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RESUMEN

En esta revisién se pone de manifiesto la variabilidad en la composicidn proteica de los venenos de
Bothrops alternatus entre distintas poblaciones de América, inclusive Argentina y entre ejemplares de la
misma poblacion, la cual refleja posibles diferencias funcionales. Los perfiles de proteinas de SDS-PAGE uni o
bidimensionales del veneno de B. alternatus muestran una variabilidad significativa no sélo entre las
diferentes poblaciones sino también entre venenos de individuos de una misma regién. Las proteinas
contenidas en las principales bandas de geles 1D SDS-PAGE o 2D SDS-PAGE fueron identificadas por
espectrometria de masas. La variabilidad en la composicidon de los venenos se refleja también en diferencias
en las actividades bioldgicas: dosis letal, actividad hemolitica indirecta, actividad coagulante, actividad
hemorragica y actividad proteolitica. Las proteinas identificadas involucran principalmente a fosfolipasas,
Factor GPlb-BP, botrocetina, Factor IX/X de coagulacidn y metalo- y serin-proteinasas. Estos estudios pueden
ser importantes para ser considerados en la produccion de antivenenos mas especificos.

PALABRAS CLAVE: Bothrops alternatus, relaciones, variaciones individuales, veneno de serpiente.
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SUMMARY: VARIABILITY OF THE PROTEIN COMPOSITION OF ARGENTINIAN BOTHROPS
ALTERNATUS VENOM AND ITS POSSIBLE RELATIONSHIP WITH THE BIOLOGICAL ACTIVITY.

Studies on variability in the protein composition of Bothrops alternatus venoms from american
regions — including Argentina — were reviewed. The main objective is to explore if such variability is
responsible for functional differences. 1 or 2D SDS-PAGE indicate that variability exists not only between
different regions but also between specimens of the same region. Proteins contained in the main gel bands
of 1D SDS-PAGE or in some spots of 2D SDS-PAGE were identified by mass spectrometry. They involve
mainly phospholipases, glycoprotein 1b binding factor, bothrocetin, coagulation factors IX/X, and metallo
and serin proteinases. As expected, structural differences are reflected in biological activities such as lethal
dosis, indirect haemolytic activity, coagulant activity and proteolytic activity. These studies are important for
the production of more specific antivenoms.

KEY WORDS: biological activity, Bothrops alternatus, snake venom, variability.

INTRODUCCION

Los venenos de serpientes son mezclas muy complejas que comprenden péptidos, enzimas y
proteinas no enzimaticas, ademas de compuestos no proteicos; aquéllos provenientes de ejemplares de la
familia Viperidae poseen una composicidon quimica tal que afecta a varios procesos fisiolégicos (Rojas et al.,
2001). Los antivenenos son reactivos terapéuticos obtenidos a partir del plasma de animales inmunizados
con los venenos cuya actividad téxica se desea neutralizar (WHO, 2018). Un antiveneno especifico protege
frente al envenenamiento por aquellos grupos de serpientes cuyo veneno estd representado en el pool de
antigenos usados durante su produccidn (Brazil V, 1918). Diferencias en la composicidon del veneno pueden
relacionarse con alteraciones en las manifestaciones clinicas del envenenamiento (Glenn et al., 1983;
Saravia et al., 2002; Flight et al., 2006). Por esa razén, su estudio es relevante para el diagndstico, el
tratamiento y, consecuentemente, la produccion de antivenenos (Chippaux & Goyffon, 1998). Resulta
entonces crucial poseer un profundo conocimiento de la composicién de los venenos para la produccién de
antivenenos mas especificos (Guércio et al., 2006; Ohler et al., 2010).

