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1. APELLIDO: LIGGIERI
Nombre(s) CONSTANZA SILVINA
Titulo(s) Lic. En Biologia (Or. Ecologia); Dra. en Ciencias Exactas; Especialista en Docencia
Universitaria

Direccion Electronica:

2. OTROS DATOS
INGRESO: Categoria: Asistente Mes: Septiembre Ano: 2005
ACTUAL: Categoria: Principal Mes: Octubre Ano: 2016 (Acta 1448)

3. PROYECTOS DE INVESTIGACION EN LOS CUALES COLABORA

3.1. Participacion como Co-Directora en Proyectos Acreditados de Investigacion Cientifica
NOMBRE DEL PROYECTO: “Optimizacion de la obtencién de proteinas vegetales con potencial
aplicacion biotecnolégica y biomédica”. Codigo X-746.

PERIODO DE EJECUCION: 2016-2019

UNIDAD DE EJECUCION: Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (LIPROVE)
INSTITUCION DE LA QUE DEPENDE LA UNIDAD DE EJECUCION: Departamento de Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

ENTIDAD FINANCIADORA: Universidad Nacional de La Plata. en el marco del Programa de
Incentivos a la Investigacion de la Secretaria de politicas Universitarias del Ministerio de Cultura y
Educacion.

Financiamiento obtenido: Si

3.2. Participacion en el Grupo Responsable de Proyectos Acreditados de Investigacion

Cientifica

NOMBRE DEL PROYECTO: "Desarrollo de cosmecéuticos conteniendo péptidos antioxidantes
obtenidos por accién de fitoproteasas de la flora autdéctona". Cddigo: PICT-2013-2531.
Categoria "Plan Argentina Innovadora 2020" Tipo A. Res. N 214/14 y 539/13.

PERIODO DE EJECUCION: 2014-2017

UNIDAD DE EJECUCION: Centro de Investigacién de Proteinas Vegetales (CEPROVE)

INSTITUCION DE LA QUE DEPENDE LA UNIDAD DE EJECUCION: Departamento de Ciencias
Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

ENTIDAD FINANCIADORA: Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnolégica (ANPCyT),
Secretaria de Ciencia, Tecnologia e Innovacion Productiva, Ministerio de Educacién, Ciencia y
Tecnologia, Presidencia de la Nacién. Programa FONCYT (Fondo para la Investigacion
Cientifica y Tecnoldgica).

Educacion.
Financiamiento obtenido: Si
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3.3. Participacion como colaboradora en Proyectos Acreditados de Investigacion Cientifica

NOMBRE DEL PROYECTO: “Aplicaciones biotecnoldgicas de enzimas hidroliticas provenientes de la

flora nativa.” Cddigo: Proyecto X-682
PERIODO DE EJECUCION: 2014-2017

UNIDAD DE EJECUCION: Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (Ciprove)

INSTITUCION DE LA QUE DEPENDE LA UNIDAD DE EJECUCION: Departamento de Ciencias

Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata (UNLP).

ENTIDAD FINANCIADORA: Universidad Nacional de La Plata en el marco del Programa de
Incentivos a la Investigacion de la Secretaria de politicas Universitarias del Ministerio de Cultura y

Educacion.
Financiamiento obtenido: Si

4. DIRECTOR
Apellido y Nombre (s): Caffini, Néstor Oscar
Cargo Institucion: Ex-Investigador Principal CICPBA. Director del CIPROVE. Profesor
Extraordinario Consulto. Fac. de Ciencias Exactas. U.N.L.P.
Direccion:

Direccion Electronica:

5. LUGAR DE TRABAJO
Institucién: Centro de Investigacion de Proteinas Vegetales (CiProVe).

Dependencia: Departamento de Ciencias. Biologicas. Fac. de Ciencias Exactas. Universidad
Nacional de La Plata.

Direccion: Calles 47 y 115. Ciudad: La Plata. C.P: 1900 Prov: Bs. As.
Tel: (0221) 423 5333/0121 (int. 57).

6. INSTITUCION DONDE DESARROLLA TAREAS DOCENTES U OTRAS
Nombre: Fac. de Ciencias Exactas. UNLP
Dependencia: Departamento de Ciencias Bioldgicas.
Direccion: Calles 47 y 115.
Ciudad: La Plata C.P:1900 Prov: Bs. As Tel: (0221) 423 5333/0121 (int. 34)
Cargo que ocupa: Jefe de Trabajos Practicos. Dedicacion Simple. Area: Biologia.
Especialidad: Biologia
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7. RESUMEN DE LA LABOR QUE DESARROLLA (Descripcion para el repositorio institucional.

Durante mi desarrollo profesional me he formado en: aislamiento, purificacion vy
caracterizacion de proteasas vegetales de plantas autéctonas y cultivadas. Algunas técnicas
de biologia molecular, como clonacién, expresién utilizando sistemas vivos como levaduras,
bacterias y plantas. Hidrolizados proteicos para la obtencién de péptidos bioactivos y su
empleo y posterior evaluacion de su eficacia en diferentes actividades como
antimibacterianas, antifungicas, antihipertensiva, antioxidante. Evaluacion del grado de
hidrélisis de los sustratos proteicos empleando estas proteasas como catalizadores. Aislamiento

de inhibidores peptidicos.

8. EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO
8.1. Especie Asclepias curassavica (Asclepiadaceae)

Del mismo modo que he informado en periodos anteriores, de la especie
A. curassavica se obtiene un extractivo enzimatico en nuestro laboratorio, el cual es
enviado periodicamente al Laboratorio de Bromatologia, perteneciente Instituto de Fisica
Aplicada, INFAP, y dependiente del Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y
Técnicas, CONICET- Universidad Nacional de San Luis. Dicho extracto es utilizado por
los investigadores y becarios del mismo para ser probado en distintos tipos de ensayos.
El vinculo laboral se ha establecido con la Prof. Dra. Sonia Barberis.

