrindgeno a la GP IIb/Ila (ousPs ).



Accién de disintegrinas sobre plaquetas. Las disintegrinas se unen al 18
receptor plaquetario de fibrindgeno, GP Iib/Illa, a través de su secuencia
RGD. De este modo, bloquean al receptor e impiden que este se una
adecuadamente al fibrindégeno. Debido a que este es el paso final comun de
las diferentes vias que generan la agregacién plaguetaria, las disintegrinas son
capaces de inhibir la agregacién inducida por diferentes agonistas como ADP,

trombina, colageno y dcido araquiddnico (Dennis, 1989).

La efectividad de las diferentes disintegrinas como agentes
antiagregantes se mide mediante el valor denominado ICx. Este valor
corresponde a la concentracién de disintegrina necesaria para inhibir en un
50% la agregacién de plaguetas humanas inducida por ADP, y varia de 30
nmol/L a 300 nmol/L (Niewiarowski et al, 1994), lo cual evidencia la pofencid
de estos agentes como inhibidores de la agregacidén plaquetaria. El efecto
inhibidor de las disintegrinas sobre la agregacidn plaquetaria es mas de 1000
veces mayor que el que posen péptidos sintéticos lineales que contienen la
secuencia RGD, lo cudl se le atribuye a la ubicacidn conformacional que

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

Las disintegrinas no ejercen ningun efecto en la morfologia ni en el
metabolismo plaguetario, incluyendo la liberacidn de ADP y la movilizaciéon de
calcio (Huang et al, 1991). Por tanto, no interfieren en el mecanismo de
activaciéon de las plaquetas. Este factor confima que todo su poder

antiagregante se debe al bloqueo del receptor plaguetario para el

fiorindgeno.



Estd bien establecido que las disintegrinas son capaces de unirse tanto 19
a plaquetas activas como inactivas, y que la activaciéon de las plaquetas no
aumenta significativamente el nimero de sitios de unién a disintegrinas
(Mclane et al, 1994). Sin embargo, se ha propuesto que estas sustancias
deben dividirse en dos grupos de acuerdo a su dafinidad de unidn a plaguetas:
el primer grupo estd compuesto por disintegrinas que se unen con la misma
afinidad a plaguetas inactivas y activas, mientras que las del segundo grupo

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

Accién de disintegrinas sobre otros tipos de células. Las disintegrinas son
capaces de interferir con la funcidn de integrinas RGD dependientes, es decir,
aguellas que reconocen la secuencia RGD en sus ligandos fisiologicos. Estas
incluyen el receptor de vitronectina (integrina avfs) y el receptor de
fioronectina (integrina aspi). Vitronectina y fibronectina son proteinas de matriz
extracelular (MEC), por lo que el bloqueo de sus correspondientes receptores
impide la adhesidén de la célula a la MEC. Las integrinas mencionadas estdn
presentes en leucocitos, células endoteliales, osteoclastos e incluso en células
malignas, entre otras. Por tanto, las disintegrinas pueden afectar la capacidad
de adhesion de estas células a la MEC, factor del cual se derivan una serie de

aplicaciones para estas moléculas que serdn discutidas seguidamente.

Aplicaciones potenciales de las disintegrinas: utilidades clinicas,
terapéuticas y diagnésticas. Desde el descubrimiento de las disintegrinas y su
mecanismo de accidn, se han realizado muchas investigaciones para dilucidar
las posibles aplicaciones terapéuticas de estas moléculas en diferentes dreas

de la medicina. A continuacidn se mencionan algunas conclusiones obtenidas



a partir de diferentes experimentos en que se emplearon disintegrinas, y que 20

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

Las disintegrinas poseen actividad antitrombética efectiva y previenen la
re-oclusidn arterial en modelos animales de tfrombosis (Markland et al, 1995;

Shebuski et al, 1990).

e Conservan el nUmero y la funcionalidad de las plaguetas durante
circulacion extarcorpdrea (Bernabei et al, 1995; Musial et al, 1990).

¢ Inhiben la adhesion de espermatozoides a oocitos (Bronson et al, 1995).