La mayoria de los accidentes por mordedura de serpientes en América Latina son producidos por
miembros del género Bothrops (Ortiz et al., 2012). Debido a la gran diversidad de serpientes, las relaciones
de la sistematica y la filogenética de este grupo no estan completamente resueltas. Por estas razones se ha
sugerido su diferenciacion en términos de género. Inicialmente Wister et al. (2002), basados en criterios
morfolégicos y de mADN, propusieron una clasificacion del complejo Bothrops en dos géneros
independientes: Bothrops y Bothrocopias. Luego Castoe & Parkinson (2006) propusieron la clasificacion del
complejo en tres géneros Bothrops, Bothrocopias y Bothriopsis. Finalmente, Fenwick et al. (2009) dividieron
el género Bothrops en Bothropoides, Rhinoceropis y Bothrops, que representan a los grupos de
“jararaca/neuwiedi”, “alternatus” y “jararacussu/atrox”. De esta manera, Bothrops alternatus pasé a
llamarse Rhinoceropis alternatus. A efectos de facilitar el analisis, se decidié mantener la nomenclatura
tradicional en el presente texto.

La variabilidad en los venenos del género Bothrops afecta la capacidad neutralizante de los
antivenenos. Queiroz et al. (2008) reportaron importantes diferencias en la composicién de los venenos de
19 especies de Bothrops de Brasil y demostraron que el suero antibotrépico en uso no neutraliza
completamente todas las actividades tdxicas de los venenos analizados. En Argentina, B. alternatus es una
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de las especies del género con mayor distribucidn, siendo una de las especies de serpientes venenosas que
mas frecuentemente suele hallarse en relacién con nicleos urbanos y ocasionando cerca del 97% de los
casos de envenenamiento (de Roodt et al., 2006; Lanari et al., 2010, 2014).

Las diferencias en los sintomas clinicos que se observan en las victimas de accidentes por
envenenamiento son la resultante de la heterogeneidad inter e intraespecie de los venenos.

El veneno de B. alternatus induce un cuadro complejo de efectos locales que incluyen hemorragia,
mionecrosis y edema, y efectos sistémicos tales como hemorragia general, desérdenes en la coagulacién,
shock cardiovascular y falla renal aguda. Varios autores demostraron que la actividad bioldgica y, por lo
tanto, la toxicidad del veneno estd asociada a proteinas y péptidos que pertenecen a unas pocas familias,
como metaloproteinasas, serinproteinasas, L-aminoacido oxidasas, fosfolipasas A2 y enzimas tipo trombina,
entre otras (Gay et al., 2005; Fox & Serrano, 2008).

La identificacidn y caracterizacién de péptidos y proteinas contenidos en los venenos de serpientes
facilita el disefio racional de nuevas estrategias en la produccion de antivenenos, el diagndstico clinico vy el
desarrollo de drogas de potencial uso terapéutico, asi como también la comprension de la evolucién de los
venenos (Alape-Giron et al., 2008). Es importante destacar que actualmente el Unico tratamiento asequible
y efectivo ante un envenenamiento por mordedura de serpiente es la administracion de un antiveneno
especifico. En la Argentina, el criterio seguido para la seleccién del pool de antigenos a emplear durante la
produccién de sueros anti-bothrdpicos se basa en la inclusion de venenos de serpientes provenientes de
diferentes regiones del pais (de Roodt et al., 2011). Sin embargo, la procedencia de las serpientes no es el
Unico factor responsable de la variabilidad existente entre venenos de ejemplares de una misma especie;
esto sugiere que otros criterios de seleccién deben ser considerados para producir antivenenos mas
especificos (Chippaux et al, 1991). En este sentido, los venenos de B. alternatus han mostrado variabilidad
interregional e intrarregional tanto en ensayos de toxicidad (letalidad, actividad procoagulante y
hemorragica) como en pruebas de neutralizacion de estas actividades por antisueros especificos (de Roodt
et al., 2011).

