Relación entre el perfil proteico y las actividades biológicas de venenos de Bothrops alternatus de una región particular
Relationship between the protein profile and the biological activity of Bothrops alternatus venom from a single region
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INTRODUCCIÓN: la caracterización de proteínas/péptidos y el análisis de sus efectos biológicos influyen positivamente en el desarrollo de nuevas estrategias de producción de antivenenos más específicos, en el diagnóstico clínico y en el desarrollo de nuevas herramientas de investigación y drogas de potencial uso clínico. 
Las serpientes del género Bothrops, particularmente las pertenecientes a la especie B. alternatus (BAL) se encuentran ampliamente distribuidas en Argentina. Su veneno provoca un complejo cuadro de alteraciones locales y sistémicas que pueden, según la gravedad del accidente, conducir a hemorragia generalizada y producir la muerte del paciente. Recientemente se demostró que el veneno de un individuo en particular puede diferir del de otro de igual género y especie en la composición y abundancia relativa de sus proteínas, lo que podría conducir a diferentes síntomas clínicos. Con el fin de estudiar estas diferencias, se determinaron los perfiles proteicos, así como las actividades biológicas - DL50, actividad coagulante, actividad hemolítica indirecta, actividad hemorrágica y actividad proteolítica - del veneno de ejemplares de B.  alternatus que habitan todas la ciudad de Balcarce, provincia de Buenos Aires. 
MATERIALES Y MÉTODOS:

Veneno: los venenos utilizados se obtuvieron por ordeñe manual en el serpentario del ANLIS-INPB “Dr. Carlos G. Malbrán”. Se alicuotaron y se almacenaron a -20ºC. 
Animales de experimentación: se utilizaron ratones albinos de la cepa CF-1 (18-22 g de peso) provistos por el Bioterio Central del Instituto, teniendo en cuenta las normas éticas recomendadas por la Sociedad Internacional de Toxinología.
Concentración de proteínas: se utilizó el método de Biuret (Gornall y col., 1949).   
Electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato sódico (SDS-PAGE):  se usaron condiciones desnaturalizantes y no reductoras (Laemmli, 1970).
Espectrometría de masa MALDI-TOF/TOF (MS): las determinaciones se realizaron en el Laboratorio Nacional de Investigación y Servicios (LANAIS-PROEM, UBA-CONICET). Se usó fragmentación químicamente asistida en caso necesario.
DL50: se inyectaron ratones CF-1 (18-22 g) por vía intraperitoneal, en grupos de 6 ratones por dosis. Luego de 48 h se registró el número de muertes y la potencia letal se expresó como Dosis Letal Media (DL50) en µg/ratón.  El cálculo se realizó por Probit.  
Actividad hemolítica indirecta: se utilizó el método de Rocha Campos y col. (1996). Los experimentos se realizaron por duplicado. 
Actividad coagulante: se usó el método de Theakston y Reid (1983). Los ensayos se realizaron por duplicado. 
Actividad hemorrágica: se llevó a cabo según Kondo y col. (1960), modificado por Gutiérrez y col. (1985). Los ensayos se hicieron por duplicado. 
Actividad proteolítica: se realizó según Sánchez y col. (1992), modificado por Campos y col. (2013).

RESULTADOS: los venenos analizados mostraron similitudes y diferencias, tales como la presencia o ausencia de una banda de masa molecular de alrededor de 30 kDa identificada por espectrometría de masa como una proteína ligadora de la glicoproteína plaquetaria Ib (GP-Ib BP), cadenas α y β. En algunos venenos se identificó la subunidad  de una proteína ligadora del factor IX de coagulación (IX-bp). Por otra parte, los resultados indican que la Fosfolipasa A2, tanto ácida como básica, también identificadas por MS, está presente en algunos, no en todos, los venenos analizados. En cuanto a las actividades biológicas, el veneno más letal resultó ser BAL-13; BAL-2 y BAL-11 mostraron un valor similar y significativamente menor. Los 3 venenos se diferenciaron en cuanto a las actividades coagulante y hemorrágica, siendo BAL-11 la menos activa. La actividad proteolítica fue mayor para BAL-2. Por último, BAL-2 y BAL-11 presentaron actividad hemolítica indirecta, la que fue prácticamente nula en BAL-13.   

CONCLUSIONES: el trabajo es un aporte al estudio de la heterogeneidad que presentan en su composición los venenos de B. alternatus, sugiriendo que se relaciona con la variabilidad en sus efectos. Así, se identificó GP-Ib BP como presente en BAL-13 y ausente en los otros 2. Además, los resultados evidencian que la Fosfolipasa A2 puede no ser la principal responsable de la letalidad ya que BAL-13 no la posee. Por otra parte, 2 de los venenos poseen IX-bp; BAL-11, que no la posee, presenta la menor actividad coagulante. El contenido total de proteínas se podría relacionar al momento  en que se extrajo el veneno, pero no a los efectos que produce. Las diferencias en las   actividades tóxicas podrían indicar que, incluso en la misma especie, los mecanismos de la toxicidad no son idénticos, independientemente de que la manifestación clínica del envenenamiento sea similar. Los resultados sugieren que para la producción del antiveneno específico debe tenerse en cuenta no sólo el origen de las serpientes utilizadas sino también los perfiles proteicos del veneno y las características tóxicas.  
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Tabla 1: Resultados de actividades biológicas
	
	BAL-11
	BAL-2
	BAL-13

	Proteínas totales (mg/ml)
	372
	422
	244

	DL50 (µg/ratón)
	171.7 (146.0-204.1)
	182.7 (152.2-233.3)
	59.6 (33.1-80.2)

	Act. Coagulante (µg/ml)
	496.0±2
	372.3±24
	240.0±6

	Act. Hemorrágica (µg)
	25.0±0.2
	17.6±0.1
	8.7±0.1

	Act. Proteolítica (UA/mg)
	3.82
	5.72
	3.90

	Act. Hemolítica Indirecta (%Hemólisis)
	21.9
	16.9
	0.86