¢ Inhiben la reabsorcién del hueso por parte de los osteoclastos, por lo que
las disintegrinas podrian tener un uso potencial en el tratamiento de
osteoporosis y otros trastornos que involucran pérdidas dseas. (Fisher et al,

1993; King et al, 1994).

o Previenen la metdstasis de células tumorales de diferentes tipos. Las
disintegrinas se unen a tfravés de su secuencia RGD a integrinas en la
superficie de células tumorales e inhiben la adhesidn celular y la metdstasis
(Morris et al, 1995; Sheu et al, 1996; Zhou et al, 1996a; Staiano et al, 1997;

Lang et al, 1997; Danen et al, 1998).

e Las disintegrinas inhiben la angiogénesis, un proceso indispensable para la
progresidn de masas tumorales, mediante el bloqueo de la integrina avBsy

la induccién de apoptosis en células endoteliales (Yeh et al, 1998)



Inicialmente se pensd que las disintegrinas podrian ser buenos agentes 21
terapéuticos, ya que su vida media en la circulacién es del orden de minutos,
en fanto su actividad biolégica permanece por varias horas y tienen baja
toxicidad (Markland, 1998). Pero estas moléculas presentan el inconveniente
de su inmunogenicidad, su alto costo de produccion vy su susceptibilidad a ser
degradadas por protedlisis en el organismo, por lo que las compafias
farmaceUticas han centrado sus esfuerzos en la obtencidn de andlogos

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

Las disintegrinas también constituyen Utiles herramientas para valorar la
funcionalidad plaquetaria (Liu et al, 1996) y para el diagndstico de patologias
relacionadas con plaguetas, como la frombastenia de Glanzmann, en la cudl
las disintegrinas pueden emplearse para evidenciar la carencia del receptor
plaguetario GP IIb/Illa (Liv ef af, 1994). Ademds, se ha sugerido que las
disintegrinas, en conjunto con anticuerpos monoclonales pueden contribuir

la identificacién de los epitopos activos en las integrinas (MclLane et al, 1998).

Moléculas relacionadas con disintegrinas. Actualmente se sabe que
existen proteinas tipo disintegrina ampliaomente distribuidas en todo el reino
animal. Aparentemente, existe toda una superfamilia de proteinas celulares
que contienen un dominio disintegrina, las cuales funcionan como ligandos de
integrinas en importantes interacciones de adhesidon entre células y entre

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

Se han aislado inhibidores de la agregacion plaguetaria que poseen

una secuencia RGD en otras especies de animales, incluyendo sanguijuelas y



garrapatas (Niewiarowski et al, 1994). Un caso interesante es el del péptido 22
denominado mambina, aislado del veneno de la serpiente Dendroaspis
jamesonii (familia Elapidae), ya que su estructura comesponde a una
neurotoxina y es un inhibidor de la agregacién plaquetaria a través de su
secuencia RGD (McDowell et al, 1992). Se propone gue esta molécula tiene
importantes implicaciones para la biologia evolutiva, pues representa un
hibrido genético entre proteinas neurotdxicas y hemotdxicas que se

encuentran en los venenos de serpientes.

En numerosos trabajos cientificos se han logrado aislar de venenos de
serpientes de distintas especies componentes especificos capaces de inhibir
la agregacion plaquetaria. Por ejemplo, Scarborough y colaboradores (1993a)
demostraron la presencia de disintegrinas en 11 especies de vipéridos
americanos. Sin embargo, hasta la fecha se desconocia si el veneno de Ia
serpiente mds importante de nuestro medio, la terciopelo (Bothrops asper).
posee proteinas o péptidos con la mencionada actividad. La presente

investigacion pretende dilucidar dicha incdgnita.



MATERIALES Y METODOS

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

Bothrops asper

El veneno de B.asper utilizado fue una mezcla obtenida de mdas de 15 a
20 especies colectadas en la vertiente Atldntica de Costa Rica. Después de
centrifugado, el veneno fue liofilizado y almacenado a —20 °C. Muestras de 250
mg de veneno fueron disueltas en amortiguador de dcido acético 0.5 M, pH
1.8 y aplicadas a una columna de 1.8 centimetros de didmetro por 93.5
centimetros de largo de Sephadex G50 (Pharmacia), equilibrada con la misma
solucidn 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 andlisis.

Posteriormente 2 mg de la fraccidn liofilizada se disolvieron en 2mi de
una soluciéon amortiguadora de acetato de amonio 0.05M, pH 7.5 (solucidn
amortiguadora A). Dicha preparacion se centrifugd y se aplicd a una columna
mono Q en un sistema FPLC (Cromatografia liquida de alta velocidad)
(Pharmacia Biotech). Las fracciones unidas se eluyeron con un gradiente de
acetato de amonio que va de 5% a 20% de solucidn amortiguadora B
(acetato de amonio 1M, pH 7.5) en un tiempo de 30 minutos, lo cual equivale

