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Resumen:

Los venenos de serpientes son una mezcla de proteinas y péptidos biolégicamente activos, que actian afectando la hemostasia por
activacion o inhibicion de factores de la coagulacion y de receptores plaquetarios, o bien por dafio del endotelio mediante clivaje de
componentes de la membrana basal. Las Metaloproteinasas de Venenos de Serpientes (SVMPs) constituyen la familia de proteinas
mas abundantes del veneno de Bothrops alternatus (yarara4 grande). Baltergina es una Plll SVMP, aislada de este veneno, con
actividades proteolitica, hemorragica, procoagulante y desintegrina, capaz de unirse y bloquear integrinas de membrana. Luego de
una injuria, la interaccion del complejo plaguetario GPIb-IX-V con el factor de von Willebrand (FvW), y de la integrina a2bl con el
colageno tipo | expuesto en la membrana basal, juegan un rol clave en la activacion y agregacion plaquetaria, convirtiéndose en
blancos de accion de las SVMPs. El objetivo de este trabajo fue utilizar un método turbidimétrico, empleando lectora de microplacas,
para evaluar el efecto de baltergina sobre la agregacion plaquetaria. La enzima se purificé a partir del veneno de especimenes
adultos de B. alternatus por combinacion de dos técnicas cromatograficas. Para obtener baltergina inactivada, se incub6 con
Na2EDTA (inhibidor), y el excedente de éste se elimind por cromatografia de exclusion molecular. Se ensayo0 la actividad proteolitica,
para comprobar la efectividad del inhibidor, y se realizé la cuantificacién de proteinas. Primeramente, se determiné la actividad
procoagulante de la enzima utilizando plasma citratado incubado con baltergina (0,007; 0,07; 0,35 y 0,7 uM) y se registraron los
tiempos de coagulacion (TC) utilizando un coagulémetro. Se obtuvo el Plasma Rico en Plaquetas (PRP) a partir de muestras de
sangre citratada, centrifugando a bajas revoluciones y tomando los dos tercios inferiores. La fraccion superior restante se centrifugo
a altas revoluciones, y del sobrenadante se obtuvo Plasma Pobre en Plaquetas (PPP). El PRP se incubd a 37°C con diferentes
concentraciones de baltergina (0,007-0,07 uM) y baltergina-Na2EDTA (0,07 uM) durante 20 minutos para ristocetina (1,5 pg/ml) y 5
minutos para colageno tipo | (5 pg/ml). Se registré la turbidez de la suspensién a 405 nm por 5 minutos a 37°C, con agitacion
constante, utilizando lectora de microplacas y se calculé el porcentaje de agregacion plaquetaria. Por dltimo, se realizo el andlisis
estadistico de los datos mediante ANOVA siguiendo el test de Tukey con valores de p < 0,05. Se determiné la concentracion méaxima
de baltergina a la cual el plasma no coagula y se decidié trabajar con concentraciones menores o igual a 0,07 uM. Mediante el
ensayo de agregacion en lectora de microplacas, se demostrd que la enzima, en una concentracién de 0,07 uM, fue capaz de inhibir
significativamente la agregacion inducida por colageno, obteniéndose valores de 30,67 +2,13% y 57,49 +0,50%, en presencia y
ausencia de baltergina, respectivamente. El colageno se une al receptor a2bl presente en la superficie plaquetaria desencadenando
el proceso de agregacion. Baltergina podria unirse al dominio a2l del receptor evitando la unién del coldgeno, como se demostré
para otras SVMPs, a través del su dominio simil desintegrina. Se comprob6 ademas que baltergina (0,07 uM) inhibio
significativamente la agregacion plaquetaria mediada por ristocetina, obteniéndose valores de 56,59 +1,25% y 77,05 +0,16% en
presencia y ausencia de la enzima, respectivamente. Este ensayo evalla la unién del FvW al receptor GPIb-IX-V. Sin embargo,
baltergina-Na2EDTA no modificé la agregacion plaguetaria mediada por este agonista (78,48 +1,84%). En este caso, la actividad
inhibidora podria deberse a la accion proteolitica de la enzima sobre el FvW o sobre su receptor, demostrando que el dominio
catalitico de baltergina es fundamental en el efecto inhibitorio. En conclusion, se pudo demostrar que baltergina (0,07 uM) fue capaz
de inhibir la agregacion plaquetaria mediada por colageno y ristocetina. Asimismo, en la agregacién mediada por ristocetina se
comprobd que el dominio catalitico de la enzima es el responsable de su accion inhibitoria. Estudios posteriores, utilizando factores
ylo receptores plaquetarios podran dilucidar el mecanismo molecular de accién de la metaloproteinasa y evaluar su potencial uso
como agente antitrombético.
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