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RESUMEN

En esta investigacion se determiné la capacidad de la aspercetina y de las
metaloproteinasas, dos toxinas aisladas del veneno de Bothrops asper, de inducir un efecto
trombocitopénico. Para esto se utilizaron mezclas complejas, las cuales fueron inyectadas
por via intravenosa en diferentes grupos de ratones de la cepa CD1con un peso de 18-22
gramos. Una hora después de la inyeccion los animales se sangraron del plexo retrorbital y
se realizé el recuento de plaquetas circulantes/pL en sangre por medio del método de Rees-
Ecker. Como primer paso se determind la inhibicion de la actividad trombocitopenica de la
aspercetina utilizandé anticuerpos anti-aspercetina, lograndose una inhibicion de un 14%.
Posteriormente, se evalué el papel de las metaloproteinasas en el efecto trombocitopénico,
para esto se utiliz0 el batimastat, un inhibidor sintético de las metaloproteinasas,
obteniéndose de esta forma una inhibicén de la actividad trombocitopénica de un 38%.
Luego se estudié la accién conjunta de ambas toxinas, utilizando al mismo tiempo
batimastat y anticuerpos anti-aspercetina, se observo una inhibicion del efecto de un 33%.
No obstante el grado de inhibicién de la actividad trombocitopenica esperado era mayor al
que se obtuvo, esto se puede deber a: a)la variabilidad fisiologica del nimero de las
plaquetas entre los animales de experimentacion, que se refleja en el error del método, b)
que el batimastat inhibiendo a las moléculas tipo aspercetina. Se observé que la accion
trombocitopenica inducida por el veneno de B. asper no se inhibe completamente con los
anticuerpos anti-aspercetina y con el batimastast, lo que indica que existen otras toxinas que

inducen un efecto trombocitopénico. Se determiné la accién potenciadora de la aspercetina

en ¢l efecto hemorragico inducido por la BaP1, una metaloproteinasa aislada del veneno de

v




B. asper, utilizando un grupo de ratones de la cepa CD1de 18-22 gramos, a los cuales se les

inyectd por via intravenosa una solucién de aspercetina y dos horas después por via
intradérmica una dosis de la BaP1, los animales se sacrificaron y se determind el efecto
hemorragico siguiendo la metodologia descrita por Kondo er al., (1960) modificado por
Gutiérrez et al., (1985), obteniéndose que la aspercetina es capaz de potenciar la accion
hemorragica producida por las metaloproteinasas. Por altimo, se determiné 1a presencia de
moléculas antigénicamente similares a la aspercetina en diferentes venenos de serpientes de
la familia Viperidae que se encuentran en nuestro pais utilizando Western blotting,
observandose multiples bandas de reaccién en la mayoria de ellos, esto apoya la
observacién clinica frecuente de cuadros trombocitopénicos que se presenta en los

pacientes que sufren un accidente ofidico.



CAPITULO L.

INTRODUCCION

Segtin la OMS cada aiio ocurren 300.000 mordeduras de serpientes, y de estas, entre
30.000 y 40.000 personas fallecen (Chippaux, 1998). Este alto niimero de muertes hace del

accidente ofidico un importante problema de salud publica.

La inmensa mayoria de las mordeduras producidas en Costa Rica son ocasionadas
por serpientes de la familia Viperidae, donde mas del 50% de los casos pueden ser
atribuidos a Bothrops asper, observandose que la trombocitopenia es uno de los hallazgos

de laboratorio que se presenta con alta frecuencia (Gutiérrez, 1995).

Los venenos de las serpientes de la familia Viperidae son sustancias muy complejas,
contienen una gran variedad de componentes proteicos y peptidicos con actividad bioldgica
muy diversa; un gran nimero de esas proteinas afectan la hemostasia (Markland, 1997).
Algunas de estas protefnas que afectan la hemostasia son enzimas como las
metaloproteinasas, otras en cambio no tienen funcién enzimatica como las que pertenecen

al grupo de las lectinas tipo-C (Braud ef al., 2000).

Entre los mecanismos mas estudiados por medio de los cuales las metaloproteinasas
mterfieren con la hemostasia estan: (A) la induccién de la hemorragia (Bjarnason & Fox,
1994), (B) la hidrolisis del fibrindgeno, el cual es un cofactor importante de la agregacion
plaquetaria y de los mecanismos de coagulacion sanguinea (Hawiger et al., 1982),y (C) la

mhibicion de la agregacion plaquetaria (Kamiguti et al., 1996).




El batimastat es un peptidomimético que inhibe la accién de las metaloproteinasas
debido a que mimetiza el sitio de corte de la colagenasa, ademas posee un acido
hidroxamico el cual se une al zinc muy efectivamente (Brown & Whittaker, 1998). En esta
investigacion el batimastat fue utilizado como herramienta para estudiar el papel de las

metaloproteinasas del veneno de B. asper en la trombocitopenia producida por este.

