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CONTRATO PARA LA FINANCIACION

PROYECTO CABBIO 2012

En la Ciudad de Montevideo, el dia 5 de setiembre de 2013, comparecen: POR UNA
PARTE la Direccién de Innovacién Ciencia y Tecnologia del Ministerio de Educacién y
Cultura (en adelante denominada DICYT-MEC), representada en este acto por el Director
Gabriel Aintablian, constituyendo domicilio a estos efectos en la Calle Paraguay 1470 2°
piso; y POR OTRA PARTE la Universidad de la Republica ~ Facultad de Ciencias, con sede
en esta ciudad y domicilio Igua 4225, representada en este acto por el Dr. Juan Cristina, en
su calidad de Decano, en adelante "la beneficiaria", quienes convienen en celebrar un
contrato de préstamo no reembolsable, que se regira por las clausulas que a continuacion
se estipulan:

PRIMERO.- ANTECEDENTES.- La beneficiaria gestion6 financiamiento ante DICYyT-MEC,
en el Marco de la Convocatoria para la presentacion de proyectos conjuntos de investigacion
en el marco del Centro Argentino-Brasilefio de Biotecnologia (CABBIO/CBAB), al cual se
esta integrando Uruguay, y que fuera aprobado por el Acta de la 522 Reunién Ordinaria del
CABBIO/CBAB realizada el 6 noviembre 2012 en Brasilia DF, Brasil. La propuesta se
individualiza con el N° CABBIO/2012/06, se denominada “Un pseudo-virus Junin (JUNV-
VLPs) como nueva plataforma biotecnoldgica para la produccién de vacunas contra
Dengue, Malaria y Hepatitis E”, y el responsable cientifico a nivel nacional es Juan Ramén
Arbiza Rodonz.

SEGUNDO: OBJETO.- DICyT-MEC se compromete a otorgar a la beneficiaria y ésta
acepta, un financiamiento no reembolsable de $ 840.000 (ochocientos cuarenta mil pesos
uruguayos) a fin de ejecutar el proyecto aprobado, que figura en (Anexo ) y forma parte
integrante de este contrato.

TERCERO: FORMA DE PAGO.- Se estipula la siguiente forma de pago: en una primera
etapa, un financiamiento no reembolsable de hasta $ 405.500.- (cuatrocientos cinco mil
quinientos pesos uruguayos) en el ejercicio 2013 y un financiamiento no reembolsable de
hasta $ 434.500.- (cuatrocientos treinta y cuatro mil quinientos pesos uruguayos),
previo envio y aprobacién de correspondiente informe parcial técnico y financiero; a fin de
ejecutar la actividad aprobada. Para el caso de que DICyT-MEC, excepcionalmente, no se
pronuncie sobre la aprobacién del informe de referencia dentro del plazo de ciento veinte
dias corridos, a contar desde la presentacién del informe técnico, el importe debera ser
automaticamente entregado a la beneficiaria, al vencimiento del mismo. En caso de
incumplimiento se estara a lo dispuesto en la clausula Décimo Sexta del presente.--------------
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CUARTO: PERIODO DE EJECUCION.- La fecha de inicio de la ejecucion del proyecto sera
a partir de la firma del presente contrato. La parte beneficiaria se obliga a ejecutar el
proyecto en el plazo maximo de 24 (veinticuatro) meses, contados a partir de la fecha de
inicio del proyecto. Ambas partes acuerdan que para el caso de que se produzcan demoras
y/o suspensiones en las entregas del financiamiento acordado en el presente, no imputables
a la beneficiaria, se prorrogard automaticamente el plazo previsto para la ejecucion del
proyecto por el mismo periodo que haya insumido la demora o suspension.

QUINTO: EJECUCION FINANCIERA.- DICyT-MEC entregara a la beneficiaria la totalidad
del financiamiento de acuerdo a lo estipulado en el articulo tercero, de conformidad con el
cronograma ya referido y sujeto a su disponibilidad financiera, por lo que la beneficiaria
exonera de responsabilidad, desde ya, a DICyT-MEC por los dafios y perjuicios que pudiera
sufrir por los atrasos que se pudieran producir. DICYT - MEC entregara a la beneficiaria la
totalidad del financiamiento y se retendra el 10% del total. Este porcentaje se le reembolsara
contra la entrega de la rendicion de fondos e informe técnico finales