En el laboratorio se encuentra haciendo su tesis doctoral la Sta. Anabella Origone,
quien emplea a la especie A. curassavica como catalizador biolégico para la sintesis
enzimatica de péptidos en medios organicos. El afio pasado (2016) el laboratorio envié
muestras al Ciprove de péptidos catalizados por esta especie para realizar ensayos de
actividad inhibitoria de la ECA (Enzima Convertidora de Angiotensina ), enzima
involucrada en el proceso de la hipertensién arterial. El objetivo que se busca con esta
experiencia es ensayar si dichos péptidos pueden ser considerados bioactivos al poseer
actividad antihipertensiva. Si bien se llevd a cabo el ensayo, no se pudieron sacar
resultados concluyentes ya que la cantidad de muestra enviada fue insuficiente. Sin
embargo, la doctorando ha venido a realizar una pasantia en nuestro Centro (26 de

Junio al 7 de Julio de 2017) para capacitarse en diferentes técnicas, incluyendo la

Dra. Constanza Liggieri Informe Cientifico-Tecnolégico 2016-2017




4

repeticion del ensayo de la actividad antihipertensiva de los péptidos por ella
sintetizados.

Explicaré brevemente lo que esta a mi cargo de este proyecto de trabajo en conjunto
como colaboradora.

Obtencion de extractivos crudos, determinacion de la actividad proteolitica y
cuantificaciéon del contenido de proteinas

Para la obtencién del extractivo enzimatico se parte del latex presente en esta
especie, cuya colecta se realiza mediante incisiones superficiales de los peciolos de las
hojas de A. curassavica, logrando de este modo, la exudacién de un latex "lechoso" y de
caracteristicas semiliquidas. Se colecta en buffer citrico-fosfato 0,1 M de pH 6,5
conteniendo 5 mM de EDTA y cisteina. El agregado de EDTA al medio se hace a fin de
impedir la accién de las fenoloxidasas, que poseen Cu?* en su centro activo. En el caso
de cisteina, la misma se adiciona debido a que permite mantener el medio reductor
evitando de este modo la oxidacion de los sitios cataliticos de las proteasas.

La suspension obtenida primeramente se centrifuga a 16,000 x g por espacio de
30 minutos a 4°C con la finalidad de descartar gomas y otros materiales insolubles
presentes. Luego, el sobrenadante es ultracentrifugado a 100.000 g durante 1 h a 4°C.
Dicho sobrenadante, resultante de la ultracentrifugacion contiendo las proteinas
solubles, se llama extracto crudo (EC). El mismo fue fraccionado y conservado,
congelado a —20°C o bien liofilizado, hasta el momento de ser procesado para estudios
posteriores.

Con el fin de verificar que el extracto obtenido precedentemente, posee actividad
enzimatica, se realiz6 el ensayo de actividad proteolitica utilizando caseina como
sustrato. Dicho ensayo asegura que la muestra presenta actividad enzimatica, lo cual
otorga al extracto, la capacidad de ser potencialmente viable para ser utilizado en las
experiencias que se llevan a cabo en el Laboratorio de Bromatologia de la ciudad de
San Luis.

Para este ensayo, la mezcla de reaccioén contiene 0,1 ml de extracto crudo y 1,1
ml de caseina con cisteina 12 mM en buffer Tris-HCI 0,1 M de pH 8,0. La reaccion se
lleva a cabo en bafo termostatico a 42°C, y se detiene 20 minutos después por la
adicion de 1,8 ml de acido tricloroacético (TCA) al 5%. Cada tubo de ensayo luego fue
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centrifugado a 3.000 x g durante 30 minutos y se midié la absorbancia del sobrenadante
a 280 nm'.

Para expresar la actividad enzimatica se definié una unidad arbitraria a la que se

llamé unidad caseinolitica (Ucas). Dicha unidad expresa la cantidad de proteasa que

produce un incremento de una unidad de absorbancia por minuto en las condiciones del

ensayo’.

En cuanto a la determinaciéon del contenido de proteinas también se utilizo, al

igual que en las otras especies estudiadas, el método de Bradford®.

En particular en este periodo realicé los ensayos de actividad antihipertensiva, y

dirigi a la Sta. Origone durante su pasantia en el Ciprove.

Estudios moleculares de proteinas de la especie Silybum marianum (Fam
Asteraceae)

La especie S. marianum, posee péptidos que cumplen con la funcion de
defensa. Estos péptidos se caracterizan por ser ricos en el aminoacido cisteina. Sus
secuencias son variadas aunque poseen sitios conservados. De esta especie se
clon6é una defensina a partir de sus flores. Se realizd6 un modelado en 3D. Para
alcanzar dicho objetivo, se aisl6 el ARN de flores inmaduras triturandolas en
nitrégeno liquido. Asi se obtuvo el cADN por retrotranscripcion mediante PCR con
primers especificos. La longitud total del ADN se gener6 a partir de 5’'RACE-PCR
(System for Rapid Amplification of cDNA Ends), utilizando para ello el molde de
ARNmM con su correspondiente cebador. EI cDNA obtenido se purificd utilizando las
columnas S.N.A.P (Invitrogen) Se realizé la adicion de la cola homopolimérica TdT
en el extremo 3" del cDNA y se amplificod el cDNA utilizando un primer especifico
mas interno en el extremo 5" y otro que hibrida en la cola poli TdT (extremo 3°). Por
ultimo se realiz6 una PCR anillada para confirmar el producto de amplificacion. Se
obtuvo la secuencia completa de la defensina. Dicha secuencia (DefSm1) fue
depositada en la base de datos GenBank con el numero de acceso de: KT207793.
Mediante analisis bioinformatico y de homologia se determiné que las proteasas de

esta especie codifican para una proteina con un dominio defensina (con identidad de

' Constanza Liggieri, M. Cecilia Arribére, Sebastian A. Trejo, Francesc Canals, Francesc X. Avilés and Nora S. Priolo.
2004. “Purification and biochemical characterization of asclepain c | from the latex Asclepias curassavica L”. The Protein
Journal. Ed: Kluwer Academic Publishers. ISSN: 1572-3887. 23 (6):403-411.