aproximadamente a un gradiente de 0.10M a 0.24M de acetato de amonio.
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Las fracciones asi obtenidas se concentraron al vacio en un aparato Speed 24
Vac (Savant). Luego se disolvieron en 100 ul y se determind cuales fracciones
poseian actividad procoagulante (mezclando 5 uL de cada una con 250 ul de
plasma humano), las cuales se descartaron. Las restantes fracciones se
probaron para definir si poseian actividad antiagregante, mediante una
prueba de agregacion plaquetaria (ver punto 2). Una vez identificada la
fraccidn con actividad tipo disintegrina, se procedié a opfimizar el gradiente
para su separacion en el sistema FPLC, estableciéndose un gradiente de 5% a
13% de solucidn amortiguadora B en 20 minutos, lo cual equivale
aproximadamente a un gradiente de 0.1M a 0.17M de acetato de amonio.
Utilizando esta metodologia se aisld la disintegrina en mdltiples corridas

cromatogrdficas.

2. Prueba de agregacion plaquetaria

Las pruebas de agregacidn plaguetaria se readlizaron en un
agregdmetro de Chrono-Log Corporation, modelo 530-VS, perteneciente al
Laboratorio de Investigacion del Hospital Nacional de Ninos. La actividad
antiagregante se establecié incubando 450 ul de plasma rico en plaguetas
(PRP) con una dlicuota de cada una de las fracciones por 5 minutos a 37 °C en
agitacién constante. La agregaciéon fue inducida agregando 50 ul de ADP
(Sigma #885). Se utilizd como blanco 450 ul 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

Nifos.



3. Homogeneidad de las proteinas purificadas

La homogeneidad de las proteinas purificadas fue probada por
electroforesis en gel de poliacrilamida para péptidos y proteinas de bajo peso
molecular. Este es un sistema trifésico con un gel separador (16.5%), un gel
espaciador (10%) y un gel en la superficie (4%). La corrida electroforética se
llevé a cabo a 150 voltios y las proteinas fueron tefiidas con azul coomasie.

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

4. Aislamiento de una fosfolipasa dcida con actividad antiagregante

del veneno de B. asper

La fraccidn de la cromatografia de filtracidn en gel Sephadex G-50 en
la cual se demostrd la actividad antfiagregante fue recromatografiada bajo las
mismas condiciones. Se selecciond la fraccidn que correspondia  a
componentes de peso molecular intermedio v se liofilizd. Se disolvieron 2 mg de
la fraccidén liofilizada en 2ml de una solucidén amortiguadora de acetato de
amonio 0.05M, pH 7.5 (solucidn amortiguadora A). Dicha preparacion se
centrifugd y se aplicd a una columna mono Q en un sistema FPLC (Pharmacia
Biotech). Se aplicd el mismo gradiente empleado para el aislamiento de la
disintegrina, esto es, de 5% a 13% de solucidn amortiguadora B (acetato de
amonio 1M, pH 7.5) en 20 minutos. Se probé la actividad antiagregante (segun

se describid en el punto 2) con la fraccidn que tenia un patrén cromatografico
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similar a la disintegrina. Se comprobd que dicha fraccién tenia actividad

antiagregante.

5. Actividad fosfolipasa

La actividad de la fosfolipasa acidica del veneno de B.asper fue
determinada mediante el método de hemdilisis radial (Gutiérrez et al, 1988). Un
volumen de 0.3 ml de eritrocitos de carnero lavados tres veces con solucion
amortiguadora de fosfatos pH 7.2, 0.3 ml de yema de huevo diluida 1:4 con la
solucidén amortiguadora de fosfatos y 0.25 ml de solucidn de CaCl2 0.01 M
fueron afadidos a 25 ml de 0.8% de agarosa disuelta en la solucién de
fosfatos(PBS). La mezcla fue aplicada a placas plasticas de 135 X 80 mm en
donde gelifica. Posteriormente se abren hoyos de 3 mm de didmetro en donde
se aplicaron 5 ul de la fraccidn obtenida. Las placas fueron incubadas a 37 °C
por 20 horas y posteriormente se midieron los didmetros de hemdlisis. Como
control negativo se utilizd un volumen igual de solucidn amortiguadora de
fosfatos sola y como control positivo la miotoxina Il de B.asper a una

concentracién de 2ug/ul.

6. Secuencia N-terminal

Para determinar la secuencia N-terminal de la disintegrina y de la
fosfolipasa dcida de B.asper se utilizd el procedimiento de degradacion de
Edman en un secuenciador Beckman LF-3000. Ambas secuenciaciones fueron
realizadas en el Instituto de Biotecnologia de la Universidad Auténoma de

Meéxico (UNAM), en Cuernavaca, México.
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/7. Elaboracién 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 (Cromatografia liquida de alta resolucidn) en una columna C18.