SEXTO: MANEJO DE LOS FONDOS.- |) Los pagos que DICyT-MEC realizara a la parte
beneficiaria quedaran condicionados a que los siguientes requerimientos sean satisfechos:
a) que la totalidad de los gastos realizados por la beneficiaria sean pertinentes y conformes
al proyecto presentado; b) se podran reconocer los gastos efectuados a partir de la
aprobaciéon del proyecto por parte del Consejo Ejecutivo de CABBIO/CBAB el 6 de
noviembre de 2012, segun consta en el Acta de la 522 Reunién Ordinaria del
CABBIO/CBAB; ¢) que del seguimiento que realizara DICyT-MEC al proyecto, surja que el
avance de las actividades del mismo es concordante con los gastos efectuados por la
beneficiara; d) que la parte beneficiaria otorgue a DICyT-MEC un informe de avance cuando
ésta se lo solicite; e) cada informe financiero presentado por la beneficiaria debe demostrar
una ejecucion superior al 75% del pago recibido para que el DICYT-MEC habilite el siguiente
pago (este 75% no incluira el monto del o los equipos cuyas adquisiciones se demostraran
mediante los pagos realizados por los mismos); f) Al finalizar el proyecto debera presentarse
ante DICyT-MEC dentro de los 20 (veinte) dias siguientes a la culminacion de su actividad, a
fin de acreditar su cumplimiento y justificar los desembolsos realizados con los recursos
adjudicados- II) Los comprobantes deben ser fehacientes entendiéndose que son
comprobantes fehacientes los que cumplan con las disposiciones legales. Frente a cualquier
irregularidad que se detecte con relacién a los mismos, DICyT-MEC pondra el hecho en
conocimiento de la autoridad competente y suspendera de inmediato los desembolsos
acordados del subsidio. Constatada la infraccién y/o en su caso delito, el contrato quedara
rescindido de pleno derecho, sin necesidad de interpelacion judicial o extrajudicial alguna y
se exigira la devolucion de las cantidades ya desembolsadas.

SEPTIMO: SEGUIMIENTO DEL PROYECTO.- DICyT-MEC tendra a su cargo el
-seguimiento técnico y econdmico-financiero del proyecto. Una vez presentados los
documentos que acrediten la realizacion de la actividad, DICyT-MEC conjuntamente con el
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Comité Asesor del CABBIO Uruguay, se pronunciara al respecto y contra su aprobacion se
abonara el 10% del financiamiento oportunamente retenido. A tales efectos la beneficiaria se
obliga a proporcionar toda la informacién que aquélla requiera.

OCTAVO: CONDICIONES PREVIAS.- La beneficiaria deberd acreditar fehacientemente
dentro de un plazo no mayor de diez dias, a contar desde la firma de este contrato, so pena
de operarse su rescision automadtica y previo al primer desembolso, que ha procedido a: a)
asignar los recursos propios para la ejecucion del proyecto, entendiéndose por asignar
prever la disponibilidad de los recursos que aporta la beneficiaria; b) comunicar la/s cuenta/s
con que manejara los fondos del proyecto en su caso; ¢) confirmar los aportes a cargo de
terceros si los hubiera y; d) convenir con sus dependientes respecto a la titularidad de las
innovaciones

NOVENO: OBLIGACIONES DE LA BENEFICIARIA.- La beneficiaria se obliga a: a) cumplir
con los objetivos especificos y generales del proyecto asi como con la metodologia y
cronograma de actividades establecidos en los formularios respectivos; b) entregar a DICyT-
MEC al culminar la ejecucién un informe técnico que recoja toda la informacion generada a
través del mismo, sin perjuicio de los datos e informes parciales que durante su ejecucion se
reunan y que deberan presentarse de acuerdo a la periodicidad que DICYyT-MEC determine;
c) proporcionar toda la informacién expost que DICYT-MEC pueda requerir hasta dos afios
después de finalizado el proyecto; d) especificar claramente en su contabilidad todas las
operaciones, cuentas y subcuentas a que diere lugar la registracion del proyecto; y e)
mantener la documentacion del proyecto a entera disposiciéon de DICyT-MEC para las
auditorias que ésta pudiera realizar y por los plazos legales

DECIMO: RESPONSABILIDAD SOBRE LOS EQUIPOS.- La beneficiaria se responsabiliza
por los dafios y perjuicios que pudieran sufrir los equipos financiados por DICyT-MEC,
comprometiéndose a mantenerlos en forma adecuada y devolverios, cuando correspondiere,
en igual forma a la recibida, salvo el normal deterioro producido por el usc legitimo o por la
accién del tiempo.