La aspercetina, una proteina aislada del veneno de B. asper, es un heterodimero que
pertenece a la familia de las lectinas tipo C, la cual induce agregacion plaquetaria mediada
por la interacciéon con el factor de von Willebrand, seguida por la unién de este factor
plasmatico al receptor de plaquetas GPIb (Rucavado et a{., 2001). Esta induccion de la
agregacion plaquetaria produce trombocitopenia marcada cuando la proteina es inyectada

por via intravenosa en ratones (Rucavado et al., 2001).

En este estudio se definieron cuatro objetivos especificos:

1) Investigar el papel de la aspercetina en el efecto trombocitopénico
inducido por el veneno de B. asper.

2) Evaluar el papel de las metaloproteinasas hemorragicas y no hemorragicas
del veneno de B. asper, en el efecto trombocitopénico inducido por dicho
veneno.

3) Estudiar el posible papel potenciador de la aspercetina, una toxina
inductora de trombocitopenia sobre la hemorragia inducida por BaP1 una
metaloproteinasa aislada del veneno de B. asper.

4) Determinar la presencia de moléculas antigénicamente similares a la

aspercetina en diferentes venenos de serpientes de la familia Viperidae.



Hasta el momento existen muy pocos estudios sobre los mecanismos que producen
el efecto trombocitopénico observado en los accidentes ofidicos producidos por B. asper,
de ahi la importancia de realizar este estudio, ya que permite identificar el papel de los

algunos de los diferentes componentes del veneno, implicados en dicho efecto.




CAPITULO I1.

ANTECEDENTES

Los venenos de serpientes son mezclas complejas de proteinas y péptidos que
contienen diferentes actividades biologicas, participando muchas de estas en la alteracion
de la hemostasia, afectando principalmente las vias de coagulacion, las células endoteliales

y las plaquetas (Markland, 1997)

2.1 Metaloproteinasas hemorragicas.

La producciéon de hemorragia, tanto a mivel local como sistémico, es una de las
manifestaciones mas importantes vistas en el accidente ofidico por los venenos de las

serpientes de la familia Viperidae (Bolafios, 1982)

Esta alteracion se debe principalmente a la presencia de toxinas hemorrdgicas y
proteoliticas, las cuales tienen la capacidad de destruir los vasos sanguineos de pequefio
calibre y se encuentran incluidas dentro del grupo de las metaloproteinasas. La mayoria de
estas enzimas son dependientes de zinc (Hati ef al., 1999) y son glicoproteinas acidicas o
ligeramente basicas, cuyos pesos moleculares son muy variados, van desde 22 kDa hasta

100 kDa (Bjarnason & Fox, 1994).

Las metaloproteinasas se clasifican en cuatro clases, segin su secuencia de
aminoacidos (Bjarnason & Fox, 1994). La clase P-I son metaloproteinasas que a nivel de la

secuencia de aminoacidos presentan un dominio zimogeno y un dominio metaloproteinasa,



poseen pesos moleculares entre 20 y 30 kDa. La clase P-II son toxinas que tienen un
dominio zim6geno, un dominio metaloproteinasa y una secuencia tipo disintegrina, poseen
pesos moleculares intermedios, entre 30 y 50 kDa. La clase P-III son aquellas que tienen un
dominio zimdgeno, una secuencia metaloproteinasa, una secuencia tipo disintegrina y una
secuencia rica en cisteinas, sus pesos moleculares oscilan entre 50 y 80 kDa, son las
metaloproteinasas que presentan la mayor actividad hemorragica. Por tltimo, se propone
que existe una clase adicional P-IV con pesos moleculares entre 60 y 90 kDa cuya
secuencia de aminoacidos contiene un dominio zimogeno, una secuencia metaloproteinasa,

una secuencia tipo disintegrina, una secuencia rica en cisteinas y un domino tipo lectina.

Hasta este momento, han sido aisladas y caracterizadas del veneno de B. asper
varias toxinas con actividad hemorragica: BaH1, BH2, BH3 (Borkow et al., 1993), BaP1

(Gutiérrez et al., 1995) y BaH4 (Franceschi et al., 2000)

BaPl es una metaloproteinasa que posee una débil actividad hemorragica pero
degrada potentemente componentes de matriz extracelular como laminina, coldgeno tipo I'V
y fibronectina. Estos hallazgos sugieren que esta toxina afecta de manera indirecta la
integridad de la microvasculatura, causando la desorganizacion de la lamina basal. Ademas,
contribuye al desarrollo de la hemorragia ya que posee actividades farmacologicas que
afectan los mecanismos de la coagulacién sanguinea, y la inyeccion intravenosa en
animales de experimentacion induce a una disminucion del mimero de plaquetas circulantes

en sangre y un aumento en los tiempos de coagulacién (Rucavado et al., 1995)

La actividad hemorragica de estas toxinas dependen de su actividad metaloproteasa,

por lo tanto la inhibicién de esta actividad es fundamental para neutralizar la hemorragia.