% Priolo, N., Morcelle del Valle, S., Arribére, M.C., Lépez, L.M.l., Caffini, N. (2000). “Isolation and characterization of a
cysteine portease from the latex of Araujia hortorum fruits”. J. Protein Chem. 19: 39-49.
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secuencia de 61% con Ila proteina especifica de antera SF18 de
Helianthus annus y con un 50% con Art V1 Artemisia vulgaris), con actividad
antimicrobiana. Con el servidor HHPred (http://toolkit.tuebingen.mpg.de/hhpred) se
realizo el fold assignment. EI molde mas adecuado para realizar el modelado por
homologia resulté ser Art v 1 de Artemisia vulgaris, con una identidad del 76% y un
E-value de 3,1x10-25. Utilizando el programa Modeller se construyeron 100
modelos, de los cuales se evaluo el valor de la funcion objetivo. A partir del analisis
bioinformatico realizado, pudo obtenerse un modelo tridimensional del dominio
DefSm1D, que permitié corroborar el plegamiento caracteristico de las defensinas
vegetales como asi también realizar el analisis estructura-funcién. El estudio de la
prediccién funcional (realizada empleando como input el modelo tridimensional
obtenido) a través del servidor ProFunc (https://www.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/profunc/) y los resultados del analisis secuencial utilizando el BLAST
mostraron indicios que la funciéon antimicrobiana del dominio DefSm1D seria
especificamente antifungica y no morfogénica. Este modelado permiti6 ademas,
predecir su estructura, la cual posee tres puentes disulfuro presentando la estructura
caracteristica conocida como CSaf3. Posee también el motivo y-core, con estructura
de B hairpin, presente en todas las defensinas y practicamente en todos las clases
de antimicrobianos estabilizados por el aminoacido cisteina. Cabe aclarar que el
modelado y los analisis bioinformaticos y de homologia de la defensina fueron
realizados por la Lic. Agustina Fernandez (becaria doctoral de la Dra. Vairo Cavalli) y
por Dra. Laura Colombo (becaria postdoctoral de la Dra. Vairo Cavalli), supervisados
por su directora.

Por otro lado, se estudio y se analizo la localizacion subcelular de la peptidasa
silpsina 2. Las peptidasas asparticas tipicas poseen dos regiones pre-pro en el
extremo C-terminal (preproslipesinas) que poseen un inserto especifico tipico que se
encuentra en plantas (PSI). Este inserto es el responsable del direccionamiento de la
proteina hacia la via secretoria de la célula. Para ello se parti6 de flores S.
marianum, las cuales se trituraron en nitrégeno liquido obteniéndose de este modo
el material de partida para el estudio. Se construy6 el modelo del zimégeno a partir
del programa de software Modeller v.914 basado en la estructura cristalina de la

profitepsina de la cebada (PDB: 1QDM). Para investigar la localizacion subcelular se

3 Bradford, M. B. (1976). “A rapid and sensitive method for the quantitation of micrograms quantities of protein
utilizing the principle of protein-dye binding”. Analytical Biochemistry, 72(1-2), 248-254.
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realizd una expresion transitoria con una proteina de fusién roja fluorescente (RFP)
en la epidermis abaxial de hojas de Nicotiana benthamiana (tecnologia Gateway.
Vector pPB7RWG2) empleandose para ello los clones de la especie Agrobacterium
tumefaciens transformadas. Transcurridos tres dias, la agroinfiltracion fue
monitoreada a través de diferentes cortes de hojas tratadas por microscopia
confocal de escaneo laser (Leica DMI 6000 CS motorizado) con el objeto de
observar la localizacion intracelular de estas proteinas. Los resultados confirmaron
que estas proteinas se encuentran en la vacuola vegetal. Del mismo modo que en el
caso de la defensina, el modelado del zimégeno fue realizado por la Lic. Agustina
Fernandez y por Dra. Laura Colombo), supervisadas por su directora, la Dra. Vairo

Cavalli.

8.3. Clonacién y secuenciamiento de una proteasa cisteinica de la especie
Bromelia hieronymi (Bromeliaceae)
Los frutos de esta especie poseen contienen cantidades considerables de

proteasas cisteinicas con potenciales usos en las industrias farmaceutica vy
alimenticia. Para llevar a cabo la clonacion y el posterior secuenciamiento se tomo
como material de partida frutos inmaduros que fueron triturados en presencia de
nitrégeno liquido. Se extrajo el ARN total a partir de 0,2 gr del resultado de esta
trituracion. Se amplific6 por retrotranscripcion el cDNA empleando primers
especificos. Posteriormente los productos fueron analizados por electroforesis de
agarosa al 1% (Fig. 1). Se seleccionaron las bandas de cDNA y se purificaron y se
ligaron dentro del vector pGEM-T Easy. Luego se transformaron en células
competentes de Escherichia coli (XL1-Blue). Se obtuvieron las secuencias consenso
conteniendo 989 pb. Las primeras 687 pb codifican para una cadena polipeptidica
hipotética de la peptidasa madura conformada por 229 aminoacidos (Bh-CP2). Esta
secuencia posee el 93% de identidad con la Bh-CP1, la cual es otra peptidasa de
esta especie. Presentan un porcentaje de homologia del 80% con las peptidasas de
la especie Ananas comosus (dato no mostrado). Esto confirma la presencia de
residuos altamente conservados que forman el sitio catalitico que incluye seis