La variabilidad en la composicion de los venenos de las serpientes del género Bothrops esta
relacionada a la filogenia, edad, sexo, distribucion geografica y dieta (Sousa et al., 2013). Sin embargo, dicha
variabilidad esta mayoritariamente relacionada con el nivel de expresion de cada grupo de toxina mas que
con la presencia o ausencia de las principales familias de proteinas del veneno. Incluso, dentro de una
misma familia de toxinas puede también ocurrir variabilidad en su toxicidad por presencia de distintos
motivos funcionales, incrementando asi la diversidad de blancos que pueden ser afectados (Calvete et al.,
2005; Moura da Silva et al.,, 1996). Entonces, la relevancia de la variabilidad en la composicién del veneno
deberia también ser reflejada en su reactividad hacia el antiveneno y su eficacia.

Bothrops Alternatus EN ARGENTINA

Los primeros estudios respecto a la variabilidad de venenos de B. alternatus en Argentina fueron
realizados por Barrio & Miranda (1966). Estos autores describieron algunas diferencias inmunoquimicas
entre los venenos de ejemplares de diferentes regiones de Argentina, pero sin mostrar datos comparativos
sobre diferencias en su toxicidad. Las variaciones intraespecificas en serpientes pueden ser consecuencia de
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diferencias de origen ontogenético, geografico o estacional (Chippaux et al., 1991).

Con sus trabajos pioneros, de Roodt et al. (1998) fueron los primeros en realizar estudios
comparativos de caracteristicas toxicas y bioquimicas de venenos de B. alternatus de diferentes regiones del
pais. Estudiando venenos de individuos de 9 regiones de la Argentina [Cérdoba, Misiones, Entre Rios
(Gualeguay y Concordia), Corrientes y Buenos Aires (San Nicolds, Baradero, Dock Sud y Olavarria)],
reportaron perfiles de SDS-PAGE similares, con las bandas principales entre 32 y 47 kDa y 16 y 25 kDa, con
algunas bandas ausentes o disminuidas. La comparacién de las potencias tdxicas entre los venenos
individuales y un pool de las 9 regiones reveld importantes diferencias. El analisis de los principales
componentes mostré que un pool no necesariamente representa a todos los venenos incluidos, aunque
para los protocolos de inmunizacidn sea necesario inyectar pooles de venenos para contar con la cantidad
suficiente para inyectar un caballo, por ejemplo. Los resultados de este estudio sugieren que no soélo la
region de origen de las serpientes usadas para obtener el veneno sino también las caracteristicas
toxicolégicas de esos venenos deben ser tenidas en cuenta para la produccion de antivenenos. Se
estudiaron la DL50, la potencia hemorragica, la potencia coagulante y la actividad hemolitica indirecta de los
pooles regionales. Sin embargo, no se intentd relacionar las diferencias en las proteinas individuales de los
venenos con las actividades bioldgicas estudiadas.

Por otra parte, la cantidad de veneno producida por serpientes suele estar correlacionada en forma
directa con el tamafio de los ejemplares (de Roodt et al., 1998; Mirtschin et al., 2002; Furtado et al., 2006).
De Roodt et al. (2012) realizaron un estudio comparativo de la cantidad de veneno y su contenido proteico,
normalizados por el largo corporal y el peso para ejemplares de B. alternatus provenientes de dos regiones
diferentes de Argentina (Olavarria y Concordia). Los autores no observaron diferencias significativas entre
ambas poblaciones respecto a esas variables. Lanari et al. (2006) caracterizaron el veneno de B. alternatus
de diferentes zonas de Buenos Aires desde el punto de vista de su toxicidad.