8. Determinacién del valor ICs para la disintegring, la fosfolipasa dcida

y el péptido sintético RGD.

Se determind la concentracion de la disintegrina y de la fosfolipasa
dcida  mediante el micrométodo de Bradford. Para los tfres agentes
antiagregantes se efectuaron varias diluciones. La concentracién molar de la
solucién madre de disintegrina, fosfolipasa y péptido RGD se calculd con base
a su peso molecular aproximado. En el caso de la disintegrina, se realizaron
varias diluciones a partir de la solucidn madre, y la concentracién final de
cada dilucidn en la prueba de agregacién se calculd multiplicando por el
factor de dilucidn 1/50, ya que se probaron 10 ul de cada dilucién con 490 pl
de PRP. Para la fosfolipasa y el péptido RGD, se probaron diferentes alicuotas
de una misma solucidn madre, por lo que la concentracién final de cada
diluciéon se calculd multiplicando por el factor de dilucidn especifico para

cada prueba.

Para el cdlculo del ICs de la disintegrina se emplearon diluciones de
360nM, 90nM, 45nM, 36nM, 18nM y 6 nM. Con la fosfolipasa se probaron

diluciones de 511nM y 261nM, mientras que para el cdlculo del ICso del péptido
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RGD se utilizaron diluciones de 103uM, 40uM y 10uM. Se determind el
porcentaje de inhibicidn de la agregacién plaquetaria para cada dilucién,
mediante la comparacién grafica de la agregacion plaquetaria del control de
PRP (100% de agregacién) con la agregacion obtenida con cada dilucidén en
particular. Con base a estos resultados se calculd el ICs para cada uno de

estos componentes.
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RESULTADOS

A. Aislamiento y caracterizacion parcial de una
disintegrina (botrasperina) del veneno de Bothrops asper

(terciopelo)

1. Separacién cromatogrdfica del veneno por filtracidn en gel

Sephadex G-50

El veneno completo fue separado mediante una cromatografia de

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

Se intentd determinar cuales de estas fracciones poseian actividad
antiagregante, pero fue imposible, ya que todas ellas causaban la

coagulacién del plasma rico en plaquetas durante el periodo de incubacién.

2. Separacidén por cromatografia tipo FPLC en columna mono-Q de las

fracciones obtenidas por filtracién en gel.

Para efectuar la separacién mediante cromatografia tipo FPLC se
seleccionaron las fracciones 2 'y 3 obtenidas por filtracién en gel. La fraccion 1
se descartd debido a que representaba componentes de muy alto peso
molecular, en tanto la fraccidn 4 se desechd porque tenia una bgja

conceniracion proteica.
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El sistema FPLC permitié separar la fraccién 2 en 10 subfracciones,

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

Se determind cuadles subfracciones presentaban actividad pro-
coagulante. 9 de las 10 subfracciones de la fraccidn 2 y 4 de las 11
subfracciones de la fraccidn 3 manifestaban dicha actividad. Estas

subfracciones fueron descartadas.

3. ldentificaciéon de la actividad disintegrina

Se probd la capacidad de inhibir la agregacion plaquetaria de cada
una de las subfracciones restantes de la cromatografia tipo FPLC, empleando
20 plL de cada una de ellas. Se empled como control plasma rico en plaguetas
sin ningln aditivo, el cual arrojé el patrdn caracteristico de la agregacion
plaquetaria (figura 3). La subfraccion 3 de la fraccidon 3 fue la Unica capaz de
inhibir completamente la agregacién plaquetaria (figura 4). Se establece por
lo tanto que esta subfraccion posee una actividad antiagregante compatible

con la de una disintegrina.
4. Reproduccién del aislamiento de la disintegrina.
Una vez identificada la subfraccidn con actividad disintegrina, se

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

este nuevo gradiente se recuperd dicha fraccidn en repetidas ocasiones
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(figura 9). Se logré demostrar la actividad antiagregante para 12 subfracciones 3t

aisladas de este modo (figura 6).

5. Caracterizaciéon electroforética.

La electroforesis realizada en gel de poliacrilaimida (figura 7) permitid

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

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

6. Secuencia N-terminal

Se lograron determinar los primeros 11 aminodcidos de la secuencia N-

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

NH2~ EAGEECDCGTE

Esta secuencia es practicamente idéntica a la de otras disintegrinas

aisladas de venenos de serpientes (figura 8).

