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Resumen:

Bothrops alternatus (yarara grande) es una de las especies de importancia médica en la region noreste de Argentina.
La intoxicacion por esta especie provoca trastornos en la coagulacion, hemorragia y necrosis de tejidos. De este
veneno ha sido purificada una metaloproteinasa nombrada baltergina con actividad proteolitica, hemorragica y
fibrinogenolitica, la cual pertenece a la clase P-lllb de las metaloproteinasas de venenos de serpientes (MPVS) con
capacidad de autolisarse in vitro, generando productos de degradacion estables y biolégicamente activos. Previamente
se demostré que baltergina es capaz de generar productos de autdlisis de entre 45 y 14 kDa, manteniéndose un
fragmento de 28 kDa estable en funcién del tiempo el cual es capaz de inhibir la adhesién celular.

En el presente trabajo se realiz6 el estudio de la estabilidad de baltergina a la autdlisis bajo diferentes condiciones
experimentales, con el objeto de conocer el comportamiento de la enzima tanto para el manejo 6ptimo de las
condiciones durante su purificacion, como para el rendimiento en la obtencion de fragmentos de autdlisis.

Para ello, se realiz6 la incubacion de baltergina durante 18 h variando las condiciones de temperatura 'y pH, y luego de
este periodo se determiné la actividad caseinolitica residual de la enzima, tomando como control una solucion de
enzima sin previa incubacion. Se ensayaron las siguientes temperaturas: 4°C, 25°C, 37 °C y 45 °C. Las actividades
caseinoliticas residuales fueron 94,8%; 68,1%; 35,3% y 3,33%, respectivamente. Asi, a medida que aumenta la
temperatura de incubacion, se incrementa la capacidad autoproteolitica, respecto al control no incubado. Por su parte,
los pH ensayados fueron: 3, 5, 7, 8 y 9, manteniendo constante la temperatura de incubacion a 37 °C. Los resultados
mostraron que la actividad caseinolitica residual a pH 3 se anula, probablemente por desnaturalizacion de la enzima a
este pH. Para los valores de pH alcalinos, 8 y 9, se observa una actividad caseinolitica residual de 11,8% y 0,33%,
respectivamente, 10 que hace suponer que la autoprotedlisis en estos casos fue intensa. Se ensay6 ademas, la
influencia del pH a 4°C para descartar inactivacion de la enzima por autoprotedlisis. Se comprobd que la enzima se
desnaturaliza a pH bajo (3) al no detectarse actividad proteolitica residual en el ensayo con azocaseina.

Estos ensayos preliminares permiten concluir que la enzima sufre un elevado grado de autoprotedlisis entre 37-45 °C y
a pH alcalino, condiciones que exaltan su capacidad catalitica y resultan apropiadas para la obtencion de un alto
rendimiento del fragmento de degradacion de 28 kDa, con el fin de ensayar sus actividades bioldgicas. Sin embargo,
resulta una complicacién al momento de la purificacion de baltergina debiendo extremar los cuidados, de manera de
disminuir el fenémeno de autdlisis.
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