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Comisién de
Investigaciones Cientificas

Gobierno de la Provincia
de Buenos Aires

CARRERA DEL INVESTI(,}ADOR CIENTIFICO Y
TECNOLOGICO
Informe Cientifico’

PERIODO 2: 2005-2006

Legajo N°:
DATOS PERSONALES
APELLIDO: CAFFINI (Legajo 173.311)
NOMBRES: Néstor Oscar
Direccion Particular: Calle: Ne:
Localidad: CP: Tel:

Direccién electrénica (donde desea recibir informacion): caffini@biol.unlp.edu.ar
TEMA DE INVESTIGACION

“Aplicacién Industrial de Enzimas Proteoliticas de Vegetales Superiores”

DATOS RELATIVOS A INGRESO Y PROMOCIONES EN LA CARRERA
INGRESO: Categoria: Independiente Fecha: 07/1988

ACTUAL: Categoria: Principal desde fecha: 28/12/2006

INSTITUCION DONDE DESARROLLA LA TAREA

Universidad y/o Centro: Laboratorio de Investigacion de Proteinas Vegetales (LIProVe)
Facultad: Ciencias Exactas

Departamento: Ciencias Biolégicas

Cétedra:

Ofros: Universidad Nacional de La Plata

Direccién Particular: Calle: 47y 115 N°: s/n

Localidad: La Plata CP: B1900AJL Tel: 0221 423 0121

Cargo que ocupa: Director

DIRECTOR DE TRABAJOS. (En el caso que corresponda)

Apellido y Nombres:

Direccion Particular: Calle: Ne:

Localidad: CP: Tel:

Direccion electronica:

"Art. 11; Inc. “e” ; Ley 9688 (Carrera del Investigador Cientifico y Tecnoldgico).
2 El informe debera referenciar a afios calendarios completos. Ej.: en el afio 2006 debera informar
sobre la actividad del periodo 1-1-2004 al 31-12-2005.
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EXPOSICION SINTETICA DE LA LABOR DESARROLLADA EN EL PERIODO.

Debe exponerse, en no mas de una pagina, la orientaciéon impuesta a los trabajos,
técnicas y métodos empleados, principales resultados obtenidos y dificultades
encontradas en el plano cientifico y material. Si corresponde, explicite la importancia de
sus trabajos con relacion a los intereses de la Provincia.

El suscripto es Director del Laboratorio de Investigacion de Proteinas Vegetales
(LIProVE) desde su creacion por el Consejo Superior de la Universidad Nacional de La
Plata en 1992. En el mismo se ha desarrollado una creciente tarea relacionada con el
aislamiento, purificacion y caracterizacién de proteasas vegetales, asi como de ensayar
su posible aplicacion en ciertos procesos industriales tales como el tratamiento de
cueros, el reemplazo del cuajo vacuno en la produccion de quesos y la sintesis
enzimatica de péptidos bioactivos, entre otros. También se realiza una creciente tarea
de vinculacién con el sector productivo, tanto en el dosaje de proteinas como en el
desarrollo de procesos de purificacion de proteasas. La formacion de recursos humanos
es uno de los principales objetivos del LIProVe. De alli la presencia de becarios y
tesistas de la UNLP y de otras Universidades, tanto del pais como del exterior y la oferta
de cursos de posgrado.

Durante el periodo que abarca el presente informe se han intensificado los propésitos
fundacionales. En este momento forman parte del LIProVe dos investigadores y un
profesional de apoyo de CICPBA, dos investigadores de CONICET, dos docentes con
dedicacién exclusiva y uno con semidedicacion, cuatro becarios doctorales de
CONICET, un becario posdoctoral y otro doctoral de la UNLP y uno de la ANPCyT, dos
becarios de entrenamiento de CICPBA vy tres estudiantes avanzados de Biotecnologia,
lo que hace un total de veinte personas afectadas en distinto grado a tareas de
investigacion. Se han finalizado cinco tesis doctorales (una en el exterior) y se
encuentran en distintas etapas de desarrollo otras cinco.

En cuanto a la produccion cientifica individual, en el periodo se han publicado o se
encuentran en prensa seis (6) trabajos en revistas internacionales con referato y se han
presentado once (11) comunicaciones en distintos congresos nacionales e
internacionales. En relacion a la cooperacion internacional, el suscripto es Coordinador
del Proyecto CYTED 1V.22 (“Aplicacioén industrial de enzimas proteoliticas de vegetales
superiores”), que involucra ademas a otros dos grupos del pais, dos de Espafa, dos de
Cuba y uno de cada uno de los siguientes paises: Brasil, Chile, Colombia, Ecuador,
Méjico, Portugal y Uruguay, que ha dado lugar a una intensa relacion y que tuvo su
correlato en una efectiva formacién de recursos humanos.

En lo personal, la formacion de recursos humanos estuvo representada por la direccion
de seis becarios y de un Profesional Asistente de CICPBA, ademas de la defensa de
una tesis doctoral y la continuacion de la direcciéon de otra. A través del Programa
CYTED se atendieron dos pasantes de la Universidad de La Habana, uno de la
Universidad de la Republica de Uruguay una de Bolivia y una de la Universidad
Nacional de San Luis. Finalmente, la vinculacion con el medio productivo se ha
concretado a través de un convenio con la Cooperativa Telefénica de General San
Martin, de la Provincia de Jujuy, para el desarrollo de un proceso de obtencion de
papaina hidrosoluble a partir de latex de mamon (Carica papaya L), asi como la
renovacion de un convenio con Laboratorios Delver de La Plata para el desarrollo de un
procedimiento de cuantificaciéon de proteinas en proteinas de cereales y otros
materiales.

TRABAJOS DE INVESTIGACION REALIZADOS O PUBLICADOS EN ESTE

PERIODO.