Rocco et al. (2013) estudiaron la potencia letal, la actividad hemorragica, la coagulante de plasmay
la trombina simil, y el patron electroforético de ejemplares de tres regiones diferentes dentro de una misma
provincia de Argentina (Cérdoba). Los venenos de ejemplares provenientes de las regiones de Calamuchita,
Traslasierra y Este de la provincia presentaron similares caracteristicas bioquimicas y potencias toxicas, a
diferencia de lo observado con veneno de ejemplares de B. alternatus de distintas regiones de otras
provincias de la Argentina. El patron electroforético de las 3 muestras fue muy similar, observandose la
mayoria del material entre los 30 y 40 kDa, y alrededor de los 20 kDa; esto es coincidente con los patrones
electroforéticos de venenos de ejemplares individuales y del veneno de ejemplares de diferentes regiones
de la Argentina (Lanari et al., 2010). En este caso se comparan las actividades bioldgicas de los venenos
totales sin tener en cuenta las diferencias en la composicion proteica.

El estudio molecular de la composicion de venenos ha avanzado sustantivamente en forma reciente
gracias al aporte de la espectrometria de masas, introduciéndose el término “vendmica” (Calvete et al.,
2007, 2011). A partir de la aparicion de la vendmica se ha podido estudiar con mayor especificidad el
reconocimiento de epitopes en los venenos por parte de antivenenos, dando asi origen a la “antivenémica”
(Calvete et al., 2009; Gutiérrez et al., 2009). Todo esto orienta el disefio racional de sueros antiveneno con
amplia especificidad por combinacidon de distintas familias de proteinas antigénicas en los pooles de
inmunizacion (Gutiérrez et al., 2011; Pla et al., 2012)

Ohler et al. (2010) estudiaron el proteoma de B. alternatus por electroforesis bidimensional seguida
de analisis por espectrometria de masas y determinacion de actividades bioldgicas. Se identificaron 100
componentes del veneno con masas moleculares de 10 a 100 kDa, pertenecientes a 6 familias proteicas:
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metaloproteinasas, serina/trombina-like proteinasas, fosfolipasas A2, L-aminoacido oxidasas, desintegrinas
e inhibidores de trombina, entre las que las metaloproteinasas son predominantes. Los puntos isoeléctricos
se distribuyen en el rango 4-7, no detectandose proteinas basicas.

Teniendo en consideracién las cuestiones antes mencionadas, Avila et al. (2013 & 2014) estudiaron
la variabilidad en la composicién del veneno de B. alternatus de ejemplares capturados en diversas zonas de
Argentina y su posible relacidn con la actividad bioldgica, comparando los perfiles electroforéticos SDS-PAGE
unidimensionales e identificando algunas proteinas contenidas en las distintas bandas para intentar
relacionarlas con la actividad bioldgica de cada veneno. Ocho serpientes provenian de Balcarce, Provincia de
Buenos Aires (BAL-1, BAL-2, BAL-5, BAL-6, BAL-8, BAL-11, BAL-13 and BAL-14); dos de Concordia, Provincia
de Entre Rios (CON-1 and CON-2) y 3 ejemplares nacidas en cautiverio en el ANLIS-INPB Dr. Carlos G.
Malbran (INPB-1, INPB-2 e INPB-4). La identificacién de proteinas se realizé por espectrometria de masas.