Se han desarrollado compuestos sintéticos que inhiben esta actividad ligando la molécula
de zinc del sitio activo, lo que impide la unién al sustrato y, por consiguiente, su proteolisis.
La mayoria son estructuras peptidicas que interactian especificamente con las enzimas,
poseen un grupo que liga el zinc catalitico, como clorometil, piroglutamato e hidroxamato

(Bjarnason & Fox, 1994)

El batimastat o BB-94 ([4-(N-hidroxiamonio-2R-Isobutil-3S(Tieniltiometil)-
succinil]-L-fenilalanina-N-Metilamina) es un hidroximato pseudopéptidico que mimetiza la
secuencia al lado derecho del sitio de corte de la colagenasa, contiene un acido hidroxamico
el cual ha mostrado ser un grupo de union muy efectivo del zinc (Brown & Whittaker,
1998). Se ha demostrado que este compuesto tiene la capacidad de inhibir la actividad
proteolitica y los efectos toxicos locales inducidos por BaPl, una metaloproteinasa

hemorragica aislada del veneno de la serpiente B. asper (Escalante et al., 2000)

2.2 Lectinas tipo-C

Las moléculas tipo-C lectinas de los venenos de serpientes son un grupo grande de
proteinas, compuestas por dos cadenas (o y B) unidas por un enlace disulfuro, entre las
cuales existe un dominio activo (Clemetson ef al., 1998). Algunas de estas lectinas son
calcio dependiente (Ozeki ef al., 1994), otras tienen accion anticoagulante ya que se unen a
los factores IX y X de la coagulacion (Atoda et al, 1989) y otras interactian
especificamente con los receptores de las plaquetas, induciendo la activacion o inhibicion

de las mismas (Clemetson et al., 1998).



La alteracion en la funcién o la disminucién en el niimero de plaquetas, constituye
una de las manifestaciones patologicas mas frecuentes en los envenenamientos por
serpientes de la familia Viperidae, dando probablemente como resultado la exacerbacion de
la hemorragia local y sistémica producida por la accién primaria de las metaloproteinasas

hemorragicas (Bjarnason ef al., 1994).

El desarrollo de una trombocitopenia es observado en muchos de los pacientes que
sufren una mordedura por B. asper (Gutiérrez, 1995). Recientemente, Rucavado et
al.(2001) describieron en €l veneno de B. asper la presencia de una proteina llamada
aspercetina, la cual induce la agregacion plaquetaria en presencia de plasma o del factor de

von Willebrand (VWF).

La aspercetina es un heterodimero con un peso molecular de 29,759 Da y un pl 5,0.
posee una secuencia N-terminal que presenta homologia con las lectinas tipo-C de los
venenos. Si se inyecta por via intravenosa en ratones induce trombocitopenia de manera
dosis dependiente, lo que sugiere que cumple un rol importante en las alteraciones de la

hemostasia en los envenenamientos producidos por B. asper (Rucavado et al., 2001)

Del mismo modo que la aspercetina, proteinas como la Botrocetina de Bothrops
Jjararaca (Read et al., 1978) y la Bitiscetina de Bitis arietans (Hamako et al., 1996), se
unen al vWF, provocando a su vez la interaccion de este factor con el receptor GPIb en las

plaquetas induciendo agregacion plaquetaria (Read ef al., 1978).




CAPITULO I11.

MATERIALES Y METODOS

3.1 Venenos e inhibidor

El veneno de Bothrops asper que se utilizd en la mayoria de los experimentos a
continuacion descritos, fue obtenido de ejemplares adultos de la region del Pacifico de
Costa Rica, del mismo modo los venenos de Bothrops asper region del Atlantico,
Cerrophidium godmani, Bothriechis schlegelii, Bothriechis lateralis, Atropoides nummifer,
Atropoides picadoi, Porthidium ophryomegas, Porthidium nasutum, Agkistrodon
bilineatus, Lachesis muta, Crotalus durissus durissus fueron obtenidos de ejemplares
mantenidos en cautiverio en el serpentario del Instituto Clodomiro Picado. El veneno de
Bothrops jararaca una especie brasilefia se obtuvo, como donacién del Instituto Butantan

(Sao Paulo, Brasil).

El batimastat, un inhibidor peptidlomimético de metaloproteinasas, utilizado en
algunas de las pruebas fue proporcionado por la British Biotech Pharmaceuticals Ltd,
Cowley, Oxford, Reino Unido. Las diluciones utilizadas de batimastat se prepararon por
medio de una sonicacion en solucion salina amortiguada con fosfatos (PBS: 150 mM NaCl,

1,5 mM NaH,PO,, 8,1 mM Na,HPO, ) pH 7,2 conteniendo 0,01% de Tween 80.



3.2 Aislamiento de la aspercetina y BaP1

El aislamiento de la aspercetina se llevd a cabo segin lo describe Rucavado et al.,
(2001) utilizando cromatografia de intercambio iénico en DEAE-Sepharose y
cromatografia de afinidad en Affi-Gel Blue. Su pureza se demostré por medio de una
electroforesis en gel de poliacrilamida con duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) al 12 %

bajo condiciones reductoras con 2-mercaptoetanol (Laemmli, 1970).