7.1 PUBLICACIONES. Debe hacer referencia exclusivamente a aquellas publicaciones
en las que haya hecho explicita mencion de su calidad de Investigador de la CIC
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(Ver instructivo para la publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Toda

publicacién donde no figure dicha mencion no debe ser adjuntada porque no sera
tomada en consideracion. A cada publicacién, asignarle un numero e indicar el
nombre de los autores en el mismo orden que figuran en ella, lugar donde fue
publicada, volumen, pagina y afio. A continuacion, transcribir el resumen (abstract)
tal como aparece en la publicacién. La copia en papel de cada publicaciéon se
presentara por separado. Para cada publicacion, el investigador debera, ademas,
aclarar el tipo o grado de participacién que le cupo en el desarrollo del trabajo y,
para aquellas en las que considere que ha hecho una contribucién de importancia,
deberé escribir una breve justificacion.

7.2 Bruno, M. A., S.A. Trejo, X.F. Avilés, N.O. Caffini and L.M.l. Lépez (2006). "Isolation
and characterization of Hieronymain Il, another peptidase isolated from fruits of
Bromelia hieronymi Mez.The Protein Journal. 25: 224-231.

7.3 From unripe fruits of Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae), a partially purified
protease preparation was obtained by acetone fractionation of the crude extract.
Purification was achieved by anionic exchange chromatography (FPLC) on Q-
Sepharose HP followed by cationic exchange chromatography (SP-Sepharose HP).
Homogeneity of the new enzyme, named hieronymain Il, was confirmed by SDS-
PAGE and mass spectroscopy (MALDI-TOFTOF). The molecular mass of was
23,411 Da, and maximum proteolytic activity (more than 90% of maximum activity)
was achieved at pH 7.5-9.0 on casein and at pH 7.3-8.3 on Z-Phe- Arg-p-
nitroanilide. The enzyme was completely inhibited by E-64 and iodoacetic acid and
activated by the addition of cysteine. The N-terminal sequence of hieronymain Il
(AVPQSIDWRVYGAV) was compared with those of 12 plant cysteine proteases
which showed more than 70% of identity. Kinetic enzymatic assays were made on
Z-Phe-Arg-pnitroanilide (Km %2 0:72mM; kcat ¥4 1:82 seg_1; kcat/ Km 4 2:54 seg_1
mM_1). No detectable activity could be found on PFLNA or Z-Arg-Arg-p-nitroanilide.

7.4 Morcelle, S.R., S. Barberis, N. Priolo, N.O. Caffini & P. Clapés (2006) “Comparative
behaviour of proteinases from the latex of Carica papaya and Funastrum clausum
as catalysts for the synthesis of Z-Ala-Phe-Ome”, Journal of Molecular Catalysis B:
Enzymatic 41: 117-124.

7.5 The proteolytic extract obtained from the latex of Funastrum clausum (Jacq.)
Schlechter (Asclepiadaceae), a South American climbing plant, was assayed as a
novel catalyst for peptide synthesis and compared with commercial papain under
the same conditions. After immobilization on polyamide, the synthesis of the bitter
peptide precursor Z-Ala-Phe-OMe was performed and different conditions were
tried. Acetonitrile and ethyl acetate with low water content were tested as organic
solvents. Equilibrium- and kinetically-controlled synthesis were tried by using either
Z-Ala-OH or Z-Ala-OMe as acyl donors, respectively. The best conditions for the
synthesis of the desired product varied according to the catalyst used. For papain,
thermodynamic control in acetonitrile (aw~= 0.12) in the presence of triethylamine
(TEA) or boric acid—borate buffer (40 mM), and equilibrium- and kinetic-controlled
synthesis in ethyl acetate (aw~= 0.75) proved to be the best conditions. The
thermodynamic control in either acetonitrilie with aw~= 0.12 (40mM TEA or
Na2CO3) or ethyl acetate (aw~= 0.75) were the best conditions found for
funastrain. In all cases, the formation of oligopeptides up to three Phe was
observed. The proteolytic extract of F. clausum latex showed more selectivity than
papain towards the conversion to Z-Ala-Phe-OMe leading to less proportion of
oligopeptides.

7.6 Obregon, W.D., Curciarello, R., Caffini, N.O. and Priolo, N.S. (2006) “Hidrolytic
Profile and isolation of the Proteolytic Components of Latex from Araujia angustifolia
Fruits“, Acta Farm. Bonaerense 25: 206-12.

7.7 The presence of hydrolases in the latex of Araujia angustifolia (Asclepiadaceae), a
climbing plant that grows in Argentina, has been studied. The crude extract (CE)
obtained by differential centrifugation at 8000 and 15000 rpm of latex from A.
angustifolia fruits, collected on 0.05 M citric-citrate buffer (pH 4.5) with 5 mM EDTA,
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exhibited several enzymatic activities. CE showed amydasic activity on L-

pyroglutamyl-L-phenylalanyl-L-leucine-p-nitroanilide (PFLNA), proteolytic activity on
1% casein in Tris-HCI pH 8.5, polygalacturonidase activity using 1 %
polygalacturonic acid in acetic acetate buffer pH 4.5, pectin methyl esterase on 1%
pectin in citric phosphate pH 6.8 in the presence of 0.02M CI2Ca, and endosterolytic
activity on p-nitrophenyl esters of N-[_icarbobenzoxy-L-amino acids in 0.1 M Tris-
HCI buffer pH 8.0. As proteolytic activity was the main hydrolytic activity observed,
the proteolytic properties of CE were stablished. The proteases present in CE
showed the characteristics of the cysteine proteases: optimum pH at alkaline range,
isoelectric point (pl) higher than 8.0, and inhibition of activity by thiol blocking
reagents, such as E-64 and iodoacetate. A remarkable thermal stability was also
evident in the CE. Three proteases have been detected by IEF and zymogram in the
CE and purified by FPLC affording three basic active fractions (araujiain al, all and
alll) with molecular masses about 23 kDa (SDS-PAGE).

7.8 Abreu Payrol, J., Obregén, W.D., Natalucci, C.L. & Caffini, N.O. (2005)
“Reinvestigation of the proteolytically active components of Bromelia pinguin fruit “.
Fitoterapia. 76: 540-548.