DECIMO PRIMERO: EXONERACION DE RESPONSABILIDAD.- La beneficiaria exonera
de toda responsabilidad a DICyT-MEC por los dafios y perjuicios que pudieran sufrir sus
dependientes por el manejo de equipos y/o a consecuencia de la ejecucidon del proyecto,
declarando asimismo que aquellos no mantienen con DICyT-MEC vinculacién laboral
alguna. Asimismo exonera a los mencionados de toda responsabilidad que pudiera resultar
a consecuencia de cualquier controversia sobre la titularidad de las innovaciones.---------------

DECIMO SEGUNDO: REQUISITOS AMBIENTALES Y DE GENERO.- a) La parte
beneficiaria declara conocer y aceptar la normativa medioambiental, de higiene y de
seguridad laboral, y que sus actividades estaran en cumplimiento de las mismas; b) La parte
beneficiaria se compromete a evaluar los potenciales impactos ambientales negativos,
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resultantes del uso de las tecnologias a ser desarrolladas; ¢) Asimismo se obliga a incluir en
el proceso de desarrollo medidas de mitigacion de los impactos, que el Ministerio de
Vivienda, Ordenamiento Territorial y Medio Ambiente determine a tales efectos; d) La parte
beneficiaria se compromete por el presente contrato a proteger la higiene de los
trabajadores involucrados en el uso de nuevas tecnologias por ella desarrolladas y a tener
asegurados a los mismos contra accidentes de trabajo. Si la parte beneficiaria es un
laboratorio: La parte beneficiaria se compromete a cumplir con todos los requerimientos
legales vigentes en la materia. ) La parte beneficiaria declara que conoce y acepta la
legislacién vigente en materia de género, referida a la igualdad de oportunidades para todas
las personas, y que en los procesos de seleccion, evaluacién, capacitacién y fijacion de
remuneraciones del personal que contrate dara fiel cumplimiento a la misma; y f) El no
cumplimiento de lo anteriormente expuesto por parte de la parte beneficiaria aparejara la
rescision de pleno derecho del presente contrato, debiendo la parte beneficiaria reintegrar a
DICyT-MEC los montos recibidos hasta el momento.

DECIMO TERCERO: MODIFICACIONES AL PROYECTO.- La parte beneficiaria debera
solicitar autorizacion a DICyT-MEC para toda modificacion que proyecte realizar en la
metodologia y cronograma de actividades y de ejecucion, asi como las que puedan incidir
en los objetivos del proyecto y DICyT-MEC, conjuntamente con el Comité Asesor CABBIO
Uruguay, resolvera al respecto.

DECIMO CUARTO: PUBLICIDAD.- Toda publicacién, comunicacién o anuncio, cualquiera
sea el medio por el que se efectue, en relacion a resultados parciales o totales del proyecto,
debera hacer referencia a que el mismo fue financiado con fondos de DICyT-MEC en el
marco de la Convocatoria, para la presentacion de proyectos conjuntos de investigacion en
el marco del Centro Argentino-Brasilefio de Biotecnologia (CABBIO/CBAB),

DECIMO QUINTO: CONFIDENCIALIDAD.- DICyT-MEC se obliga a manejar con reserva
toda la informacion referida al proyecto.

DECIMO SEXTO: MORA.- Queda pactada la mora automatica de pleno derecho, sin
necesidad de interpelacion judicial o extrajudicial alguna por un hacer o no hacer algo
contrario a lo estipulado.

DECIMO SEPTIMO: INCUMPLIMIENTO.- En caso de incumplimiento de la beneficiaria, de
todas o cualquiera de las obligaciones que por el presente contrato asume, podra DICyT-
MEC suspender el cumplimiento de las propias y/o proceder a la rescision del contrato. En
caso de que, por la gravedad del incumplimiento, opte por la rescision, exigira la devolucion
total en dinero o en especie, de las cantidades ya desembolsadas y no gastadas. Asi, si
estas se hubieran invertido, total o parcialmente, en equipos y materiales, y no se hubieran
consumido y/o extinguido, éstos seran devueltos en sustitucién de las sumas entregadas.
Para el caso de que la beneficiaria hubiera alcanzado o cumplido con el cronograma de
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actividades del proyecto, la devolucion se limitar4 al importe correspondiente a lo no
ejecutado.

DECIMO OCTAVO: RESCISION UNILATERAL: La parte beneficiaria, para solicitar la
rescision unilateral debera haber cumplido con la presentacién de informes y rendiciones de
gastos a DICYT-MEC, pertinentes hasta la fecha. Ambas partes acuerdan que, en caso de
que se configure la hipétesis de rescision unilateral establecida en la presente clausula, asi
como en lo previsto en el clausula tercera, la beneficiaria no queda obligada a devolver las
cantidades ya recibidas en cumplimiento del presente contrato, ni los materiales o equipos
que se hubieran adquirido a tal fin, ni ninguna otra suma por concepto alguno, siempre que
se hubiera cumplido con el cronograma que forma parte de este contrato, y que las
cantidades entregadas se hubieran aplicado a ellos.