residuos de cisteina que forman puentes disulfuros.
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Figura 1. .Electroforesis de agarosa al 1%. A Verificacion de la extraccion de ARN realizando una reaccion
de PCR usando cebadores de actina (A3 y A4, Nicotiana tabacum). Linea 1 (L1): Extracto de ARN; Linea 2
(L2): marcadores moleculares: ADN Ladder 50 pb precisiéon. B. RT-PCR especifica. Los productos se
obtuvieron usando cebador Nt-H1 (para secuencias N-terminales de la peptidasa de Bromelia hieronymi. Linea
3: Patrones de ADN (Gene Ruler 1kb DNA Ladder, Thermo Scientific); Linea 4 (L4): producto de amplificacion
purificado.

Este estudio es el primer paso para expresar esta enzima, que es un prometedor
biocatalizador para procesos industriales.

8.4. Actividades biologicas en hidrolizados de soja empleando las especies
Bromelia hieronymi  (Bromeliaceae) y Asclepias curassavica
(Asclepiadaceae)

Las proteasas de las especies B. hieronymi y A. curassavica fueron
empleadas para preparar hidrolizados a partir de la soja como sustrato proteico. La
semilla de esta especie contiene diversas proteinas que presentan, encriptados en
sus secuencias, péptidos bioactivos antioxidantes, que pueden ser liberados
mediante hidrolisis enzimatica in vitro.

Para ello se partié de 5 gr harina desgrasada de soja los cuales se colocaron
en 50 ml de agua destilada ajustandose el pH a a 8,0 con NaOH 2N y se agito
durante 2 h a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugd a 128009
durante 15 min a 20 °C y se descarté el precipitado. El sobrenadante obtenido se
llevé a pH 4,5 con HCI 2N. Luego de un segundo paso de centrifugacion, se obtuvo
un precipitado que fue redisuelto en 10 ml de agua destilada y llevado a pH 8,0. Se
determind el contenido de proteinas de este sustrato mediante el método de
Bradford® arrojando un valor de 5,16 + 0,07 mg proteinas/ml, previa diluciéon del
mismo 1/10.

Una vez obtenido el aislado proteico de soja para utilizarlo en los ensayos de
hidrdlisis, se procedié a preparar los extractos enzimaticos de B. hieronymi y de

A. curassavica. En el primer caso se trituraron frutos en buffer fosfatos 0,1 M, pH 6;
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y en el segundo se realizaron incisiones superficiales de tallos para colectar el latex
sobre buffer citrico- fosfato 0,1 M, pH 6,5, EDTA 5 mM vy cisteina 5 mM. Ambos
homogenatos fueron centrifugados a 10000 rpm por espacio de 1 h a 4°C. El
sobrenadante de cada uno se denomind extracto crudo de B. hieronymi (ECbh) y
del mismo modo para A. curassavica (ECac). Para cada uno de los extractos se
evalud el contenido de proteinas y la actividad caseinolitica siendo 872,7 + 55,2
ug/ml y 7,87 + 0,55 Ucas/ml*; y, 258 + 1,8 pg/ml y 0,45 +0,05 ug/ml,
respectivamente.

Los ensayos de hidrélisis empleando las proteasas de las especies vegetales se
llevaron a cabo en un bafio a 45°C, con una relacion enzima-sustrato: A.
curassavica 2:8; B. hieronymi de 1:9. En ambos casos los tiempos de hidrdlisis: 10’
30’ 60’ 90’ 180’ y se detuvo la reaccion a ebullicién durante siete minutos.

Luego se realizaron ensayos de caracterizacion de los hidrolizados que
consistieron en analizar su perfil proteico por medio de una electroforesis (SDS-
PAGE) (Fig. 2), determinar la actividad antioxidante (Método ABTS’) (Fig. 3),
evaluar el grado de hidrélisis (Método TNBS®) (Tabla 1) y detectar actividad
antihipertensiva (inhibicion de la ECA’) (Fig. 4). En éste ultimo ensayo los

hidrolizados fueron filtrados con membrana de 3 kDa.

* Constanza Liggieri, M. Cecilia Arribére, Sebastian A. Trejo, Francesc Canals, Francesc X. Avilés and Nora S.
Priolo. 2004. “Purification and biochemical characterization of asclepain c | from the latex Asclepias curassavica
L”. The Protein Journal. Ed: Kluwer Academic Publishers. ISSN: 1572-3887. 23 (6):403-411.

> Pefia-Ramos E.A. & Xiong Y.L. (2001) “Antioxidative activity of whey protein hydrolisates in a liposomal
system” Journal of Dairy Sciense, 84:2577-2583.

6 Adler-Nissen, J. (1979). “Determination of the degree of hydrolysis of food protein hydrolysates by
trinitrobenzenesulfonic acid”. Journal of agricultural and food chemistry, 27(6), 1256-62.
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Figura 2: SDS-PAGE en geles de Tricina._ A: A. curassavica (ECAc); B: B. hieronymi (ECBh); PLW: patrones
de bajo peso molecular (GE: 97, 66, 45, 30, 20,14.7 kDa); BE: soja sin hidrolizar; 10’, 30, 60’, 90’ y 180’: tiempos
de hidrdlisis; PMP: Patrones polipeptidicos (BioRad: 26.6, 17, 14.4, 6.5, 3.5, 1.4).