7.9 Pinguinain is the name given to a proteolytic enzyme preparation obtained from
Bromelia pinguin fruits that has been scarcely studied. The present paper deals on
the reexamination of the proteases present in fruits of B. pinguin grown in
Cienfuegos, Cuba. The preparation (partially purified pinguinain, PPP) showed the
main characteristics of the cysteine proteases, i.e., optimum pH within alkaline
range (pH 7.2-8.8), inhibition of proteolytic activity by thiol blocking reagents, which
is usually reverted by addition of cysteine, a remarkable thermal stability and notable
stability at high ionic strength values. Isoelectric focusing and zymogram of PPP
revealed the presence of several proteolytic components between pl 4.6 and 8.1.
Preliminary peptidase purification by cationic exchange chromatography showed the
presence of two main proteolytic fractions with molecular masses of approximately
20.0 kDa, according to SDS-PAGE.

7.10 TRABAJOS EN PRENSA Y/O ACEPTADOS PARA SU PUBLICACION.
Debe hacer referencia exclusivamente a aquellos trabajos en los que haya hecho
explicita mencién de su calidad de Investigador de la CIC (Ver instructivo para la
publicacion de trabajos, comunicaciones, tesis, etc.). Todo trabajo donde no figure
dicha mencion no debe ser adjuntado porque no sera tomado en consideracion. A
cada trabajo, asignarle un numero e indicar el nombre de los autores en el mismo
orden en que figuraran en la publicacion y el lugar donde sera publicado. A
continuacioén, transcribir el resumen (abstract) tal como aparecera en la publicacion.
La version completa de cada trabajo se presentara en papel, por separado,
Jjuntamente con la constancia de aceptacion. En cada trabajo, el investigador
debera aclarar el tipo o grado de participacion que le cupo en el desarrollo del
mismo y, para aquellos en los que considere que ha hecho una contribucion de
importancia, deber a escribir una breve justificacion.

1. Abreu Payrol, J., W.D. Obregoén, S.A. Trejo & N.O. Caffini. “Purification and
Characterization of Four New Cysteine Endopeptidases from fruits of
Bromelia pinguin L. grown in Cuba”. The Protein Journal

SUMMARY. Bromelia pinguin L. ("maya"” or "mouse pineapple") is a plant
broadly distributed in Central America and Caribbean islands. The fruits have
been used in traditional medicine as anthelmintic, probably owed to the
presence of a mixture of cysteine endopeptidases, initially termed pinguinain.
This work deals with the purification and characterization of the four main
components of that mixture, two of them showing acid pl and the other two
alkaline pl. Molecular masses (SDS-PAGE and MALDI-TOF), N-terminal
sequence and the reactivity and kinetic parameters versus synthetic
substrates (p-nitrophenyl-N-a-CBZ-amino acid esters, PFLNA, Z-Arg-Arg-p-
NA, and Z-Phe-Arg-p-NA) of the four peptidases are given, as well as the N-
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terminal sequences of the enzymes and the homology degree with other plant

endopeptidases.

2. Diego Vallés, Mariela Bruno, Laura M. I. Lépez, Néstor O. Caffini and Ana
Maria B. Cantera. "Granulosain I, a cysteine protease isolated from ripe fruits
of Solanum granuloso-leprosum (Solanaceae)”. The Protein Journal

SUMMARY. By means of precipitation with organic solvent and cation
exchange chromatography, a new cysteine peptidase (granulosain I) was
isolated from ripe fruits of Solanum granuloso-leprosum Dunal (Solanaceae).
The enzyme showed a single band by SDS-PAGE, its molecular mass was
24,746 Da (MALDI-TOF/MS) and its isoelectric point was higher than 9.3. It
showed maximum activity (more than 90% ) in a broad range of pH (7 to 8.6).
Granulosain | was completely inhibited by E-64 and iodoacetic acid, and
activated by the addition of cysteine or 2-mercaptoethanol, confirming its
cysteinic nature. The kinetic studies carried out with PFLNA as substrate,
showed an affinity (Km 0.6 mM) slightly lower to those of other known
cysteine plant proteases (papain and bromelain). The N-terminal sequence of
granulosain | (DRLPASVDWRGKGVLVLVKNQGQC) exhibited a close
homology with other cysteine proteases belonging to the CA1 family.

7.11 TRABAJOS ENVIADOS Y AUN NO ACEPTADOS PARA SU
PUBLICACION. Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo,
indicando el lugar al que han sido enviados. Adjuntar copia de los manuscritos.

7.12 TRABAJOS TERMINADOS Y AUN NO ENVIADOS PARA SU
PUBLICACION. Incluir un resumen de no mas de 200 palabras de cada trabajo.

7.13 COMUNICACIONES. Incluir unicamente un listado y acompafar copia en
papel de cada una. (No consignar los trabajos anotados en los subtitulos
anteriores).

7.14 1. Mercerat Julio R., Lépez M. Laura, Caffini Néstor O. y Cantera Carlos S.
“Fitoproteasas obtenidas a partir de especies que crecen en Argentina para su
aplicacion en la tecnologia del cuero”. SETAC 2006 Primer Simposio de
Ecotoxicologia y Contaminacion.SETAC Argentina, Cérdoba 2006

715 2. Bruno, Mariela A.; Trejo, Sebastian A.; Avilés, Francesc X.; Caffini Néstor
O. y Lépez Laura M.l. “Aislamiento y caracterizacion de tres fitopeptidasas
cisteinicas a partir frutos de Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae)”XXIX
Congreso de la Sociedad Espafiola de Bioquimica y Biologia Molecular, Elche,
Espanfia, 7 al 10 de septiembre de 2006.

7.16 3. Lazza, C.M., Pardo, M.F., Bruno M.A. y Caffini N.O. “Hydrolytic activity of
crude extracts from Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae) on milk proteins”. VI
Feria Congreso Latinoamericano de Biotecnologia y Il Congreso Argentino de
Biotecnologia, Biolatina 2006, Buenos Aires, 28 al 30 de agosto de 2006.

717 4. Juan Abreu Payrol, Walter D. Obregéon, Néstor O. Caffini, Migdalia Miranda
Martinez, Oscar Ros Lépez, Dulce M? Gonzalez Mosquera, Alfredo Meneses, Maria
E Cruz de la Cruz & Fernando Banze. “Endopeptidasas cisteinicas del fruto de
Bromelia pinguin L.: caracterizacion y potenciales aplicaciones”. XXVII Congreso
Latinoamericano de Quimica, La Habana, Cuba. Octubre de 2006.