DECIMO NOVENO: COMUNICACIONES.- Todas las comunicaciones entre las partes
referentes a este convenio se efectuaran por escrito y en forma personal, por telegrama
colacionado, carta certificada con aviso de retorno o por cualquier otro medio fehaciente, y
se reputaran cumplidas cuando el destinatario las haya recibido en el domicilio denunciado
en la comparecencia. Las comunicaciones dirigidas a la beneficiaria se realizaran en la
oficina del Encargado de Gestion del Proyecto de referencia, sito en Facultad de Ciencias--

VIGESIMO: DOMICILIOS.- Las partes constituyen domicilios a todos los efectos legales a
que de lugar este contrato en los indicados como suyos en la comparecencia.---=------------—--

Y PARA CONSTANCIA se firman dos ejemplares del mismo tenor en el lugar y fecha arriba
indicados.

GabrielT:ntablian

r. Juan Cristina

Decano Director

Facultad de Ciencias DICyT - MEC
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CABBIO/2012/ 06

Resp. C/T : Juan Arbiza Rodonz

PRESUPUESTO APROBADO
Max, Otros
aprobado aportes
Rubros Pesos Pesos

. |RESPONSABLE CIENTIFICO
2. {INVESTIGADORES NACIONALES L - 0
Actuales ‘
A contratar

Actual

A contratar

4. |PERSONAL DEL EXTERIOR
Profesores visitantes
Consultores extranjeros

1OS TECN. Y CONSULTORIAS A

 IADECUACIONES LOGATIVAS
y[EQuiPos - o . ] 21000,
1. |ADQUISICION 210.000,
2. IMANTENIMIENTO
3. |[ARRENDAMIENTO

:

. 200.000,04

e 3 80
1. |CURSOS CORTOS

2. |PASANTIAS 31.000,

3. [OTROS

i

1. [EN EL PAlS

>

2. |AL EXTERIOR 60.000,
\ E DE PRO 20.000,0
: Shepe o et o el e | [ E -
3 = B e
84.0000 =
CABBI0/2012/06 Resp. C/T : Juan Arbiza
. ejercicio 20131 - ejercicio 2014
EJECUCION SEMESTRAL 1er D b. | 2°D b. 1 10% retenid
Rubros Pesos Pesos
1. |RESP.CIENTIFICO .
2. [INV.NACIONALES . -] 1025000 - 20,500,
Actuales 102.500, 20.500,
N Apontraiar o
| 3 |PER TECN. APOYD
Actual
Acont tal

PERS ,
Profesores visitantes
Consultores extranjeros

15.000,00  12.000,0)

Tasas de cambio: 19,1

Equivalente

L BIST N 3.000,0
c CUA 3 0,0 0,0

D Jf - Taae L500.0F . 8450 0 1.000.(
1. [ADQUISICION 94,500, 94.500,0 21.000,
2. [MANTENIMIENTO 0, 0,0

3. |ARRENDAMIENTO 0, 0,0

E W AL FLI ] 100.000,0]  80.000,0 20.000,0f

Y BIBL. 0, 0,0

1. [CURSOS CORTOS 0, 0,

2. |PASANTIAS 15.500, 12.400, 3.100,08
3. |OTROS

1. [EN EL PAIS
2. |AL EXTERIOR

33.600,0]

8.400,9

434.500,0

Uss (U_) *

57866,8
0,0%




COOPERACION INTERNACIONAL

PARTICIPACION DE GRUPOS DE INVESTIGACION URUGUAYOS EN
PROGRAMAS Y PROYECTOS REGIONALES E INTERNACIONALES.

CABBIO

CONVOCATORIA 2012

ESPACIO RESERVADO A CABBIO URUGUAY - NO LLENAR

N° CONVOCATORIA “ci7
N° DE SOLICITUD l i
FECHA DE PRESENTACION [ | l | - | r l : ‘ L

RESOLUCION i ri [ ’ T J \

FECHA DE RESOLUCION ‘ fL l - | | | : | [

DOCUMENTOS QUE DEBEN ACOMPANAR ESTE FORMULARIO

1. Curriculum Vitae de los integrantes del grupo nacional de investigacion (segln formato
tipo en Anexo 1, Cvuy, CvLAC, o similar).