La metaloproteinasa BaPl1 se obtuvé siguiendo la metodologia descrita por
Gutiérrez et al., (1995) en el cual se realiza una cromatografia en CM-Sepharose C-50,
seguida de filtracion en gel en Sephacryl S-200 y por 1ltimo una cromatografia de afinidad

en Affi-Gel Blue. Su homogenidad se demostr6 de la misma forma que para la aspercetina.

3.3 Produccion de anticuerpos anti-aspercetina

Se utiliz6 un conejo de aproximadamente 700 gr al cual se le aplico el siguiente

esquema de inmunizacion:

Dia Dosis de aspercetina Adyuvante Via de
(mg) administracién
1 0,1 Freund Completo intramuscular (i.m.)
15 0,1 Freund Incompleto subcutanea (s.c)
30 0,1 alginato de sodio s.C.
45 0,1 alginato de sodio s.C.
60 0,2 alginato de sodio s.C.
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75 0,2 alginato de sodio S.C
90 0,5 Freund Incompleto im.
105 0,5 Freund Incompleto im.
120 0,5 alginato de sodio s.C.
135 0,5 Freund Incompleto im.
150 0,5 Freund Incompleto im.

Una semana después de finalizado el periodo de inmunizacién, se procedié a
sangrar al conejo, a separar el suero y a evaluar el titulo de anticuerpos. El titulo de
anticuerpos se evalué por medio de una doble inmunodifusion en gel (Ouchterlony et al.,
1986), en la cual se utilizé un gel de agarosa al 1% en PBS pH 7,2. El gel se perforé con
pozos de 3 mm utilizando un patron hexagonal y una perforaciéon central. En los pozos
periféricos se colocaron 30 pL del antisuero sin diluir o diluciones dobles del mismo, y en
el pozo central se colocaron 30 pL de una solucién de aspercetina 1,4 mg/mL. La placa se
dejé en camara humeda a temperatura ambiente durante 24 horas, sobre una superficie
nivelada. Para evidenciar la formaciéon de bandas se procedié a lavar el gel con PBS pH 7,2,

teftirlo con negro almidén y luego decolorarlo con 4cido acético al 5%.

La fraccién de IgG del suero, se purificé posteriormente, por medio de una
precipitacion con acido caprilico (Tijssen, 1985). Esta consistié en diluir el suero 1:2 con
acetato de sodio 0,06 M pH 4,0. Luego se agregé gradualmente y con agitacién fuerte, 6,8 g
de acido caprilico. Se dejaron 30 minutos mads en agitacion y pasado este tiempo se
centrifugd y se recogi6 el sobrenadante, ajustando luego el pH a 7,2 con NaOH 1 M. Por

ultimo, se realizé una didlisis contra PBS pH 7,2 elimindndose de este modo las sales de
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precipitacion final. La concentracion final de anticuerpos se calculé midiendo la
absorbancia de la solucion obtenida a 280 nm en una cubeta de 1cm de profundidad y
tomando en cuenta el coeficiente extincion de 1,30 para una solucién de IgG de conejo de

Img/mL.

Para verificar la capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-aspercetina de
conejo se utiliz6 una dosis de aspercetina de 40 pg capaz de inducir trombocitopenia en
ratones (Rucavado et al., 2001), la cual se preincubé a 37 °C por 30 minutos con los
anticuerpos anti-aspercetina (12 mg/mL). Posteriormente, la mezcla fue inyectada por via
intravenosa (1.v.) en de la vena caudal a un grupo de tres ratones de la cepa CD1 (18-22 g).
Como controles se utilizaron ratones inyectados i.v. con (a) 40 ug de aspercetina en 100 puL
de PBS, para obtener el niimero de plaquetas que quedan libres en la circulacion, (b) otros
tnicamente con 100 pl. de PBS, para obtener el recuento normal de plaquetas
circulantes/ul. en sangre. Una hora después de la inyeccion los animales se anestesiaron
por inhalacion de éter y luego se sangraron del plexo retrorbital, utilizando citrato de sodio
al 3,8 % como anticoagulante en una proporcion de 1:9. El recuento de las plaquetas

circulantes se llevo a cabo siguiendo el método de Rees-Ecker (Sdenz et al., 1987).