718 5. Pardo Marcelo F.; Bruno Mariela A., Lazza Cristian M. and Caffini Néstor O.
“Use of plant proteases in cheese making”. XLI Reunion de la Sociedad Argentina
de Investigacién Bioquimica y Biologia Molecular (SAIB), Pinamar, 3 al 6 de
Diciembre de 2005.

7.19 6. Bruno, Mariela A.; Caffini Néstor Oand Lépez Laura M.l. “Comparison of
two Cysteine Endopeptidases from Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae)”. XLI
Reunion de la Sociedad Argentina de Investigacion Bioquimica y Biologia Molecular
(SAIB), Pinamar, 3 al 6 de Diciembre de 2005.
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7.20 7. Marcelo Pardo, Cristina Brutti, Claudia Natalucci y Néstor Caffini.

“Elaboracion de Quesos utilizando Fitoproteasas”. Bienal de Ciencia y Tecnologia,
Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires. La Plata,
8 al 10 de noviembre de 2005.

7.21 8. Juan Abreu Payrol, Walter D. Obregén, Guillermo M. Carranza, Laura
Colombo, Natalia Durante, Carla M. Almeyra y Néstor O. Caffini "Caracterizacion de
pinguinaina I, la principal proteasa basica presente en frutos de Bromelia pinguin L.
(Bromeliaceae). Baires Biotech, Buenos Aires. Junio de 2005

7.22 9. Bruno, Mariela A.; Gonzalez, Marisa R.; Caffini, Néstor O. y Lépez, Laura
M.I. “Actividad Coagulante de la Leche de un Extracto Parcialmente Purificado de
Frutos de Bromelia hieronymi Mez (Bromeliaceae)” .X Congreso Argentino de
Ciencia y Tecnologia de los Alimentos, 1° Simposio Internacional de Nuevas
Tecnologias”. 18 al 20 de mayo de 2005, Mar del Plata, Argentina.

7.23 10. S.A. Trejo, F. Canals, L.M.l. Lépez, N.O. Caffini, C.L. Natalucci and F.X.
Avilés “Isolation and characterization of Af-CP, a cDNA clone encoding a cysteine
protease of Asclepias fruticosa L.”. VIth European Symposium of the Protein Society
2005. Barcelona. Mayo de 2005

7.24 11. D. Obregén, R. Curciarello, C. Liggieri , S. Trejo , C. Cimino, N. Priolo and
N. Caffini. “Enzymatic profile of proteases obtained from latices of Araujia
angustifolia (Hook. et Arn.) Decaisne and A. hortorum Fourn. fruits
(Asclepiadaceae). Protein Society 2005. Barcelona. Mayo de 2005.

7.25 12. Juan Abreu Payrol, Walter D. Obregén, Guillermo M. Carranza , Laura
Colombo, Natalia Durante, Carla M. Almeyra y Néstor O. Caffini “Purificacion y
Caracterizacion Parcial de Pinguinaina |, la principal proteasa basica presente en
frutos de Bromelia pinguin L. (Bromeliaceae)”, Bioveg 2005, Ciego de Avila, Cuba.

7.26 INFORMES Y MEMORIAS TECNICAS. Incluir un listado y acompanar copia
en papel de cada uno o referencia de la labor y del lugar de consulta cuando
corresponda.

TRABAJOS DE DESARROLLO DE TECNOLOGIAS.

8.1 DESARROLLOS TECNOLOGICOS. Describir la naturaleza de la innovacién o
mejora alcanzada, si se trata de una innovacion a nivel regional, nacional o
internacional, con qué financiamiento se ha realizado, su utilizacién potencial o
actual por parte de empresas u otras entidades, incidencia en el mercado y niveles
de facturacion del respectivo producto o servicio y toda otra informacién conducente
a demostrar la relevancia de la tecnologia desarrollada.

8.2 PATENTES O EQUIVALENTES. Indicar los datos del registro, si han sido
vendidos o licenciados los derechos y todo ofro dato que permita evaluar su
relevancia.

8.3 PROYECTOS POTENCIALMENTE TRASNFERIBLES, NO CONCLUIDOS Y QUE
ESTAN EN DESARROLLO. Describir objetivos perseguidos, breve resefia de la
labor realizada y grado de avance. Detallar instituciones, empresas y/o organismos
solicitantes.

8.4 OTRAS ACTIVIDADES TECNOLOGICAS CUYOS RESULTADOS NO SEAN
PUBLICABLES (desarrollo de equipamientos, montajes de laboratorios, etc.).

8.5 Sugiera nombres (e informe las direcciones) de las personas de la actividad privada

y/o publica que conocen su trabajo y que pueden opinar sobre la relevancia y el
impacto econémico y/o social de la/s tecnologia/s desarrolladar/s.
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SERVICIOS TECNOLOGICOS. Indicar qué tipo de servicios ha realizado, el grado de

complejidad de los mismos, qué porcentaje aproximado de su tiempo le demandan y los
montos de facturacion.

PUBLICACIONES Y DESARROLLOS EN:
10.1 DOCENCIA

10.2 DIVULGACION

10.3 "Seleccion Natural, Genoma Humano y Cancer". Néstor O. Caffini. Enviado a
Revista Farmacéutica (Academia Nacional de Farmacia y Bioquimica).

10.4

10.5 RESUMEN. El cancer continda siendo uno de los problemas mas preocupantes
de la humanidad. Se ha avanzado considerablemente en el conocimiento, tratamiento y
prevencion de esta enfermedad, claramente relacionada con desérdenes genéticos,
pero siguen siendo muchas las personas que a diario mueren como consecuencia de
ella. Los resultados del Proyecto Genoma Humano han estimulado la creacion de un
catalogo genético del cancer, que seguramente aportara informacion valiosa para la
comprension de los origenes de la enfermedad. De igual valor parecen los estudios que
estan realizando los bidlogos evolutivos, siguiendo las modificaciones que han sufrido
en el curso de la evolucion los genes involucrados en el cancer.

PALABRAS CLAVE: Atlas Gendmico del Cancer, Biologia Evolutiva, Seleccion Natural

DIRECCION DE BECARIOS Y/O INVESTIGADORES. Indicar nombres de los dirigidos,
Instituciones de dependencia, temas de investigacion y periodos.