2. Curriculum Vitae de los integrantes de los grupos extranjeros (segun formato tipo en
Anexo 1, Cvuy, CVLAC, o similar).

3.Carta de aval de la institucion nacional respaldante(segin especificado en las bases del
llamado)

4. Cartasde aval de las instituciones contraparte en el exterior(segin especificado en las
bases del llamado)

ORIGINAL IMPRESO CON FIRMAS URUGUAYAS ORIGINALES

VERSION ELECTRONICA COMPLETA POR MAIL [FORMULARIO Y SUS ANEXOS (C.V.)]




TiTULO DEL PROYECTO

Un pseudo-virus Junin (JUNV-VLPs) como nueva plataforma biotecnologica para la produccién de vacunas
contra Dengue, Malaria y Hepatitis E

TiTULO DEL PROYECTO EN INGLES

A pseudo-Junin virus (JUNV-VLPs) as new biotechnological platform for the production of vaccines against
Dengue, Malaria and Hepatitis E

AREA PRIORITARIA SEGUN LA CONVOCATORIA:
(marcar solo una)

' AGROBIOTECNOLOGIA ENERGIA

ALIMENTOS SALUD HUMANA X
BIOTECNOLOGIA AMBIENTAL SANIDAD Y PRODUCCION ANIMAL
'BIOTECNOLOGIA INDUSTRIAL OTRAS o o

CLASIFICACION SEGUN AREAS CIENTIFICAS Y TECNOLOGICAS:
(ver tabla en Anexo 2)

| AREA: 3. Ciencias médicas y de la Salud
SUBAREA: 3.4. Biotecnologfa de la Salud
DISCIPLINA: 3.4.1 Biotecnologia relacionada con fa Salud

Vacunas recombinantes, pseudo-virus Junin

PALABRAS CLAVE:
(hasta 3)

o1 | - [12 J-T2012 | | |[DURACION TOTAL: [24 | Meses |
FECHA DE INICIO:

Universidad de la Republica. Facultad de Ciencias ’

INSTITUCION NACIONAL RESPALDANTE:

PARTICIPACION DE OTRAS INSTITUCIONES NACIONALES Y EXTRANJERAS EN LA ACTIVIDAD
PROPUESTA (en caso que corresponda)

INSTITUCION PAIS TIPO DE PARTICIPACION
LEVHE y LIV /Universidad Argentina Investigacion
Nacional de Quilmes
Laboratorio de Inmunologia Brasil Investigacion
Aplicada / CCB / UFSC




ANTECEDENTES

Completar para cada uno de los integrantes de los grupos nacional y extranjero postulantes, comenzando
por los coordinadores de los mismos y adjuntar CV de cada uno de los integrantes segun formato que se

i | ECNANTE
i e

anexa (Se acepta formato CVUy, CvLAC, Cv Lattes o similar)

RESPONSABLE TECNICO DE LA ACTIVIDAD (DIRECTOR):

Iy ;:@?‘%\}:.’!Jsgg «q§§g§ :
< SN N

EN URUGUAY

NOMBRESY APELLIDOS
PATERNO Y MATERNO

Juan Ramén Arbiza Rodonz

TRABAJO(Institucion,
Facultad)

Republica. Facultad de
Ciencias

Documento de identidad Cl2711291-5 Formacién Doctorado en Biologia
Tipo y N°)
Fecha Nacimiento 5/12/1958 Celular 099241566
Domicilio Particular Marejada M317 S6. Lomas | Teléfonos 26959487
de Solymar-Canelones
Ciudad / Depto. / Provincia Codigo postal 15035
Correo electrdnico jarbiza@fcien.edu.uy
LUGAR DE Universidad de la Sigla UdelaR.FCIEN

Divisién o Departamento

Seccidn Virologia

Cargo dentro de

Profesor Titular

la Institucion
Direccion lgud 4225 Teléfonos 05982 5258618 ext 7140
Caodigo Postal 11400 Fax 05982 5258617
Ciudad / depto. / provincia Montevideo Pagina web

Correo electrénico

virologia@fcien.edu.uy

EN ARGENTINA (si corresponde)

NOMBRES, APELLIDOS
PATERNO Y MATERNO

Mario Enrique Lozano

Documento de identidad DNI 14240781 Formacién Doctor en Ciencias
(Tipoy N°) Bioguimicas
Fecha Nacimiento 16/2/61 Celular
Domicilio Particular Lavalleja 264 Teléfonos 5411 4365 7106
Ciudad / Depto. / Provincia Quilmes Codigo postal 1878
Correo electrénico mlozano1602 @gmail.com
LUGAR DE Universidad Nacional de Sigla UNQ
TRABAJO{Institucion, . Lo
Facultad) Quilmes, D?pto. de Ciencia
y Tecnologia
Division o Departamento Laboratorio de Ingenierfa | Cargodentrode | Vicerrector UNQ /