7. Determinacién del IC 50

Para calcular el IC 50, se determind el porcentaje en que inhibian la

agregacién plaquetaria diferentes concentraciones de botrasperina. Los

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

(figura 9). Segin la ecuacidon de la recta, y = 0.7047x + 14.515, se determind

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

Tabla 3. Inhibicidn de la agregacion plaguetaria producida por diferentes

concentraciones nanomolares de botrasperina

Concentraciéon (nM) Porcentaje de inhibicion
360 100%
90 81%
45 4%
36 37%
18 30%
) 21%

B. Aislamiento y caracterizacion parcial de una
fosfolipasa acida con accién antiagregante sobre plaquetas

del veneno de B. asper (terciopelo)

1. Separaciéon cromatogrdfica del veneno por filtracidn en gel

Sephadex G-50.

El veneno completo fue separado mediante una cromatografia de
filtracidn en gel Sephadex G-50, obteniéndose cuatro fracciones (figura 1). Se

decidié recromatografiar bajo las mismas condiciones la fraccién 3, en la cual



previamente se habia hallado la actividad antiagregante, con el fin de 3

separar sus componentes de acuerdo a su peso molecular. La fraccidn 3 se
separd en tres nuevas fracciones (figura 10). Se selecciond la fraccién 2
producto de esta recromatografia, debido a que correspondia a los

componentes de peso molecular intermedio.

2. Separacidn por cromatografia tipo FPLC en columna mono-Q de la

fraccion obtenida por filtracion en gel.

La fraccidn 2 obtenida mediante la recromatografia de la fraccion 3
original fue separada en el sistema FPLC empleando el mismo gradiente
opftimizado para el adislamiento de la botrasperina. Se obtuvo una subfraccion

con un patrén cromatografico similar al de la botrasperina (figura 11).

3. Identificaciéon de la actividad antiagregante.

Mediante una prueba de agregacion plaguetaria se determind que la
subfraccién con un patrén cromatografico similar a la botrasperina es capaz
de inhibir la agregacién plaquetaria, aungue con una potencia menor que la

de la boftrasperina (figura 12).
4. Determinacion de la actividad fosfolipasa
Mediante el método de hemdlisis radial se determind que la subfraccion

con un patrdn cromatogréfico similar a la botrasperina posee actividad

fosfolipasa. El halo de hemdlisis para esta subfraccidn fue en promedio de 25
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mm, mientras que el control positivo (miotoxina Il de B. asper) presentd un halo

de hemdlisis de 14 mm. Este resultado permite establecer que dicha
subfraccidn corresponde a una fosfolipasa dcida con acién antiagregante

sobre plaguetas.

5. Caracterizacién electroforética.

La electroforesis realizada en gel de poliacrilalmida (figura 13) permitié
establecer que la fosfolipasa dcida con accidén antiagregante sobre plaquetas
presente en el veneno de Bothrops asper es un mondmero con un peso

molecular de aproximadamente 14500 gramos/mol.

6. Secuencia N-terminal

Se lograron determinar los primeros 25 aminodcidos de la secuencia N-

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

NHZ2 — ELFELXCDILQETNXCCAXDYGWYGC

Esta secuencia presenta una gran homologia con otras fosfolipasas

aisladas de venenos de serpientes.

7. Determinacion del IC 50



Para calcular el IC 50, se determind en que  porcentaje inhibian la %

agregaciéon plaquetaria diferentes concentraciones de fosfolipasa dcida. Los

resultados se resumen en la Tabla 4.

Tabla 4. Inhibicidn de la agregacion plaguetaria producida por diferentes

concentraciones nanomolares de fosfolipasa dcida

Concentraciéon (nM) Porcentaje de inhibicion
511 51%
261 23%

Con base en estos resultados, se confecciond una curva de mejor agjuste
(figura 14). Segin la ecuacion de larecta, y = 0.112x - 6.232, se determind que

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

C. Determinacién de la accién antiagregante sobre

plaquetas y del IC 50 para un péptido sintético RGD.

Para calcular el IC 50, se determind en que  porcentaje inhibian la
agregacion plaguetaria diferentes concentraciones del péptido sintético RGD.

Los resultfados se resumen en la Tabla 5.
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Tabla 5. Inhibicién de la agregacidon plaguetaria producida por diferentes

concentraciones micromolares del péptido RGD

Concentracién (uM) Porcentaje de inhibicidn
103 71%
52 60%
40 46%
10 27%

Con base en estos resultados, se confecciond una curva de mejor ajuste
(figura 15). Segin la ecuacidn de la recta, y = 0.4614x + 24.469, se determind

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



DISCUSION Y CONCLUSIONES

Los venenos de serpientes estdn conformados por una compleja mezcla
de protfeinas y péptidos con una amplia gama de actividades bioldgicas.
Muchos de estos componentes interactian con el sistema hemostatico, ya sea
activando o inhibiendo el proceso de coagulacién (Meier y Stocker, 1991). En
los venenos de un sinnUmero de especies se han caracterizado componentes
capaces de inhibir especificamente el proceso de agregacién plaguetaria
(Markland, 1997). En esta investigacion se logré demostrar la presencia en el
veneno de Bothrops asper (terciopelo) de dos componentes distintos capaces

de inhibir la agregacién plaquetaria: una disintegrina y una fosfolipasa dcida.