Becarios

1. Dr. Marcelo Fabian Pardo. Tema: “Aislamiento, purificacién y caracterizacion de
proteasas vegetales destinadas a la obtenciéon de proteinas modificadas para uso
alimentario". Beca Posdoctoral de la UNLP desde el 1° de abril de 2005

2. Bioqco. Sebastian Alejandro Trejo. Beca Doctoral Mixta de CONICET. Tema:
“Purificacion, caracterizacion y expresion de endopeptidasas cisteinicas de origen
vegetal, para su empleo en tecnologia de alimentos. Desde el 1° de abril de 2002.

3. Biogco. Walter David Obregén. Beca de Nivel Inicial para trabajar en el Proyecto
“Aplicacion Industrial de Enzimas Proteoliticas de Vegetales Superiores”. Agencia
Nacional de Promocion Cientifica y Tecnolégica. Programa FONCYT. Cédigo 09-09916.
A partir del 1° de Mayo de 2003.

4. Biogca. Mariela Anahi Bruno. Tema: “Aislamiento, purificacion y caracterizacion de
las proteasas de frutos Bromelia hieronymi Mez. (Bromeliaceae). Su aplicacién en la
industria alimentaria”. Desde el 1° de Abril de 2004. Becaria de Formacién Superior de
la UNLP. Dede el 1° de abril de 2006.

5. Biogco. Cristian Martin Lazza. Beca de Nivel Inicial para trabajar en el Proyecto
“Aplicacion Industrial de Enzimas Proteoliticas de Vegetales Superiores”. Agencia
Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldégica. Programa FONCYT. Cdodigo 09-09916.
Desde el 1° de octubre de 2005. Beca de Iniciacion de la UNLP. Tema “Utilizacién de
fitoproteasas sobre proteinas lacteas” Desde el 1° de abril de 2006.

6. Qca. Maria Eugenia Errasti. Beca de Entrenamiento de la Comision de
Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires. Desde el 1° de septiembre
de 2006.

Personal de Apoyo
Dra. Constanza Silvina Liggieri. Profesional Asistente de la CICPBA. Desde septiembre
de 2005.

DIRECCION DE TESIS. Indicar nombres de los dirigidos y temas desarrollados y aclarar
si las tesis son de maestria o de doctorado y si estan en ejecucion o han sido
defendidas; en este ultimo caso citar fecha.
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Dr. Juan Abreu Payrol. Tesis para optar al Doctorado en Ciencias Farmacéuticas.

Universidad de La Habana, Cuba. Tema: “Caracterizacion y potenciales aplicaciones de
las endopeptidasas cisteinicas del fruto de Bromelia pinguin L.) que crece en Cuba.
Estudio farmacognéstico”. Asesor Externo. Universidad de La Habana, Cuba. Diciembre
de 2005.

Dra. Mariela Anahi Bruno. Tesis para optar al Doctorado de la Facultad de Ciencias
Exactas. Tema: “Aislamiento, purificacién y caracterizacion de las proteasas de frutos
Bromelia hieronymi Mez. (Bromeliaceae)”. Defendida en Abril de 2007. Calificacion
sobresaliente (10).

PARTICIPACION EN REUNIONES CIENTIFICAS. Indicar la denominacibén, lugar y
fecha de realizacion, tipo de participacion que le cupo, titulos de los trabajos o
comunicaciones presentadas y autores de los mismos.

IX Simposio Argentino y XlI Simposio Latinoamericano de Farmacobotanica, San Miguel
de Tucuman, Republica Argentina. A realizarse los dias 4 al 6 de julio de 2007. Miembro
del Comité Cientifico.

XVI Congreso ltalo-Latinoamericano de Etnomedicina. La Plata. A realizarse del 4 al 8
de septiembre de 2007. Presidente del Comité Cientifico. Cuenta con auspicio de
CICPBA.

CURSOS DE PERFECCIONAMIENTO, VIAJES DE ESTUDIO, ETC. Senalar
caracteristicas del curso o motivo del viaje, periodo, instituciones visitadas, eftc.

Durante el 6 y el 25 de septiembre de 2006 se realizd una breve estadia en Espaia,
financiada por la Agencia Espafola de Cooperacién Internacional (AECI) merced a un
subsidio otorgado al Instituto de Biotecnologia y Biomedicina (IBB) de la Universidad
Autonoma de Barcelona y al LIProVe. La estadia comenz6 con la participacion en el
XXIX Congreso de la Sociedad Espanola de Bioquimica y Biologia Molecular, celebrado
en Elche entre el 7 y el 10 de septiembre, donde se presenté el trabajo “Aislamiento y
Caracterizacion de tres Fitopeptidasas Cisteinicas a Partir de Frutos de Bromelia
hieronymi Mez (Bromeliaceae)“ (M.A. Bruno, S.A. Trejo, S. Bronsoms, F.X. Avilés, N.O.
Caffini & L.M.I. Lopez). La mayor parte de las actividades tuvo lugar luego en Barcelona,
esencialmente en el IBB, donde el suscripto tuvo a su cargo una charla (“Nuevas
fuentes de proteasas vegetales del Nuevo Mundo”) y se estuvo trabajando con el Dr.
Francesc Xavier Avilés en la elaboracion de un proyecto a ser presentado ante la Unidn
Europea. También hubo reuniones con el Dr. Pere Clapés en el Instituto de Quimica del
C.S.1.C., conjuntamente con el Dr. Avilés y el Dr. Carlos Salas, este ultimo de la
Universidad de Minas Geraes, todos ellos integrantes del proyecto CYTED V.22 del
cual es suscripto es coordinador. EI motivo de este encuentro fue el de organizar la
tercera reunién de coordinacion del mencionado proyecto, que tuvo lugar en La Plata
entre el 11 y el 14 de diciembre préximos. Finalmente se sostuvo una breve reunién en
la Universidad de Coérdoba con la Dra. Martha Hernandez, del Centro de Bioplantas de
la Universidad de Ciego de Avila, Cuba, para coordinar la estadia de una de sus tesistas
en el LIProVE.

SUBSIDIOS RECIBIDOS EN EL PERIODO. /ndicar instituciéon otorgante, fines de los
mismos y montos recibidos.