SDS-PAGE DE VENENOS INDIVIDUALES DE BOTHROPS ALTERNATUS

La Figura 1 muestra los perfiles proteicos en 1D SDS-PAGE correspondientes a venenos de
ejemplares de B. alternatus capturados en diferentes regiones de Argentina. En todos los perfiles puede
observarse la tipica complejidad de los venenos de serpientes; sin embargo, cuando se buscaron diferencias
y similitudes se detecté una variabilidad importante sugiriendo por consiguiente una expresién disminuida
o, inclusive, la posibilidad de ausencia de una o mas proteinas del veneno. En la regidn centrada en 26 kDa,
la proteina de mayor peso molecular (28 kDa) estd presente en gran cantidad en CON-1 y en INPB-1,
mientras que se encuentra en menor cantidad en el resto de los venenos estudiados (BAL-1, SI-1, CON-2,
INPB-2, INPB-4 and BAL-8). Ademas, la proteina de 23 kDa esta presente en todos los venenos estudiados,
excepto en BAL-8. Con respecto a la regidn de alrededor de 14 kDa, hay una banda de proteinas sélo en BAL-
1, INPB-2 y BAL-8, mientras que en el resto de los venenos estd ausente.
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Figura 1. SDS-PAGE 15% bajo condiciones no reductoras de veneno de B. alternatus (10 ug
de proteina/calle) de serpientes capturadas en diferentes regiones de Argentina: Balcarce,
BAL-1 y BAL-8; San Isidro, SI-1; Concordia, CON-1 y CON-2; y tres nacidas en el serpentario
del Instituto Nacional de Produccién de Bioldgicos, INPB-1, INPB-2 y INPB-4. El gel se tifid
con Azul de Coomassie R-250.
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La mencionada variabilidad es evidente no sélo entre venenos de ejemplares de regiones diferentes
de Argentina sino también en aquellas serpientes provenientes de la misma regién. La Figura 2 muestra los
patrones de SDS-PAGE obtenidos en un analisis comparativo entre venenos de individuos originales de la
ciudad de Balcarce, al sur de Buenos Aires. Se estudiaron siete venenos: BAL-2, BAL-3, BAL-5, BAL-6, BAL-11,
BAL-13 y BAL-14. Se afiadié también en la comparacidn un pool representativo de veneno de B. alternatus
(20 ejemplares), que se utiliza de rutina para la inmunizacion de caballos y obtencidn del antiveneno
correspondiente.
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Figura 2. SDS-PAGE 15% bajo condiciones no reductoras de veneno de B. alternatus (10 ug
de proteina/calle) de serpientes capturadas en los alrededores de la ciudad de Balcarce,
Buenos Aires, Argentina y un pool de venenos de 20 ejemplares de la misma especie. Los
numeros en negrita indican las bandas seleccionadas para su identificacién por
espectrometria de masas. El gel se tifié con Azul de Coomassie G-250.

Las proteinas contenidas en las bandas electroforéticas fueron identificadas por espectrometria de
masas (Tabla 1). Si bien las bandas de 1D-SDS-PAGE contienen —en su mayoria- mas de una proteina, en este
trabajo se identificaron algunas de ellas. Estos resultados coinciden con los del trabajo que informa que el
veneno de Bothrops es rico en metalo- y serin-proteinasas (Ohler et al., 2010).
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Banda Proteina
1 Fosfolipasa A; acidica
Tripsina
2 Fosfolipasa A, basica
3 Botrocetina au

Proteina de unidn de la glicoproteina Ib
Botrocetina a,

4 , . . ,
Proteina de unién de la glicoproteina Ib
Metaloproteinasa

5 , - . ,
Proteina de unién de la glicoproteina Ib

6 Proteina de unidn del factor de coagulacion
IX/X

7 Metaloproteinasa

Serinproteinasa

Tabla 1. Identificacidn de algunas proteinas contenidas en las bandas de 1D-SDS-PAGE por
espectrometria de masas.

ACTIVIDADES BIOLOGICAS

Las diferencias en las actividades toxicas podrian indicar que incluso en la misma especie los
mecanismos de toxicidad no son idénticos, independientemente de que las manifestaciones clinicas del
accidente sean similares.

En conjunto, los resultados de este trabajo evidencian la variabilidad en la composicion de los
venenos de B. alternatus, incluso cuando provienen de un area restringida. Ademas, se evidencia la relacion
existente entre la presencia/ausencia o diferente cantidad de las principales proteinas de los venenos en las
actividades biolégicas de los mismos (hemolitica indirecta, coagulante, hemorragica, proteolitica y DL50).

El estudio de la composicién proteica de venenos individuales deberia ser un paso requerido en la
preparacion de los pooles que se utilizan para la inmunizacién de caballos. En la medida en que las
tecnologias “dmicas” permitan conocer la composicién de los venenos en mayor detalle, la preparacion de
los pooles serd mas racional y segura, generando antivenenos mas eficientes.
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