En el aislamiento de estos componentes inicialmente se reqlizd una
separacidén del veneno total por filtracidn en gel Sephadex G-50. Se intentd
determinar cual de las fracciones obtenidas presentaba actividad
antfiagregante, con el fin de facilitar la purificacidn de los componentes
especificos responsables de dicha actividad. Sin embargo, las fracciones
obtenidas, con excepcidn de la fraccidn 4, provocaban la coagulacién del
plasma rico en plaquetas durante el pericdo de incubacion de la prueba de
agregacién. Por este motivo, para obtener las proteinas o péptidos con
actividad antiagregante fue necesario separar dichas fracciones en sus
diferentes constituyentes mediante el sistema de cromatografia FPLC. En esta
cromatografia FPLC se demostrd como en el veneno de Bothrops asper los

componentes que inhiben y activan el proceso de coagulacion se encuentran
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entremezclados, ya que en la fraccidn 3 se encontraron 2 subfracciones
capaces de inhibir la agregacién 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 cromatografia
FPLC, se puede determinar que a la concentracién analizada Unicamente la
disintegrina fue capaz de inhibir la agregacién plaquetaria por completo
(figuras 4 y 12), lo cual refleja su enorme potencia como agente

anfiagregante.

En este trabajo se logré disenar un protocolo efectivo para lograr la
identificacion y el aislamiento de una disintegrina del veneno de B. asper.
Dicho protocolo es relativamente sencillo, y mostrd ser reproducible en
repetidas ocasiones. Ademdads, permitid obtener la disintegrina en un grado de
pureza suficiente para redlizar su caracterizacion parcial y para definir su
actividad bioldgica, segin los objetivos de esta investigacién. Sin embargo,
para lograr la purificacidn absoluta de la disintegrina es necesario emplear
técnicas cromatograficas de mayor resolucidén, como cromatografia de fase
reversa tipo FPLC o HPLC, lo cual escapa a las posibilidades econdmicas y de

instrumentacion bajo las que se efectud este frabagjo.

Tradicionalmente las disintegrinas se han nombrado de acuerdo al
nombre cientifico de la especie de cuyo veneno se realizd el aislamiento. Por
este motivo, se decidi® nombrar a la disintegrina aislada del veneno de

Bothrops asper como botrasperina.
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En este trabajo se logré determinar la caracteristica acidica de la 39
disintegrina y la fosfolipasa aisladas, ya que ambos componentes fueron
obtenidos mediante una columna de intercambio catidnico Mono Q. Este es
un dato especialmente importante en el caso de fosfolipasa, debido a que es
la primera fosfolipasa de cardacter dcido identificada en el veneno de Bothrops

asper.

La secuencia N-terminal determinada para la botraperina es
practicamente idéntica a la de otras disintegrinas secuenciadas (figura 8}. La
mayor variabilidad entre las secuencias de disintegrinas de diferentes especies
se encuentra en los aminodcidos cercanos a la secuencia RGD, esto es, en la
region carboxilo-terminal, mientras que la secuencia amino-terminal es muy
conservada y es caracteristica de este tipo de moléculas (Scarborough et al,
1993a). Por esta razdn, el resultado obtenido en la secuenciacion de Ia

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

Las disintegrinas fradicionalmente se han dividido en tres grupos de
acuerdo a su tamano (Mclane et al, 1998). De acuerdo al peso molecular
obtenido para la botrasperina (aproximadamente 8000 dalton), v a la
alineacién de su secuencia con la de ofras 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

aminodcidos.

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

agregacién plaquetaria (IC 50) estd en un intervalo de 30 y 300 nanomolar



(Niewiarowski,1994). En el caso de la botrasperina, este pardmetro se calculéd 40
en aproximadamente 50 nanomolar. Por tanto, podemos concluir que la
disintegrina botrasperina aislada del veneno de B. asper es un potente

inhibidor de la agregacién plaquetaria.