3.4 Determinacion de la dosis trombdcitopénica 50% (DT50%) del

veneno de B. asper Pacifico (P)

Para la determmacion de la DT50%, definida como Ia cantidad de veneno que

induce una disminucién del 50% del nimero de plaquetas circulantes/uL en sangre de



12

ratones, se prepararon soluciones del veneno de B. asper (P) de 1,8 pg, 7,5 ngy 30 pg
disueltas en 100 pL. de PBS. Estas cantidades nos aseguran la induccién de una
trombocitopenia en los animales sin que se produzca su letalidad. Cada mezcla se inyectd
en un grupo de cuatro ratones de la cepa CD1 (18-22 g) por via i.v. en la vena caudal.
Como controles se utilizaron ratones inyectados con 100 pL de PBS, obteniéndose el valor
normal del nimero de plaquetas circulantes/ul en sangre. Una hora después de la
inyeccion del veneno los animales se anestesiaron con éter y se sangraron del plexo
retrorbital, utilizando como anticoagulante citrato de sodio al 3,8% en proporcion de 1:9.
Posteriormente se realizo el recuento de plaquetas circulantes utilizando la metodologia de

Rees Ecker descrita por Saenz et al.(1987)

3.5 Estudio del papel de la aspercetina y de las metaloproteinasas en

el efecto trombocitopénice inducido por el veneno de B. asper (P)

El estudio del papel que desempeiian la aspercetina y las metaloproteinasas en el
efecto trombocitopénico, se llevé a cabo in vivo utilizando grupos de cuatro ratones de la

cepa CD1 de 18 a 22 gramos de peso. Se realizaron tres tipos de experimentos:

(a) Se prepararon suspensiones de batimastat, un inhibidor sintético de las
metaloproteinasas, de 5 uM, 20 uM y 40 uM, los cuales fueron incubadas a 37°C por 30

minutos, con una concentracion de 20 pg/uL del veneno de B. asper. Posteriormente 100

uL de cada una de las mezclas fueron inyectadas por via i.v. en la vena caudal al grupo de
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cuatro ratones. Este experimento se realizo para estudiar el papel de las metaloproteinasas

en el efecto trombocitopénico del veneno de B. asper.

(b) Se prepar6 una mezcla que contuviera una concentracion de 20 pg/pl del
veneno de B. asper (P) con la preparacion de IgG de conejo anti-aspercetina (12 mg/mL), la
cual neutraliza completamente la actividad trombocitopénica de 40 pg de aspercetina. Se
preincubaron a 37°C por 30 minutos, al cabo de este tiempo se inyectaron por via i.v. en la
vena caudal a los animales. Este experimento se realizO para estudiar el papel de la

aspercetina en el efecto trombocitopénico del veneno de B. asper.

(c) Se preparé una mezcla de 100 pL. que contuviera: 40 uM de batimastat, dosis
que presentd mayor inhibicion del efecto trombocitopénico inducido por al veneno de la B.
asper (P), mas la concentracion de anticuerpos (12 mg/mL) anti-aspercetina que neutralizé
completamente la actividad trombocitopénica de 40 ug de aspercetina, y una concentracion
del veneno de 20 pg/uL. La mezcla se incubd por 30 minutos a 37°C. Este experimento se
realizé para estudiar el papel conjunto de la aspercetina y las metaloproteinasas en el efecto

trombocitopénico producido por el veneno de B. asper.

Una hora después de la inyeccion i.v. de cada una de las mezclas anteriores se
procedié a anestesiar los animales con éter y a sangrarlos del plexo retrorbital utilizando
como anticoagulante citrato de sodio al 3,8% en una proporcién de 1:9. Seguidamente se
llevaron a cabo los recuentos de plaquetas circulantes utilizando el método mencionado de

Rees Ecker descrito por Saenz et al. (1987)
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En todos los experimentos se utilizaron como controles: (a) un grupo de ratones que
se inyectaron solamente con una concentracion de 20 pg/ul. del veneno, para obtener el
niimero de plaquetas que quedan libres en la circulacion, (b) y otros unicamente con 100

uL de PBS, para obtener el recuento normal de plaquetas circulantes/uL en sangre de raton.

3.6 Estudio del posible papel de la aspercetina como elemento

potenciador del efecto hemorrigico inducido por BaP1.

Para evaluar si Ia aspercetina es capaz de potenciar la accion hemorragica de la
BaP1, una metaloproteinasa aislada del veneno de B. asper, se utilizaron grupos de cinco
ratones de la cepa CD1 (18-22 g), los cuales recibieron por via i.v. en la vena caudal una
dosis de aspercetina de 140 pg disueltos en 100 uL. de PBS. Dos horas después se les
administré por via intradérmica (i.d.) en la region ventral abdominal, una dosis de 50 pg de
BaP1 disueltos en 50 uL de PBS pH 7,2, cantidad capaz de producir una hemorragia leve

(Gutiérrez et al., 1995)

Como controles se utilizaron (a) un grupo de ratones que recibieron la inyeccion i.v.
de 100 pL de PBS pH 7,2 y dos horas después la inyeccion i.d. de 50 pg de BaPl, y (b) un
grupo que recibid la dosis i.v. de aspercetina y a las dos horas 50 uL. de PBS por via i.d.
Dos horas después de la inyeccion de BaPl, los animales se sacrificaron por dislocacion
cervical y se determiné el efecto hemorragico siguiendo la metodologia descrita por Kondo
et al., (1960) modificada por Gutiérrez et al (1985) donde la piel es removida para medir el

area de hemorragia en el lado interno de la piel.
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3.7 Deteccion de la presencia de moléculas antigénicamente
similares a la aspercetina en otros venenos de serpientes de la familia

Viperidae.