Genética y Biologia Celular la Institucion Director LIGBCM-AVEZ
y Molecular, Area de virus
emergentes y zoonoticos

Direccion R. Saenz Pefia 352 Teléfonos 5411 4365 7100




Cédigo Postal

1876

Fax

5411 4365 7132

Ciudad / depto. / provincia

Bernal

Pagina web

www.ung.edu.ar

Correo electrénico

mario.lozano@ung.edu.ar

EN BRASIL (si corresponde)

NOMBRES, APELLIDOS
PATERNO Y MATERNO

Oscar Brufia Romero

TRABAJO(Institucion,
Facultad)

Catarina

Documento de identidad Passaporte X-268270 Formacion DOCTOR EN FARMACIA
(Tipo y N°)

Fecha Nacimiento 19/12/1969 Celular -55.48-84235857
Domicilio Particular Rua Heitor Luz 69, ap 1001 Teléfonos -55-48-32248711

Ciudad / Depto. / Provincia Florianopolis, SC Cadigo postal 88015-500

Correo electronico oscar.bruna.romero@ufsc.br

LUGAR DE Univ. Federal de Santa Sigla UFSC

Division o Departamento

Microbiologia, Inmunologia

Cargo dentro de

Profesor adjunto IV

y Parasitologia la Institucion

Direccién UFSC/CCB/MIP Teléfonos
Setor F, Bloco A, sala 309 Fone: +(48)3721-5162
Campus Universitario da Fone {(VolP) +{(48) 3363-2402
Trindade, Caixa postal 476

Cédigo Postal CEP 88.040-970 Fax Fax: +(48)3721-9258

Ciudad / depto. / provincia Floriandpolis, SC Pagina web http://www.mip.ufsc.br/

Correo electrénico

oscar.bruna.romero@ufsc.br

PARTICIPACIC')N,DEL DIRECTOR URUGUAYO EN PROYECTOS APROBADOS EN CONVOCATORIAS
DE COOPERACION (si corresponde)

Pais Titulo del Proyecto Rol dentro del Director e Ano de Ano
Contraparte grupo (%) Institucion inicio... | Finalizacién
Extranjera
(*) Rol: Director; Investigador; Estudiante
INTEGRANTES DEL GRUPO URUGUAYO:
Nombres, apellidos | Santiago Mirazo Villar ROL EN EL Estudiante

paterno y materno

PROYECTO ()

Documento de Cl:3087604-9 Domicilio Comercio 2173
identidad (Tipo y N°) Particular

Fecha Nacimiento 02/05/1980 Codigo postal 11400
Formacion Maestria en Biologia Ciudad / depto. | Montevideo




Correo electrénico smirazo@fcien.edu.uy Teléfonos Mévil: 05982 093744315

Lugar de Trabajo Universidad de la Republica. | Cargo . Ayudante Grado 1

gr;?)t:;u)mon, Facultad, | cacultad de Ciencias. Seccién . Becario doctoral ANl
Virologia.

Direccion lgud 4225 Teléfonos 05982 5258618 ext 7140

Cédigo Postal 11400 Fax 05982 5258617

Ciudad / depto. / Montevideo Pagina web

Correo electrénico

Nombres, apellidos | Natalia Ramos D'Elia ROL EN EL Estudiante

paterno y materno PROYECTO (%)

Documento de 4463805-9 Domicilio Masini 2943 bis

identidad (Tipo y N°) Particular

Fecha Nacimiento 04/09/1987 Cédigo postal 11300
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ANTECEDENTES

Las tres enfermedades escogidas para el desarrollo de la investigacién son de extrema importancia social
y econdmica de los paises involucrados en este proyecto de colaboracion (Brasil, Argentina y Uruguay). La
malaria y el dengue son dos enfermedades infecciosas tipicas de las zonas tropicales y subtropicales, que
pueden evolucionar a la muerte en los casos mas graves y son, en todo caso, una enorme carga
econdmica y social para las zonas endémicas o epidémicas afectadas cada afio (con cientos de miles de
casos conjuntos en estas areas). En el caso de la hepatitis E es una enfermedad de cobertura mundial, y
se estima que mas de 2,3 billones de personas estan infectadas en todo el mundo, un 98% de ellos en
forma silenciosa (sintomas minimos y manifestaciones patologicas, pero con tasas de infeccion elevadas).
En Sudamérica, se han asociado casos autoctonos de hepatitis aguda a infeccion por HEV en Argentina,
Brazil, Uruguay y Bolivia. Aungue el cuadro clinico es de una severidad leve a moderada y en general
autolimitado, se han descrito tasas de mortalidad de hasta un 4 y 20% en poblacién general y mujeres
embarazadas, respectivamente. Para todas estas enfermedades la vacunacion representaria la medida de
salud pablica mas eficiente para su control.