En las cormidas electroforéticas que se realizaron a la botraspering, se
observé la presencia de una banda difusa con un peso molecular aproximado
de 14500 daltons (figura 7). Ya que el aislamiento de la botrasperina se realizd
con base en su punto isoeléctrico (pl), dicha banda debia corresponder a una
sustancia con un pl muy similar. Para caracterizar esta banda se decidid
recromatografiar mediante filtracidn en gel Sephadex G-50 la fraccién de la
cual se habia aislado la botraperina, con el fin de separar sus componentes de
acuerdo a su peso molecular. De esta nueva cromatografia se decidid
seleccionar la fraccidén con un peso molecular intermedio (fraccidn 2, figura
10). Esta fraccidn se separd en el sistema FPLC empleando el mismo protocolo
oplimizado para el aislamiento de la disintegrina. De esta manera se obtuvo
una subfraccidn con mayor peso molecular que la botrasperina pero con un
pl muy similar. La caracterizacidon de dicha subfraccidn permitid establecer
que se trataba de una fosfolipasa dcida con actividad antiagregante sobre
plaguetas. Por tanto es posible concluir que la banda difusa que se observa en
las electroforesis de la botrasperina comresponde a la fosfolipasa dcida, ya que
ambos agentes antiagregantes poseen un pl semejante. El hecho de que dos
sustancias distintas con una actividad bioldgica semejante tengan un pl

similar nos hace pensar que dicha caracteristica es importante para lograr

inhibir la agregacion plaguetaria.



La actividad enzimatica de la fosfolipasa fue muy grande, incluso mayor 41
gue la del control positivo empleado en la prueba (miotoxina 11l de B. asper).
Esto puede explicarse debido a que caracteristicamente las fosfolipasas

acidas poseen una actividad mayor que la de sus contrapartes bdsicas.

La fosfolipasa Geida no fue capaz de inhibir por completo la agregacion
plaguetaria con las concentraciones empleadas en las distintas pruebas de
agregacion. Sin embargo, en repetidas ocasiones esta proteina fue capaz de
disminvir el porcentaje de agregacién de las plaquetas humanas inducida por
ADP. El cdiculo del IC 50 amojé un valor en el orden de centenas de
nanomolar, el cual es lo suficientemente bajo para afirmar que esta fosfolipasa

posee una potente accidn antiagregante sobre plaquetas.

La secuencia N-terminal de la fosfolipasa dcida presenta una gran
similitud con la secuencia de otras fosfolipasas aisladas de venenos de
serpientes, especialmente con la miotoxina Il de Bothrops asper. Este resultado,
junto a su gran actividad enzimdtica y su IC 50, es suficiente para afirmar que
se logrd identificar la presencia de una fosfolipasa aGcida capaz de inhibir la
agregaciéon plaquetaria en el veneno de Bothrops asper. Ademds, los valores
calculados de IC 50 y peso molecular son muy similares a los de ofras

fosfolipasas con actividad antiagregante aisladas de venenos de serpientes

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

El péptido sintético RGD se empled 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



nanomolar. Este hecho demuestra que la botrasperina es un inhibidor de Ia
agregacion plaguetaria mds de mil veces mds potente que un péptido lineal
con la secuencia RGD. Esto se debe a la estructura tridimensional de las
disintegrinas y a los aminodcidos adyacentes a la secuencia RGD, todo lo
cual contribuye a optimizar el acceso de la secuencia RGD a sus moléculas

blanco.

Este trabajo de investigacidn demuestra contundentemente que el
veneno de Bothrops asper (terciopelo) posee una disintegrina, ya que sus
caracteristicas de peso molecular, punto isoeléctrico, patrén electroforético,
secuencia N-terminal e IC 50 son compatibles con las de otfras disintegrinas
agisladas de venenos de serpientes. Este es el aporte principal de este trabajo,
ya que hasta la fecha no se habia 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 diagndsticas de las disintegrinas, y a la importancia de la
secuencia RGD en un sinnUmero de procesos fisioldgicos que involucran la
interaccion de células entre si y con la matriz extracelular, este descubrimiento
representa la apertura de toda una nueva linea de investigacion en venenos
de serpientes en nuestro pais. Una vez determinada la presencia de
disintegrinas en el veneno de ferciopelo, queda pendiente determinar la
contribucién de este fipo de moléculas en la patogénesis del
envenenamiento, lo cual constituye aun un campo de investigacién

inexplorado en Costa Rica.
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FIGURAS
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Figura 1: Cromatografia de filtracién en gel (Sephadex G-50) de 250 mg de
veneno de B. asper (terciopelo), usando como solucién amortiguadora acido
acético 0.5M pH 1.8 y un flujo de 0.3 ml /minuto. La fraccion 3 corresponde a la

fraccion con actividad antiagregante.
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Figura 2: Cromatografia de intercambio idnico en columna mono Q y sistema
FPLC, de la fraccién 3 obtenida por filtracién en gel Sephadex G-50. Para la
elucion de las fracciones se uso un gradiente de solucion amortiguadora de
acetato de amonio, el cual incrementaba la concentracién de acetato de amonio
de aproximadamente 0.10M a 0.24M en 30 minutos. La fraccidn 3 se separd en