Paia detectar la posible presencia de moléculas antigénicamente relacionadas con la
aspercetina en otras especies de la familia Viperidae, se llevo a cabo un Western blotting,
utilizando los venenos Bothrops asper tegion del Atlantico, Cerrophidium godmani,
Bothriechis schlegelii, Bothriechis lateralis, Atropoides nummifer, Atropoides picadoi,
Porthidium ophryomegas, Porthidium nasutum, Agkistrodon bilineatus, Lachesis muta,
Crotalus durissus durissus. Como controles se utilizaron una solucion del veneno de B.
asper (P) y una solucion de aspercetina, todos se utilizaron en una concentracion de
Img/mL.

Los componentes de los diferentes venenos se separaron electroforéticamente por
SDS-PAGE (Laemmli, 1970), utilizando geles homogéneos de poliacrilamida al 15% y en
condiciones reductoras con 2-mercaptoetanol corridos a 180 V. La inmunodeteccion
(Towbin et al., 1979) se realizé transfiriendo a membranas de nitrocelulosa las proteinas
separadas, utilizando una cdmara de transferencia a 50 V y durante 24 horas.
Posteriormente, se realizo una tincion con Ponceau S a la membrana de nitrocelulosa para
evaluar la eficacia de la transferencia y marcar los estindares de pesos moleculares. Se
bloquearon los sitios libres con albumina sérica al 2% en PBS por 30 minutos. Luego, se le
agregaron los anticuerpos producidos en conejo especificos contra la aspercetina en una

dilucion 1: 600 en la solucion de lavados, la cual consiste en albumina al 0,1% en PBS. Se

incubd durante 24 horas y al cabo de este tiempo, se procedio a detectar la presencia de
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anticuerpos unidos con un conjugado IgG-peroxidasa diluida 1:1000 en solucién de
lavados, que se incubé por una hora. Por dltimo, se reveld la presencia de bandas de
reaccion utilizando como sustrato 4-cloro-1-naftol. La reaccion se detuvd descartando la

solucion de sustrato y lavando la hoja con abundante agua destilada.

3.8. Analisis estadistico.

En aquellos casos en que fue necesario comparar resultados entre grupos de estudio

se us6 como prueba estadistica la t student considerando como significativas las diferencias

entre dos grupos cuando p <0,05. Para este analisis se utiliz6 el programa estadistico Instat.
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CAPITULO IV

RESULTADOS

4.1 Produccion de anticuerpos anti-aspercetina en conejo.

Con el fin de evaluar el papel de las moléculas tipo aspercetina en el efecto
trombocitopénico inducido por el veneno de la B. asper (P), se produjeron anticuerpos anti-

aspercetina en un cone;jo.

La capacidad neutralizante de estos anticuerpos se evalu6 tal y como se describe en
materiales y métodos. Los valores correspondientes a los recuentos de plaquetas circulantes
en sangre de animales inyectados por via iv. con una mezcla de aspercetina mis

anticuerpos anti-aspercetina se muestran en la figura 1.

En lo que respecta a los valores de los recuentos de plaquetas en los animales
control se tiene que, los inyectados solamente con 40 pg de aspercetina en 100 plL. de PBS
mostraron un valor de 196 x 10° /uL + 17 x 10° una hora después de la inyeccion, y los que
recibieron tnicamente 100 pL de PBS mostraron un valor basal de 1332 x 10° /uL + 50 x
10°. Los animales inyectados por via intravenosa con una mezcla de 40 pg de aspercetina
en 100 pL de PBS pH 7,2 y anticuerpos anti-aspercetina 12 mg/mL, mostraron un recuento
de plaquetas circulantes significativamente mayores (p < 0,05) con respecto al valor de los

controles de aspercetina.
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4.2 Determinacion de la dosis trombocitopénica 50% (DT 50%) del

veneno de B. asper Pacifico (P)

La dosis de veneno de B. asper que induce una disminuciéon del nimero de
plaquetas circulantes/puL de sangre en un 50% (DT 50%) corresponde a 6,0 pg. Este valor
se calculé con base a los recuentos de plaquetas/ul. de sangre obtenidos de animales
inyectados con diferentes dosis de veneno (1,8 ng, 7,5 pg, 30ug) comparandolos con un
grupo de ratones inyectados con PBS pH 7,2. Los ratones control en promedio tuvieron

recuentos de 833 x 103 /uL + 139x 10°.

4.3 Estudio del papel de la aspercetina y de las metaloproteinasas en

el efecto trombocitopénico inducido por el veneno de B. asper (P)

El batimastat, un ihibidor peptidomimético de las metaloproteinasas y los
anticuerpos especificos contra la aspercetina, fueron utilizados para determinar el efecto
trombocitopénico que producen las metaloproteinasas y la aspercetina dentro del inducido

por el veneno de B. asper (P).