La metodologia propuesta para el desarrollo de la plataforma vacunal estd basada en el uso de la
proteina Z del virus Junin (JUNV, arenavirus causante de la fiebre hemorragica Argentina) para conducir a
las proteinas de los patégenos mencionados hasta las células presentadoras de antigeno del sistema
inmune del huésped. La proteina Z, incluso en ausencia de cualquier otra proteina viral, posee la
capacidad de auto-brotar fuera de las células donde se encuentra, generando vesiculas pseudovirales
(VLPs) que pueden ser utilizadas como portadoras de antigenos expresados en fusion con Z.

Los animales seran vacunados con los tres tipos de VLPs generados (dengue / malaria / HEV) y la
respuesta inmune generada sera probada en diferentes formas (ensayos de respuesta inmune humoral y
celular -proliferativa y citotoxica-).

Este sistema biotecnoldgico sera el primero de esta clase desarrollado integramente en América
del Sur, lo que permitiria el futuro disefio de una plataforma de produccion universal de vacunas de origen
(y control) regional.

Es importante mencionar que los grupos de trabajo que participan tienen experiencia y capacidad
para desarrollar el plan de trabajo propuesto, siendo sus conocimientos y habilidades complementarias, lo
que permitird establecer una red de cooperacion internacional con transferencia de tecnologia y
conocimiento. Esto también permitira la formacion de recursos humanos internacionales para la
investigacion en los campos de la biotecnologia y la inmunologia.

El grupo de investigacion del Dr. Bruna Romero (Brasil) lleva dos décadas desarrollando
estrategias de vacunacion contra enfermedades infecciosas parasitarias y virales. Estas estrategias
incluyen el uso de virus recombinantes (adenovirus, poxvirus y virus influenza) asi como antigenos
purificados que generan particulas tipo virales (VLPs) o elementos similares con estas particulas. En 2012
finalizaron el primer ensayo pre-clinico de vacuna antimalarica realizado con virus y proteinas
recombinantes en America Latina, mostrando la inmunogenicidad de las formulaciones asi como la
capacidad protectora (parcial) contra la enfermedad. Este grupo tiene experiencia en el uso de una VLP,
con la proteina de core del virus de la hepatitis B (HBcAg), y tiene demostrada una alta eficacia en la
inmunizacion contra la malaria y el dengue usando los mismos antigenos propuestos para este proyecto.

El grupo de investigacion del Dr. Juan Arbiza (Uruguay) posee unha extensa experiencia en
virologia y se encuentra abocado al desarrollo de soluciones para la inmunoprofilaxis de la infeccion por
HEV, en particular contra las variantes presentes en nuestra regién geogréfica.

En este contexto, estamos proponiendo generar alternativas que en un futuro puedan ser
aplicadas al mejoramiento de las opciones vacunales experimentales que se encuentran en desarrolio en
nuestros grupos. Para ello, proponemos incorporar un nuevo modelo de distribucion y presentacion al
sistema inmune de antigenos de Plasmodium vivax, del virus del Dengue y del HEV, basado en el uso de
la proteina Z del virus Junin (JUNV) utilizando una metodologia desarrollada en el laboratorio del Dr.
Lozano (Argentina).

La proteina mas pequefa codificada por los arenavirus, es denominada Z. Se ha sugerido que la
proteina Z, posee funciones regulatorias asociadas a la interaccién con diferentes proteinas del huésped
(Kentsis et al., 2001; Lopez et al., 2001; Campbell et al., 2000; Borden et al., 1998; Garcin et al., 1993). Sin
embargo, la funcion que aparece como primordial para esta proteina es la que se corresponde con la
funcion de las proteinas de matriz presentes en los ribovirus de polaridad negativa y en los retrovirus.
Estas proteinas de matriz contienen dominios denominados tardios (Freed, 2002) que estan muy
conservados y se ha demostrado que participan en el proceso de brotacion (Mebatsion et al., 1996) por
medio de la interaccion con proteinas celulares. Muchas de estas proteinas celulares cumplen funciones
en el proceso de transito vesicular. Aparentemente, los dominios tardios actian como unidades
auténomas, tal como se demostré con la proteina gag de VIH (Parent et al., 1995). Se han definido varias
secuencias conservadas presentes dentro de estos dominios tardios: P(TS)AP, PPxY, y LYPx.LxxL (Lee et
al., 2007; Martin Serrano et al., 2004; Pornillos et al., 2002), donde x indica cualquier aminoacido, y X, es
cualquier secuencia que contiene entre 1 a 3 residuos. El motivo PTAP presente en la proteina de matriz