11 subfracciones, la subfraccién 3 corresponde a la disintegrina aislada.
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Figura 3: Actividad agregante del control de plasma rico en plaquetas usando

como inductor de la agregacién ADP.
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Figura 4: Inhibicion de la agregacion plaquetaria de un plasma rico en

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

como inductor de la agregacion.
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Figura 5: Cromatografia de intercambio i6nico en columna mono Q y sistema
FPLC de la fraccidn 3 obtenida por filtracion en gel Sephadex G50 empleando el
gradiente de acetato de amonio optimizado para el aislamiento de la

disintegrina. La botrasperina corresponde a la subfraccion 3.
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Figura 6: Inhibicion de la agregacion plaquetaria de un plasma rico en
plagquetas por la botrasperina aislada mediante el gradiente salino optimizado,

usando ADP como inductor de la agregacion.



R 1
A B C A
=
- 3
- I
172 -
148'62 - 44
63 -
256

Figura 7: Electroforesis de la fraccion proteica correspondiente a la
disintegrina aislada del veneno de B. asper, (SDS) gel de poliacrilamida con
duodecil sulfato de sodio para péptidos. En la linea A se encuentran marcadores
de muy bajo peso molecular, en la linea B la disintegrina y en la linea C

marcadores de bajo peso molecular.
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EAGEECDCGTE Botrasperina Bothrops asper

EAGEECDCGTP Cerastina Crotalus cerastes cerastes
EAGEECDCGSP Lutosina Crotalus viridis lutosus
AGEECDCGSP Crotatroxina Crotalus atrox
EAGEECDCGTP Jararacina Bothrops jararaca
AGEECDCGSP Durisina Crotalus durissus durissus
EAGEECDCGAP Laquesina Lachesis mutus
EAGIECDCGSL Molossina Crotalus molossus molossus
AGEECDCGSP Viridina Crotalus viridis viridis
EAGEECDCGSP Cereberina Crotalus viridis cerebelus
AGEECDCGSP Basilicina Crotalus basilicus

Fuente: Scarborough et al, 1993a

Figura 8: Secuencia amino terminal de la disintegrina botrasperina y su
comparacion en identidad con otras disintegrinas aisladas del veneno de

serpientes americanas.
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Figura 9: Recta de mejor gjuste empleada para el cdlculo del IC 50 de la disintegrina
botrasperina
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Figura 10: Recromatografia de filtracion en gel (Sephadex G50) de la fraccion
3, en la cual previamente se habia identificado la actividad antiagregante. Se
usé como solucién amortiguadora de equilibrio y elucién, acido acético 0.5M pH
1.8 y un flujo de 0.3 mi/minuto. La fosfolipasa acida fue aislada a partir de la

fraccion II obtenida en esta cromatografia.
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Figura 11: Cromatografia de intercambio idnico en columna mono Q y sistema
FPLC, de la fraccién 2 de la recromatografia de filtracién en gel Sephadex G50
de la fraccidén con actividad antiagregante. Para la elucién de las fracciones se
usd un gradiente de solucién amortiguadora de acetato de amonio de

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

la fosfolipasa acidica aislada.
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Figura 12: Inhibicion de la agregacion plaquetaria de un plasma rico en

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

ADP como inductor de la agregacion.



Figura 13: Electroforesis de la fraccion proteica correspondiente a |la
fosfolipasa acidica aislada del veneno de B. asper, (SDS) gel de poliacrilamida
con duodecil sulfato de sodio para péptidos. En linea A se encuentran

marcadores de muy bajo peso molecular, en linea B la fosfolipasa purificada.



Figura 14: Recta de mejor gjuste empleada para el cdlculo del IC 50 de la fosfolipasa
acida

y=0.112x - 6.232

100 200 300 400 500 600

(\(\ﬂ(‘ﬁhfrﬁr‘if’\n In~nAra Al



ltancia

Transm

Tiempo

Figura 15: Inhibicion de la agregacién plaquetaria de un plasma rico en
plaquetas por el péptido sintético RGD, usando ADP como inductor de la

agregacion.



Figura 16: Recta de mejor gjuste empleada para el cdlculo del IC 50 del péptido
sintético RGD
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