4.3.1 Inhibicion por medio del batimastat de la actividad trombocitopénica

inducida per las metaloproteinasas del veneno de B. asper (P)

Al inyectar mezclas conteniendo 20,0 pg/uL del veneno completo de B. asper con
diferentes dosis de batimastat, se logré mhibir la accion trombocitopénica del veneno de

manera parcial. Como se puede observar en la figura 2, esta inhibicion es dosis



20

dependiente. La concentracion de 5 uM no disminuye la accién trombocitopénica del
veneno de manera significativa, pero las concentraciones mas altas 20 y 40 uM inhibieron

en forma significativa esta actividad trombocitopénica (p<0,05).

4.3.2 Neutralizacién utilizando anticuerpos anti-aspercetina de la actividad

trombocitopéniéa inducida por la aspercetina del veneno de B. asper (P)

El promedio del recuento de plaquetas circulantes/pL. en sangre de ratones (n=3)
inyectados con la mezcla de anticuerpos anti-aspercetina (12 mg/ml) y 20,0 pg/pL del
veneno, mostraron una moderada pero significativa inhibicion de la accion
trombocitopénica (p<0,05) después de una hora de inyectada la solucion por via
intravenosa al compararse con los animales control inyectados uUnicamente con una

concentracion 20,0 pg/ul. del veneno de B. asper (Figura 3).

4.3.3 Inhibicién conjunta del batimastat y anticuerpos anti-aspercetina del
efecto trombocitopénico inducido por las metaloproteinasas y la aspercetina del

veneno de B. asper (P)

La aplicacion por via intravenenosa de una mezcla de anticuerpos anti-aspercetina
(12 mg/mL), 20,0 pg/uL del veneno de B. asper y batimastat 40 pM a un grupo de tres
ratones, mostré un promedio del recuento de plaquetas circulantes/pL. de sangre de 824 x
10°/uL + 96 x 10°, después de una hora de inyectada la mezcla. Esta solucion induce a una
moderada pero significativa inhibicion del efecto trombocitopénico (p<0,05), si se compara
con el control de los animales inyectados solamente con veneno, como se observa en la

Figura 4.
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4.4 Estudio del posible papel de la aspercetina como elemento

potenciador del efecto hemorragico inducido por BaP1.

Se observé que la aspercetina es capaz de potenciar la hemorragia en la piel
inducida por la BaP1. En el grupo de ratones control inyectados por via intradérmica con 50
ug de BaPl se logré observar un area hemorragica en piel de 13,18 + 1,28 (Figura 5).
Cuando se inyecté 140 ug aspercetina por via i.v., y a las dos horas la inyeccion con 50 pg
de BaP1 por via i.d., el didAmetro de la hemorragia aumento significativamente (p<0,05). El
grupo control que recibié la dosis i.v. de aspercetina y 50 pL de PBS por via 1.d. no

presentd ninguna lesion hemorragica.

4.5 Deteccion de la presencia de moléculas antigénicamente
similares a la aspercetina en otros venenos de serpientes de la familia

Viperidae.

Con el fin de detectar la presencia de moléculas relacionadas antigénicamente con la
aspercetina en diferentes venenos, se realizO Western blotting. Cuando los venenos de
Bothrops asper de la region del Pacifico, Bothriechis lateralis, Atropoides nummifer se

probaron con anticuerpos anti-aspercetina se observo una unica banda de reaccién bien

definida con un peso molecular de 14 kDa ( Figura 6A).

Los venenos de Bothrops asper Atlantico, Bothrops jararaca, Bothriechis schegelii,

Porthidium ophryomegas, Porthidium nasutum mostraron varias bandas de reaccion con
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pesos moleculares entre 64 y 14 kDa. En los venenos Atropoides picadoi, Lachesis muta y
Crotalus durissus se observo una unica banda de reaccion, con pesos moleculares de 34, 13
y 11 kDa, respectivamente. Por ultimo, en los venenos de Cerrophidium godmani y
Agkistrodon bilineatus, no se obtuvieron bandas al hacerlos reaccionar con el suero anti-

aspercetina (Figura 6A, 6B).
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CAPITULO V.

DISCUSION Y CONCLUSIONES

La trombocitopenia es una de las manifestaciones patologicas mas frecuentemente
observadas en pacientes que han sufrido un accidente ofidico causado por Bothrops asper
(Gutiérrez et al., 1995). Adn asi, son muy escasos los estudios que se han realizado hasta el
momento para tratar de determinar cuales son los componentes del veneno responsables del

efecto trombocitopénico.

Se ha descrito que BaP1, una de las metaloproteinasas hemorragicas aisladas del
veneno de B. asper es capaz de inducir in vivo trombocitopenia marcada al ser inyectada
por la via i.v. en ratones. La disminucion en el recuento de plaquetas circulantes inducida
por esta toxina se puede detectar desde una hora después de la inyeccion (Rucavado et al.,

1996).