Proyecto “Nuevas endopeptidasas vegetales con aplicaciones bioitecnolégicas”,
Comision de Investigaciones Cientificas de la Provincia de Buenos Aires, Resolucion
1114/05. Afo 2006.

Proyecto "Aproximaciones de Biologia Molecular y Protedmica para la Busqueda de
Farmacos Contra Parasitos", Agencia Espanola de Cooperacion Internacional (AECI).
Proyecto A/4565/05. Director espafiol Dr. Francisco Javier Avilés, Director contraparte
argentina Dr. Néstor Caffini. Afio 2006.

Proyecto: "Proteasas Vegetales. Aplicaciones Biotecnoldgicas". Proyecto X-445,
acreditado por la Universidad Nacional de La Plata. Afios 2006-2008.

Form. Informe Cientifico-Tecnologico 8



“'b‘ Comisién de
’ Investigaciones Cientificas
Gobierno de la Provincia
de Buenos Aires
23. Proyecto: ““Endopeptidasas Vegetales Con Aplicaciones Biotecnologicas”. Otorgado por

la Agencia Nacional de Promocion Cientifica y Tecnoldgica. Programa FONCYT. PICT
38088.Ano 2007.

24. OTRAS FUENTES DE FINANCIAMIENTO. Describir la naturaleza de los contratos con
empresas y/o organismos publicos.

25. DISTINCIONES O PREMIOS OBTENIDOS EN EL PERIODO.
Designado Profesor Extraordinario en la Categoria de Consulto. Facultad de Ciencias
Exactas de la Universidad Nacional de La Plata. Resolucién 237 del 9 de marzo de
2005 del Honorable Consejo Académico.

26. ACTUACION EN ORGANISMOS DE PLANEAMIENTO, PROMOCION O EJECUCION
CIENTIFICA Y TECNOLOGICA. Indicar las principales gestiones realizadas durante el
periodo y porcentaje aproximado de su tiempo que ha utilizado.

27. Coordinador de la Comisién de Autoevaluacién de las Carreras de Farmacia y
Bioquimica. Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad Nacional de La Plata.
Desde de 2004 a la fecha. En junio de 2006 se elevo al Ministerio de Educacion,
Ciencia y Tecnologia el Informe de Autoevaluacion de las Carreras de Farmacia y
Bioguimica de la Universidad Nacional de la Plata, conteniendo los informes de
evaluadores externos y que concluyd en junio de 2007 con la visita de una Comisién
Evaluadora designada por la Secretaria de Politicas Universtiarias.

28. Coordinador Institucional por la Facultad de Ciencias Exactas de la Universidad
Nacional de La Plata. Programa de Movilidad de Corta Duracion para Docentes de
Grado del MERCOSUR. Octubre de 2006.

29. TAREAS DOCENTES DESARROLLADAS EN EL PERIODO. Indicar el porcentaje
aproximado de su tiempo que le han demandado.
Profesor Titular y Coordinador del dictado de la asignatura Biologia (tercer semestre del
Ciclo Basico de la Facultad de Ciencias Exactas, destinada a alumnos de Farmacia,
Bioquimica, Quimica, Fisica Médica y las Licenciaturas en Ciencia y Tecndlogia de
Alimentos, Optica Ocular, Biotecnologia y Biologia Molecular y Quimica y Tecnologia
Ambiental). El tiempo insumido fue de 18 horas semanales en el primer semestre de
2005 y 2006.

30. OTROS ELEMENTOS DE JUICIO NO CONTEMPLADOS EN LOS TITULOS
ANTERIORES. Bajo este punto se indicara todo lo que se considere de interés para la
evaluacion de la tarea cumplida en el periodo.

Asistente del Departamento de Ciencias Biologicas durante 2005 y Jefe del
Departamento de Ciencias Bioldgicas durante 2006. La Ordenanza Departamental (art.
5°) establece que estas actividades se computan como una semidedicacion.

Conferencias dictadas:

"Proteasas e Inhibidores de origen vegetal". Conferencia. Facultad de Quimica,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis. San Luis, noviembre de
2005.

“‘Nuevas fuentes de proteasas vegetales del Nuevo Mundo”. Conferencia. Instituto de
Biotecnologia y Biomedicina, Universidad Autbnoma de Barcelona. Barcelona, Espania,
septiembre de 2006.

Jurado de Tesis Doctorales

1. Dra. en Bioquimica Evelina Quiroga. Marzo de 2005. Facultad de Quimica,
Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis.
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2. Dra. en Bioquimica Nora Escudero. Noviembre de 2005. Facultad de Quimica,

Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional de San Luis.

3. Dra. Juliana Beatriz Parsons. Diciembre de 2005. Facultad de Farmacia y Bioquimica
de la Universidad de Buenos Aires.

4. Dra. Silvina Constanza Liggieri. Diciembre de 2005. Facultad de Ciencias Exactas de
la Universidad Nacional de La Plata.

5. Dra. Lilian Abugoh James. Abril de 2006. Facultad de Ciencias Exactas de la
Universidad Nacional de La Plata.

6. Dr. Gonzalo Gaston Palazzolo. Abril de 2006. Facultad de Ciencias Exactas de la
Universidad Nacional de La Plata.

7. Dra. Ana Zulema Rugna. Septiembre de 2006. Facultad de Farmacia y Bioquimica de
la Universidad de Buenos Aires.

8. Dra. Graciela Corbino. Noviembre de 2006. Facultad de Farmacia y Bioquimica de la
Universidad de Buenos Aires.

9. Dra. Silvia Susana Fernandez. Noviembre de 2006. Facultad de Quimica, Bioquimica
y Farmacia de la Universidad de San Luis.

31. TITULO Y PLAN DE TRABAJO A REALIZAR EN EL PROXIMO PERIODO.
Desarrollar en no mas de 3 paginas. Si corresponde, explicite la importancia de sus
trabajos con relacién a los intereses de la Provincia.

32. TITULO: “Aplicacion biotecnologica y biomédica de enzimas proteoliticas y de
inhibidores de orgien vegetal”

OBJETIVOS.