Los datos aportados por estos experimentos permiten concluir que los perfiles
peptidicos de los productos analizados por SDS-PAGE mostraron que ECac degrada
las bandas principales, persistiendo dos (18 y 38 kDa), mientras que ECbh present6

una total degradacion de las proteinas (Fig. 2B).

80

70 -

60 -

50 -

40 -

y =36,742x - 1,7222

301 R? = 0,9959 ECAc 180° 1,68 % 0,02

20 -

10 - ECBh 60’ 1,3+0,21

Actividad anti oxidante (%)

0 0,5 1 1,5 2 2,5

Equivalentes de Trolox (mM)

Figura 3. Actividad antioxidante de los hidrolizados de ECAc 180 min y ECBh 60 minutos

La actividad antioxidante de los hidrolizados fue de 1,68 + 0,02 mM de
Trolox para el hidrolizado de 180 min de ECAc y de 1,30 £ 0,21 mM de trolox para
el hidrolizado de 60 min de ECBh.

En la tabla 1 se puede observar los datos del grado de hidrdlisis de las
muestras ensayadas. El grado de hidrdlisis a los 180 min fue de 25,1 £+ 3,4 %
(ECAc) y de 38,9 £ 1,6 % (ECBh). El ensayo de grado de hidrdlisis se llevd a cabo

en todos los hidrolizados empleando las especies, los sustratos y los diferentes

" Carmona, Schwager, Juliano, Juliano, & Sturrock, 2006. “A continuous fluorescence resonance energy transfer
angiotensin I-converting enzyme assay”. Nature protocols, 1(4): 1971-6. doi:10.1038/nprot.2006.306.
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tiempos de reaccion. Los datos que arrojé el mismo llevaron a seleccionar el
hidrolizado de ECbh 60 min (menor tiempo de hidrdlisis) y el correspondiente a
ECAc 180 min (mayor tiempo de hidrdlisis) para trabajar con grados de hidrolisis

similares.

Grado Grado de
de hidrélisis hidrolisis (%) 180’
(%) 60’
ECAc 241107 251134
ECBh 33,926 38,91+1,6

Tabla 1. Grado de hidrolisis de los hidrolizados de ECAc 180 min y ECBh 60 minutos

y = 20,185x + 37,065

:/’ R? =0,9887

1,5 0 0,5

Figura 4. Actividad antihipertensiva. Inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina I
ECA ICs0 =1,9 mg/ml para el hidrolizado obtenido con Ecac

No se detectd actividad antihipertensiva para el hidrolizado de ECBh,
mientras que el ECAc presentd actividad antihipertensiva con un valor de IC5y de
1,9 mg/ml. Por todo ello, seria promisorio el empleo de estos hidrolizados de soja en
la obtencion de alimentos funcionales, por la presencia de péptidos con actividad

antioxidante e inhibitoria de la ECA.

8.5. Hidrolizados de proteinas de leche de cabra empleando las peptidasas
de Bromelia hieronymi (Bromeliaceae)
Los objetivos de este trabajo fueron: a) emplear las preparaciones

proteoliticas obtenidas de los frutos de B. hieronymi para ensayar pruebas de
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coagulacion en leche de cabra y b) obtener hidrolizados de caseinato y de las
proteinas contenidas en el lactosuero.

A partir de los frutos de esta especie se prepard un extracto crudo en buffer
fosfato de sodio 0,1M (pH 6,0, cisteina y EDTA 5mM). Seguidamente se procedié a
preparar tres extractos parcialmente purificados mediante distintas metodologias:
(Eet), (E3) vy

cromatografia de exclusion molecular (Eem). De las tres extracciones, la que resultd

precipitacion etandlica filtracion por una membrana de 3KDa

mejor fue aquella que se filtré (Tabla 2).

EC 0,59 + 0,00 9,4+0,2 0,67 + 0,01
Eet 0,45 + 0,02 7,8+ 0,6 0,68 + 0,05
Eem 0,13+ 0,02 3,8+0,9 No detectable
E3 0,51+ 0,03 8,9+1,2 0,69 + 0,03

Tabla 2. Caracterizacion de los diferentes extractos obtenidos

A este extracto parcialmente purificado se lo caracterizé con los siguientes
ensayos: determinacion de la concentracion proteica (método de Bradford®), la
actividad proteolitica y la actividad antioxidante (método del ABTS®). Con el extracto
crudo inicial se realizaron ensayos de coagulacion de la leche de cabra. La reaccion
se llevo a cabo a 37 °C de temperatura siendo el tiempo de coagulacion, en presencia
de CaCl; 20 mM de 8 segundos (Fig. 5 Ay B).

A B
“
__160 16, i
= A o
< < = 14 \
®© 120 £ 17 5~ A
g 3 -
0 5 10
% 80 s : \ =
S o y=9.4731x-1.6667 @8 * *
% R2=0.991 g s
s 40 5T g
f- 8 = 4
- a8
F 0 _E
0 5 10 15 20 F 0 i
i 0 10 20 30 40
Factor de dilucién del EC |
Concentracion de CaCl, (mM)

Ensayos de coaguiacion. A Ensayo de coagulacion de la Jeche de cabra en funcidn del factor de dilucién del
extracto crudo {EC). B: A. Ensayo de coagulacién de la leche de cabra en funcidn del factor de dilucidn del extracto
crudo {EC). A. Ensaya de coagulacion de la leche de cabra en funcion del factor de dilucidn del extracto crudo (ECL

Figura 5. Ensayos de coagulacion
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Ademas se prepararon caseinatos hidrolizados de proteinas del lactosuero
de cabra a 45° C. Se realizd una electroforesis (SDS-PAGE de Tricina Fig. 6) que
mostro un patron caracteristico de degradacion de las principales fracciones
proteicas, alcanzando un grado maximo de hidrodlisis a los 180 minutos de reaccion
(28,8 + 10,1% para proteinas de suero y 422 + 7,0% para caseinato,

respectivamente) Fig. 7.