Los resultados de esta investigacion apoyan la hipotesis de que las
metaloproteinasas presentes en el veneno de B. asper contribuyen de manera importante en
la induccion del efecto trombocitopénico. Los resultados obtenidos indican que al utilizar
batimastat (40 uM), un inhibidor peptidomimético de las metaloproteinasas, el efecto
trombocitopénico del veneno se disminuye en aproximadamente un 38 % (Figura 2). Se
pudo determinar ademas que la inhibicion del efecto trombocitopénico es dosis
dependiente. Estos resultados muestran que las metaloproteinasas son responsables de una

buena parte del efecto trombocitopénico inducido por el veneno de B. asper.
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La aspercetina, es una proteina heterodimérica que tiene la capacidad de producir
agregacion plaquetaria in vitro en presencia del factor de von Willebrand e in vivo induce
trombocitopenia treinta minutos después de ser inyectada por la via iv. en ratones
(Rucavado et al., 2001). En esta investigacion se logro neutralizar en un 14 % el efecto
trombocitopénico del veneno al utilizar anticuerpos anti-aspercetina (Figura 3). Estos
resultados indican que la aspercetina y/o moléculas relacionadas antigénicamente con esta

toxina son responsables de parte del efecto trombocitopénico del veneno.

Al utilizar una mezcla de anticuerpos anti-aspercetina (12 mg/mL) y batimastat (40
uM), se neutralizo el efecto trombocitopénico del veneno solamente en un 33% ( Figura 4).
Sin embargo, lo que se esperada era un aumento en la inhibicion de la actividad

trombocitopénica al utilizar juntos los anticuerpos anti-aspercetina y batimastat.

Una de las razones que podria explicar este resultado es asumir que el batimastat de
alguna manera se encuentre inhibiendo tanto a las metaloproteinasas del veneno como a la
aspercetina. Este efecto podria ser el resultado de la accion de un grupo hidroxamato
presente en el batimastat (Brown & Whittaker, 1998) el cual se uniria al Ca ** que
requieren las moléculas aspercetina para realizar su actividad trombocitopénica. Lo

anterior, seria facilmente demostrado si se llevara a cabo un control en el que la aspercetina

se preincube en presencia de batimastat.

La otra posibilidad que podria presentarse es la variabilidad fisiolégica del nimero
de plaquetas entre los animales de experimentacion, que se refleja dentro del error del

método, lo cual no permite detectar diferencias pequefias en el recuento de las plaquetas,
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por ende, los cambios de inhibicion del efecto trombocitopénico inducido por el veneno de

B.asper.

Por otra parte se puede observar con base en los resultados obtenidos que el efecto
trombocitopénico del veneno de B. asper no se inhibe completamente al utilizar la mezcla
anticuerpos anti-aspercetina y batimastat. Por la anterior, se podria concluir que parte del
efecto trombocitopénico del veneno se debe a la existencia de otras toxinas cuyo efecto

trombocitopénico no es inhibido ni por el batimastat ni por los anticuerpos anti-aspercetina,

Debido a que los venenos de serpientes son sustancias complejas (Markland, 1997),
existe la hipotesis que la patogénesis de la hemorragia local y sistémica observada por el
veneno de B. asper involucra no solo a las metaloproteinasas hemorréagicas sino también a
otros componentes que actian sobre las plaquetas o sobre las vias de coagulacién. En esta
investigacion se logré determinar que la aspercetina y probablemente otras moléculas con
actividades similares, las cuales se unen al vWF, provocando la interaccion de este con el
receptor GPIb de las plaquetas induciendo agregacién plaquetaria (Read et al., 1978), son
capaces de potenciar la accion hemorragica de las metaloproteinasas hemorragicas del

veneno de B. asper.

Anteriormente se han descrito otras moléculas, como la Botrocetina (Read et al.,
1978) y la Bitiscetina (Hamako et al., 1996), las cuales presentan similitudes estructurales y
funcionales con la aspercetina (Rucavado et al, 2001, lo que sugiere la existencia en otras
especies de la familia Viperidae de moléculas similares a estas. En esta investigacion
demostramos en los venenos de Bothrops asper Atlantico, Botriechis schlegelii, Botriechis

lateralis, Atropoides nummifer, Porthidium ophryomegas, Porthidium nasutum, Atropoides
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picadoi, Lachesis muta y Crotalus durissus durissus que existen moléculas con pesos
moleculares entre 64 y 14 kDa, que presentan similitud antigénica con la aspercetina y que
podrian actuar de manera similar a esta, de forma que contribuyan a la alteracion de la
hemostasia. Por ultimo, en los venenos Cerrophidium godmani y Agkistrodon bilineatus,
no se obtuvieron bandas de reaccién. Lo anterior, no descarta lé idea de que existan
moléculas que actien sobre las plaquetas aunque con caracteristicas antigénicas distintas a

la aspercetina (Figura6 A 'y 6 B).

Estos resultados apoyan la observacion clinica frecuente de cuadros
trombocitopénicos en pacientes mordidos por las serpientes de la familia Viperidae

(Gutiérrez, 1995).
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