El objetivo general del proyecto es aislar, purificar y caracterizar proteasas e inhibidores
de proteasas provenientes de plantas autéctonas o cultivadas o provenientes de cultivos in
vitro y utilizarlas sobre proteinas de uso alimentario, tanto en la modificacion de sus
propiedades funcionales como en la elaboracion de quesos, en el tratamiento de cueros,
para la produccion y sintesis en medio organico de péptidos bioactivos y para aplicaciones
biomédicas. También de fuentes vegetales se procedera al aislamiento y ensayo de
inhibidores para su posible uso biomédico

RESULTADOS ESPERADOS

Desde el punto de vista del aprovechamiento de recursos naturales renovables, los
resultados de este proyecto ampliaran el escaso conocimiento del que se dispone sobre
especies de nuestra flora potencialmente productoras de proteasas y de sus inhibidores.
Asimismo, el estudio de las propiedades bioquimicas y estructurales de nuevas fitoproteasas
constituira un aporte al conocimiento de este importante grupo de enzimas. Al mismo tiempo
proveera proveera informacion basica sobre parametros de utilidad en el disefio de procesos
biotecnoldgicos en los que puedan participar dichas enzimas. Las proteasas son utilizadas
en variados procesos tecnoldgicos (industrias alimentaria, farmacéutica, quimica, textil, de
polvos detergentes, del cuero, etc.). El ensayo de las fitoproteasas en estudio en algunos de
los procesos mencionados en reemplazo de las enzimas comerciales que se usan en los
mismos, que habitualmente se importan, podria permitir la sustitucion de éstas en los casos
en los que se mejore el rendimiento, la calidad del producto obtenido o se disminuya el costo
de produccion. En relacion a los inhibidores de proteasas se programa ensayar los
inhibidores aislados frente a las proteasas blanco de diversas patologias en las que el
bloqueo de la accion proteolitica pueda resultar una alternativa farmacoldgica.

METODOLOGIA Y PLAN DE TRABAJO

Material vegetal

Es producto de compromisos de cooperacion cientifica establecidos con disntintos grupos
de investigacion pertenecientes a las Universidades Nacionales del pais y del exterior e
incluye disntintas especies pertenecientes a las Asclepiadaceae, Asteraceae, Caricaceae y
Bromeliaceae.

Obtencién de preparaciones parcialmente purificadas

Cuando las proteasas forme parte del latex, el mismo se obtendra por incisiones del
6rgano vegetal que lo contenga, permitiendo su exudacién. El latex exudado sera recogido
sobre un buffer apropiado conteniendo sustancias protectoras, manteniendo la temperatura
entre 0°C y 4°C y congelado inmediatamente después de obtenido. La clarificacion sera
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llevada a cabo por centrifugacion en frio. En caso en que las proteasas se encuentren

localizadas en otros tejidos, los mismos seran procesados a 0-4°C en un homogeneizador
de velocidad variable provisto con accesorios de corte en presencia de buffer de baja fuerza
ionica conteniendo protectores adecuados y los restos vegetales seran eliminados por
centrifugacion. Las preparaciones crudas se someteran a una purificacion inicial por
precipitacion acetodnica, etandlica o salina fraccionada. Estas preparaciones parcialmente
purificadas seran liofilizadas, previa confirmacion de que el proceso no afecta la actividad de
las mismas; en caso contrario seran conservadas a -20°C.

Caracterizacion de las preparaciones parcialmente purificadas

Dado que todas las enzimas proteoliticas estudiadas en nuestro laboratorio pretenden ser
ensayadas en distintos procesos industriales en reemplazo de otras proteasas comerciales
que actualmente se importan, y teniendo en cuenta que éstas consisten en preparaciones
practicamente no purificadas, es esencial contar con informacion sobre el comportamiento
de las preparaciones parcialmente purificadas. En funcién de ello se determinara el efecto
del pH sobre la actividad proteolitica, utilizando caseina o azocaseina y/o hemoglobina
desnaturalizada como sustratos. Asimismo se verificara la estabilidad por determinacion de
la actividad residual de preparaciones expuestas durante lapsos variables a diferentes
condiciones de pH, fuerza ionica y temperatura.

Purificacion de las preparaciones enzimaticas

El analisis por isoelectroenfoque (IEF) de las fracciones proteoliticamente activas
provenientes de la precipitacion fraccionada, permitira definir la estrategia de purificacion a
adoptar. De acuerdo a los puntos isoeléctricos (pl) obtenidos, las preparaciones seran
purificadas mediante FPLC (cromatografia de intercambio idénico o afinidad). Si se observan
dos 0 mas fracciones no totalmente resueltas, con puntos isoeléctricos muy proximos, se
recurrira al cromatoenfoque. Una vez separadas la o las fracciones con actividad proteolitica
seran luego sometidas a cromatografia de exclusion molecular. En cada etapa se
estableceran el grado de purificacion alcanzado y el porcentaje de recuperacién de la
actividad original.

Caracterizacion de las fracciones obtenidas

El peso molecular relativo se estimara por cromatografia de exclusién molecular, por
SDS-PAGE vy, eventualmente, por espectrometria de masas (EM). La posterior aplicacion de
isoelectroenfoque permitira establecer el grado de homogeneidad y el valor del punto
isoeléctrico de cada una de las fracciones activas. La presencia de actividad proteolitica en
cada una de las fracciones proteicas separadas se determinara a través de la realizacion de
zimogramas a partir de los geles provenientes de isoelectroenfoque y de SDS-PAGE. Con el
objeto de conocer la especificidad y capacidad catalitica de las proteasas en estudio, se
determinaran los parametros cinéticos en el estado estacionario empleando sustratos
sintéticos y/o proteicos. Se observara la variacion de los mencionados parametros en
diferentes condiciones (pH y fuerza ionica) en las que cada enzima sea estable. Mediante el
empleo de inhibidores especificos de cada grupo de proteasas se determinara la Ki (app)
para cada enzima, a efectos de precisar el mecanismo catalitico de las fitoproteasas en
estudio. Se analizara la composicién aminoacidica y el extremo N-terminal de la(s)
proteasa(s) purificada(s), asi como la secuencia aminoacidica completa en los casos de
mayor interés y se determinara el grado de homologia con otras fitoproteasas. En los casos
mas promisorios se ensayara el clonado y expresién de las proteasas en eucariotes poco
evolucionados.