lactosuero o o— caseinato

dh ; .- @ -9
"
- -—
i -:1 wd 26,6 [{ 26,6
20,1 L | - e
= -
il B 17 17 )
14,2
14,7 el .! - 12 ] :
65
-
A BE O 20 B A 0 10° 30 60 90' 180' A O

SDS-PAGE en geles de Tricina. 0 Hidralizado de lactosuero de cabra, 9 Hidrolizado de
caseinato de cabra. A: patrones polipeptidicos {BioRad: 26.6, 17, 14.4, 6.5, 3.5, 1.4); BE: blanco
de enzima; B, patrones de bajo peso molecular {GE: 97, 66, 45, 30, 20.1, 4.7 kDa}; tiempos de
hidrélisis: ¢, 10, 30, 607, 907,120 v 180"

al

Figura 6. SDS-PAGE

Grado de hidrolisis porcentual (método del TNBS)

Tiempo de Hidrolizado de Hidrolizado de
hldrolms lactosuero caprino | caseinato caprino

4,2+2,4 17,3+ 1,6
30 13,7 £ 15,1 29,5 +4,7
60 15,1+ 5,3 35,1 + 4,1
90 22,8 +2,3 36,8 + 3,7
180 28,8 + 10,1 42,2+7,0

Figura 7. Determinacion del grado de hidrolisis

En cuanto al ensayo de la actividad antioxidante luego de 180 minutos de
reaccion de hidrdlisis, los resultados fueron de 1,37 + 0,07 y 1,10 + 0,04 de Trolox

para ml / ml de hidrolizados de suero y caseinato, respectivamente (Fig. 8).
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100.0
g
£ 800  y-68964x-66228
3 R?=0.9988
% 600
£
s 400
i Curva de calibracidn de = ; = =z
2 200 iy Hidrolizado \Equwalentes de trolox (mg/ml)
L4
0.0 Lactosuero 1,37 £+ 0,07
0 05 1 15 .
Concentracion de trélox (mg/mi) Caseinato 1,10 + 0,04

Figura 8. Determinacion de la actividad antioxidante a los hidrolizados de lactosuero y caseinato de leche de cabra de
180 min. Se empled el método del ABTS y se expreso los valores obtenidos en mg/ml de Trolox, un antioxidante de

f, in
rererendia

Los datos obtenidos de este estudio llevan a predecir que el sistema
proteolitico de B. hieronymi podria ser utilizado en la fabricacién de quesos de cabra y
en la preparacion de hidrolizados de proteinas de leche de cabra con potencial

actividad antioxidante.

8.6. Colaboraciéon en ensayos de laboratorio para el grupo de trabajo que dirige
la Dra. Sandra Vairo Cavalli

Dicha colaboracion la he estado prestando desde el afio 2014 y continto en
la actualidad.

La tematica de este grupo apunta principalmente a la clonacién y expresion
de proteasas asparticas de Silybum marianun, Arctium minus y cisteinicas de
Bromelia hieronymi.

Sin embargo, actualmente el equipo de investigacion esta explorando el
campo de la elaboracion de miniquesos a partir de la coagulacion de la leche
empleando este tipo de proteasas. A modo de una breve introduccién a este tema, se
puede mencionar que, en la industria lactea, para la elaboracion de queso se utiliza la
quimosina o renina comerciales (ambas de tipo aspartico) que producen la
coagulacion de la leche. Estas enzimas hidrolizan la caseina, la cual forma la cuajada
0 cuajo al desnaturalizarse y precipitar, y constituye el primer paso para la fabricacion
del queso. Debido a que la directora del equipo siempre ha trabajado con extractivos
vegetales conteniendo este tipo de proteasas, durante este periodo se esta
ensayando las proteasas asparticas obtenidas de las flores de Silybum marianum con
el fin de emplearlas como potenciales sustitutos de quimosina en la preparaciéon de

los quesos.
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En la siguiente lista se mencionan algunas de las técnicas de laboratorio que
he realizado para este grupo de trabajo:

-Purificacion cromatografica de Silybum marianum (exclusion molecular,

intercambio i6nico).

-Electroforesis desnaturalizante (SDS-PAGE) discontinua en condiciones

reductoras y electroforesis de Tricina.

- Western blot.

-Preparacién de diferentes medios de cultivo.

- Preparacion de reactivos

-Crecimiento y mantenimiento de cultivos bacterianos.

-Preparacién de células competentes.

-Transformacién por shock térmico de las bacterias competentes quimicas.
-Extraccion de ADN plasmidico de bacterias por lisis alcalina o por empleo
del kit comercial AccuPrep Plasmid MiniPrep DNA Extraction Kit (Bioneer).

- Extracciones de ARN total de las especies estudiadas.
- Actividad coagulante de leche empleando las proteasas asparticas Silybum
marianum.

-Electroforesis de Tricina al 16 %.

9. OTRAS ACTIVIDADES
9.1. PUBLICACIONES CIENTIFICAS

9.1.1. Colombo, Maria Laura, Liggieri Constanza, Vairo Cavalli, Sandra.
“Peptidasas asparticas de flores de Asteraceae con potencial aplicacion
biotecnolégica” Rev. Farm.Volumen 158 (2016). ISSN 0034-9496.

9.1.2. Maria Alicia Corrons, Constanza Silvina Liggieri, Sebastian Alejandro Trejo,
Mariela Anahi Bruno. “ACE-inhibitory peptides from bovine caseins released with
peptidases from Maclura pomifera latex”. Food Research International 93 (2017). 8-
15. http://dx.doi.org/10.1016/jfoodres.2017.01.003. ISSN 0963-9969.
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9.2. PUBLICACIONES DE ABSTRACS CON REFERATO

9.2.1. Biocell. Cloning and sequencing of e new cisteinpeptidase from fruits of
Bromelia hieronymi MEZ. Colombo ML, Liggieri CS, Fernandez A, Vairo
Cavalli SE, Bruno MA. “Cloning and sequencing of e new cisteinpeptidase from
fruits of Bromelia hieronymi MEZ”. Cérdoba. Argentina. 7-10 de noviembre de
2016. ISSN 0327-9545 (Impreso). ISSN 1467-5744. (Electrénico). Vol 40
(Suppl.1). 2016.

9.2.2. Biocell. Molecular analysis and subcellular localization molecular analysis
and subcellular localizatios of peptidase Silpepsin 2 from Silybum marianum.
Colombo ML, Fernandez A, Liggieri CS, Tornero P,Vairo Cavalli SE. Cérdoba.
Argentina. 7-10 de noviembre de 2016. ISSN 0327-9545 (Impreso). ISSN 1467-
5744. (Electronico). Vol 40 (Suppl.1). 2016.

9.3. MANUSCRITO ENVIADO PARA SU EVALUACION PARA SER PUBLICADO
EN EL JOURNAL OF BIOTECHENOLOGY

Origone, A.; Bersi, G.; lllanes, A.; Sturnuolo, H. ; Liggieri, C.; Ardanaz, C.;Guzman,
F.; Barberis, S. "Enzymatic and chemical synthesis of new anticoagulant
peptides". Numero de Manuscrito: BIOTEC-D-17-00445.

9.4 COMUNICACIONES A REUNIONES CIENTIFICAS/TECNOLOGICAS

9.4.1. Garay V, Lépez Fino C, Bruno M, Liggieri C. “Busqueda de actividades
biolégicas en hidrolizados de soja empleando peptidasas de Asclepias
curassacica (Asclepiadaceae) y Bromelia hieronymi (Bromeliaceae)’. VI
Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016.
Codrdoba. Argentina. 2,3 y 4 de noviembre de 2016.

9.4.2. Lépez Fino C, Garay V, Liggieri C, Bruno M. “Utilizacién de peptidasas de
Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae) sobre proteinas de leche de cabra”. VI
Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos 2016.
Cordoba. Argentina. 2,3 y 4 de noviembre de 2016.

9.4.3. Colombo ML, Liggieri CS, Fernandez A, Vairo Cavalli SE, Bruno MA. “Cloning
and sequencing of e new cisteinpeptidase from fruits of Bromelia hieronymi
MEZ”. SAIB - 52th Annual Meeting Argentine Society for Biochemistry and

Molecular Biology LIl Reunion Anual Sociedad Argentina de Investigacion
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en Bioquimica y Biologia Molecular. Cérdoba. Argentina. 7-10 de noviembre
de 2016.

9.4.4. Colombo ML, Fernandez A, Liggieri CS, Tornero P,Vairo Cavalli SE. “Molecular
analysis and subcellular localization molecular analysis and subcellular localizatios
of peptidase Silpepsin 2 from Silybum marianum”. SAIB - 52th Annual Meeting
Argentine Society for Biochemistry and Molecular Biology LIl Reunién Anual
Sociedad Argentina de Investigacion en Bioquimica y Biologia Molecular.
Cdrdoba. Argentina. 7-10 de noviembre de 2016.

9.4.5. Fernandez, Agustina; Colombo, Maria Laura; Liggieri, Constanza; Bakas, Laura;
Vairo Cavalli, Sandra. “Gene organization and bioinformatic analyses of DefSm1D,
a defensin-like protein domain from flowers of Silybum marianum”. lll Latin
American Federation of Biophysical Societies (LAFeBS) IX IberoAmerican
Congress of Biophysics XLV Reunion Anual SAB 2016. San Miguel de
Tucuman. Argentina. 23 al 25 de noviembre de 2016.

9.4.6. Constanza Liggieri. lll Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de la
Provincia de Buenos Aires. “Ciencia y Tecnologia para el Desarrollo”.
Organizado por la Comision de Investigaciones Cientificas de la Prov. De Buenos
Aires (CICPBA). 1- de Septiembre de 2016. Participacion en calidad de Asistente.

9.4.7. Viana, C.A., Oliveira, J.P.B., Liggieri, C.S., Cavalli, S.E.V., Freitas, C.D.T.,
Bruno, M.A. Ramos, M.V. “Bioactive Peptides Derivade from casein hydrolysis by
latex proteases”. Xlll Regional Nordeste da SBBq. 6th International
Symposium in Biochemistry of Macromolecules and Biotechnology.
Fortaleza, CE. 27 a 30 de Noviembre de 2016.

10. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO.
CARGO: Jefe de Trabajos Practicos

Para el dictado de la asignatura Biologia, se continuo con la modalidad
implementada en el afo 2012, tal como fue informado en los periodos anteriores. La
clase taller fue la modalidad adoptada en la catedra para que se lleven a cabo los
procesos de ensefanza y aprendizaje con el objeto que los alumnos alcancen el
conocimiento significativo critico. El fundamento de esta modalidad es principalmente, la
construccion de conocimiento a partir de las ideas previas que cada uno de los alumnos
puede aportar a la discusion global de los contenidos curriculares. El disparador de cada

clase fue un texto de trabajo o consigna sobre los contenidos correspondientes a cada
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clase en particular. Los docentes, a cargo de la misma, desarrollaron mas
profundamente los contenidos conceptuales a lo largo de las horas de discusion. En
cuanto a la Evaluacion se mantuvo un esquema de dos evaluaciones parciales,
correspondientes a dos partes de la cursada. El contenido y modalidad de las
evaluaciones fueron acordes a la modalidad de ejercitacién y discusion de conceptos

realizados durante las clases.

11. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS ANTERIORES.

11.1. DICTADO DE CURSO

“Estrategias de la Purificacion de Proteinas Vegetales”. Teodrico-Practico. Directora
del Curso: Dra. Susana Morcelle del Valle. Organizado por el Centro de Investigacion de
Proteinas Vegetales (CIPROVE) de la Facultad de Ciencias Exactas (UNLP). Valido para
la Carrera del Doctorado. 31 de octubre al 7 de noviembre de 2016. Expte. 700-
002209/000. Resolucién nro. 2832. Valido por 5 afos (fecha de aprobacion 09/12/14).

11.2. CO-DIRECCION DE PASANTES DE LABORATORIO

Anabella Origone. Becaria Doctoral (CONICET) residente en la ciudad de San Luis,
Argentina. La pasantia en el CIPROVE se desarrollé durante el periodo comprendido entre
el 26 de junio y el 7 de julio del ano 2017 (90 horas). Como parte de su plan de tesis
doctoral (“Sintes de péptidos antihipertensivos, utilizando fitoproteasas autéctonas
inmovilizadas”) se ha entrenado en la realizacion de diferentes actividades que se
enumeran a continuacion: preparacion de extractos proteoliticos a partir del latex del tallo
de Asclepias curassavica; determinacion de la concentracién de proteinas, determinacién
de la actividad enzimatica sobre caseina, ensayos de actividad antihipertensiva de los
péptidos sintetizados tanto enzimaticamente como quimicamente mediante la la
determinacién de la actividad inhibitoria de la ECA (Enzima Convertidora de la Angiotensina
I) y purificacion de la peptidasa de interés por técnicas cromatograficas, empleando un

cromatografo Akta Purifier.

11.3. MIEMBRO DE COMISIONES ASESORAS PARA EVALUAR TRABAJOS FINALES
DE LA CARRERA DE ESPECIALIZACION EN DOCENCIA EN SALUD Y
ALIMENTACION
(RES C.S. 092/13 UNER).

Integrante del Jurado para evaluar el Trabajo Final Integrador de la Carrera de

Especializacién en Docencia en Salud y Alimentacion de la Licenciada Elda Cecilia TRIGO.
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Titulo del Trabajo Final: “El mapa conceptual (MC) y otras formas de esquematizar (OFE)

como instrumento de evaluacion en la universidad frente a las preguntas de opcion multiple

(POM)”. Experiencias en la catedra de Anatomia y Fisiologia de |la Carrera de Licenciatura

en Nutricion. Facultad de Bromatologia. Universidad de Entre Rios. Argentina. Resolucion

CD 055/16. 1/4/2016.

11.4. MIEMBRO DE COMISIONES ASESORAS PARA EVALUAR PROYECTOS DE

EXTENSION DE LA UNLP.
Convocatoria 2016

11.4.1. Area tematica: Ambiente, Urbanismo y Patrimonio
Proyecto: El Ambiente, mi barrio, mi escuela

Directora: Veroénica Mariana SOSIO,

11.4.2. Area tematica: Ambiente, Urbanismo y Patrimonio
Proyecto: APORTES A LA CONSOLIDACION SOCIAL,
ARQUITECTONICA
Director: Nora Ponce
11.4.3. Area tematica: Ambiente, Urbanismo y Patrimonio
Proyecto: OFIDIOS Y LA POBLACION RURAL.
Director: Marcela Sandra Leipus

11.4.4. Area tematica: Ambiente, Urbanismo y Patrimonio

URBANA Y

Proyecto: PROFESIONALES EN LOS BARRIOS. Talleres barriales por un habitat

digno Ill en el Gran La Plata

Director: Ariel Emilio Frattasi

11.5. FINALIZACION DE LA CARRERA DE ESPECIALIZACION EN DOCENCIA

UNIVERSITARIA

Titulo de Especializacion: Especialista en Docencia Universitaria
Director: Dra. Laura Bakas
Co-Director: Mg. Ménica Paso

Titulo: “Planificacion de la implementacion de estrategias de ensehanza

innovadoras de los contenidos curriculares de la asignatura Biologia

perteneciente al tercer y cuarto cuatrimestre del Ciclo Basico”
Fecha: 11 de julio de 2017
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Calificacion: siete (7)
Aclaracioén: La probanza correspondiente a este punto y que adjunto, es el Dictamen
de la Comision Evaluadora. Sélo ha sido firmado por uno de los jurados.
La Secretaria de la Carrera se comprometié a enviarme via mail este
dictamen nuevamente cuando esté firmado por los dos jurados restantes.
Al momento de la presentacion del presente Informe no ha llegado aun el

mail.

11.6. SUBSIDIOS RECIBIDOS O EN EJECUCION EN EL PERIODO.

Titulo

“‘Optimizacion de la obtencibn de proteinas vegetales con potencial accion
biotecnolégica y biomédica”

Directora: Dra. Mariela Bruno. Co-Directora: Dra. Constanza Liggieri.

Cddigo X-746.

11.7. GESTION ADMINISTRATIVA Y CONTABLE DEL CIPROVE

Responsable de la gestion administrativa y contable del Ciprove (Centro de
Investigacion de Proteinas Vegetales), incluyendo la confeccién y traslado de los
formularios de orden de provision de fondos a la administradora de los PICTs
otorgados para el Laboratorio, rendicién de subsidios, de servicios a terceros, manejo
de fondos y realizacion de operaciones bancarias asistida por el Director del Centro,

entre otras. Actividad desarrollada desde marzo de 2006 y actualmente en ejecucion.
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