Utilizacion de nuevas fitoproteasas en la elaboracion de quesos

La capacidad coagulante de las preparaciones crudas y eventualmente las fracciones
parcialmente purificadas de distintas fitoproteasas obtenidas de plantas crecidas a campo o
de cultivos in vitro sera ensayada bajo diferentes condiciones. Dado que los productos de
degradacion de la caseina afectan el rendimiento, consistencia y sabor del queso, se
analizara la accion de las fitoproteasas sobre las caseinas de las distintas leches, tomando
muestras a diferentes tiempos durante 24 horas y de los quesos durante su maduracion (15
a 40 dias segun fueran de pasta blanda o semidura). El grado de protedlisis se evaluara
cuantificando densitométricamente las bandas obtenidas por electroforesis en geles de
poliacrilamida con urea y por HPLC-MS.

Hidrdlisis controlada de proteinas alimentarias
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Las preparaciones parcialmente purificadas seran ensayadas en diferentes condiciones

(pH, temperatura y tiempo de reaccién) sobre caseinatos sédicos de diferente origen
(bovino, caprino y ovino), sobre [Jcaseina bovina comercial y a y B-caseinas bovinas
purificadas a partir del respectivo caseinato, asi como proteinas de soja. Se analizaran en
cada caso los péptidos resultantes por electroforesis en geles de poliacrilamida con urea y
HPLC-MS.

Deteccion de actividad inhibitoria

Para detectar la presencia de actividad inhibitoria en los extractos vegetales obtenidos
segun lo indicado anteriormente, proteasas que han sido purificadas en el LIProVe o
proteasas comerciales (proteasas blanco) seran incubadas en diferentes condiciones de pH,
temperatura y fuerza idnica con dichos extractivos, determinandose luego la actividad
proteolitica residual frente a sustratos sintéticos adecuados. Se variaran las concentraciones
de enzima y los tiempos de incubacion. Dichos extractos también seran analizados por
zimograma reverso. Alternativamente se utilizaran proteasas propias o comerciales para
efectuar ensayos de inhibicién-perturbacion. Cuando en un extracto haya ciertas evidencias
de hallarse estas actividades o inhibidores, se procedera a su andlisis protedmico
(interactdmico) mediante la metodologia de Intensity-fading MALDI-TOF MS, desarrollada
por el grupo espafol con el que se esta llevando a cabo un Proyecto conjunto subsidiado
por la Agencia Espafola de Cooperacion Internacional (AECI) 72, lo que permitira identificar
posibles dianas enzimaticas o especies proteicas (u organicas) con capacidad inhibidora y
su masa molecular.

Purificaciéon de Inhibidores de Proteasas (Ips)

El analisis por isoelectroenfoque (IEF) de las fracciones que muestren actividad inhibitoria
provenientes del extracto crudo permitira definir la estrategia de purificacion a adoptar. De
acuerdo a los puntos isoeléctricos (pl) obtenidos, las preparaciones seran purificadas
mediante FPLC (cromatografia de intercambio ionico o afinidad utilizando papaina-
Sepharosa o tripsina-Sepharosa). Una vez separadas las fracciones con actividad inhibitoria
seran sometidas a cromatografia de exclusion molecular o RP-HPLC. En cada etapa se
estableceran el grado de purificacion alcanzado y el porcentaje de recuperacion de la
actividad original. La presencia de actividad inhibitoria en cada una de las fracciones
proteicas separadas se determinara también a través de la realizacion de zimogramas a
partir de los geles provenientes de isoelectroenfoque y eventualmente de SDS-PAGE.

Caracterizacion de los IPs

El peso molecular relativo se estimara por SDS-PAGE y espectrometria de masas. La
posterior aplicacion de isoelectroenfoque permitira establecer el grado de homogeneidad y
el valor del punto isoeléctrico de cada una de las fracciones. Con el objeto de conocer la
especificidad de los inhibidores en estudio, se determinaran parametros cinéticos y mediante
el empleo de distintos tipos de proteasas se determinara la Ki (app) para cada enzima. Se
programa ensayar los inhibidores aislados frente a las proteasas blanco del HIV,
plasmepsina Il (malaria), catepsinas B, H, L (cancer), metalo carboxipeptidasas-matriz
proteinasas (cancer y fibrinolisis) y otras de interés farmacoldgico. La actividad inhibitoria se
expresara en unidades de inhibiciéon (Ul), determinando en cada caso el valor de UI50:
cantidad de inhibidor que produce una disminucion de actividad proteolitica del 50% en las
condiciones de ensayo. Se determinara el extremo N-terminal de los inhibidores purificados,
asi como la secuencia aminoacidica completa en los casos de mayor interés. La secuencia
obtenida sera analizada empleando los algoritmos BLAST para establecer el grado de
homologia con otros IPs.
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Condiciones de la presentacion:

La presentacion debera incluir:

a. Una copia en papel A-4 (puntos 1 al 21)

b. Una copia en soporte electrénico, la que sera remitida por correo electronico a la
siguiente direccion: infinvest@cic.gba.gov.ar. Debera realizarse en formato .doc
zipeado, configurado para papel A-4 y libre de virus. Si se trabaja sobre el
documento modelo, se deberan eliminar las instrucciones.

C. En el mismo correo electronico referido en el punto b), se debera incluir como un
segundo documento un curriculum resumido (no mas de dos paginas A4),
consignando apellido y nombres, disciplina de investigacion, trabajos publicados
en el periodo informado (con las direcciones de Internet de las respectivas
revistas) y un resumen del proyecto de investigacién en no mas de 250 palabras,
incluyendo palabras clave.

d. Las copias de publicaciones y toda otra documentacién respaldatoria, en una
carpeta o caja, en cuyo rétulo se consignara el apellido y nombres del investigador
y la leyenda “Informe Cientifico Periodo .........

e. Informe del Director de tareas (en los casos que corresponda), en sobre cerrado.

Nota: El Investigador que desee ser considerado a los fines de una promocion, debera
solicitarlo en el formulario correspondiente, en los periodos que se establezcan en los
cronogramas anuales.
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