del virus Ebola (VP40) o en la proteina Gag de VIH, puede interaccionar con la proteina Tsg101 (tumor
susceptibility gene 107), un componente de la maquinaria celular de direccionamiento proteico vacuolar
(Martin Serrano et al., 2001). En los arenavirus, Pérez et al, (2003) sugieren que la proteina Z
interaccionaria con el sistema ESCRT (endosomal sorting complexes required for transport), que
constituye la red proteica citoplasmatica del camino de los cuerpos multivesiculares en estos sistemas
celulares, actuando como la principal fuerza impulsora en el proceso de brotacion viral. Otros laboratorios
realizaron estudios comparativos de brotacién viral empleando las proteinas Z de los virus Junin y
Tacaribe, pudiendo observarse que la capacidad de la primera de estas proteinas resultd ser 40 %
superior a la observada para la segunda bajo las mismas condiciones, la cual se ve incrementada
Gnicamente con el agregado de la nucleoproteina viral (Groseth et al., 2010).

El grupo del Dr. Mario Lozano (Argentina), desarrollo en los dltimos afios un sistema para la
generacion de VLPs basado en la proteina Z del virus Junin. Estas VLPs son secretadas por las células en
las que se expresa la proteina Z y si la proteina esta fusionada con otro antigeno, este antigeno también
se incluye en las VLPs. Estas VLPs estimulan la respuesta inmune contra el antigeno fusionado a Z (Borio
et al., 2012). En Ia actualidad se esta trabajando con Z fusionada a péptidos de los virus del sarampion y
de rotavirus, para generar alternativas vacunales.

RESULTADOS PRELIMINARES Y APORTES DEL GRUPO AL ESTUDIO DEL PROBLEMA EN
CUESTION

Expresion de la proteina Z del virus Junin. En el laboratorio del grupo argentino, se ha ensayado la
expresion y purificacion de la proteina Z del virus Junin (obtenida de las cepas MC2, Candid#1 o XJ#44)
en distintos sistemas de expresion (Gofii et al.., 2010, en consideracién). En primer lugar se obtuvieron dos
proteinas recombinantes: Z fusionada a la proteina glutation-S-Transferasa (GST-Z) y Z fusionada a la
proteina Tiorredoxina y a un His-tag en su extremo C-terminal (Tio-Z-V5-His), que fueron expresadas en
un contexto bacteriano. Estas proteinas fueron separadas de sus respectivos péptidos de fusion, luego de
una reaccion de protedlisis con proteasas especificas y la proteina Z sin agregados pudo ser purificada
utilizando diferentes metodologias. Por otro lado, se obtuvieron virus brotantes de un baculovirus
(AcMNPV) recombinante, conteniendo el ORF de la proteina Z fusionada a un His-Tag en su extremo N-
Terminal (His-Z). Esta construccién se utilizé para la expresion de Z en un contexto eucariotico de células
de insecto Sf9. Finalmente, se expresd la proteina Z fusionada a una variante de la proteina verde
fluorescente (Z-EGFP) en un contexto de células de mamifero.

Produccion de Suero policlonal anti-Z. Utilizando la proteina Tio-Z-V5-His, purificada, se inocularon
conejos hembra raza Albino Neo Zelandés para la produccién de anticuerpos. Una vez sangrados los
conejos, se purificaron los anticuerpos del isotipo G, y estos anticuerpos purificados fueron utilizados en
los posteriores ensayos inmunologicos o de Western Blot. Para la determinacion del titulo del suero
policlonal se disefié un enzimo-inmuno-ensayo (EIE).

La expresion de Z-EGFP induce la produccién de VLP's. Fue posible evidenciar la expresion de la
proteina recombinante Z-EGFP por microscopia de Fiuorescencia. Experimentos de expresion en células
293T transfectadas con el plasmido que contiene el ORF de Z fusionado a la proteina verde fluorescente
(pZ-eGFP), muestran que la mayoria de la proteina Z-EGFP se acumula en la membrana plasmatica y el
reticulo endoplasmatico a diferencia de la proteina control EGFP (Figura 1). También fue posible detectar
parches de Z-EGFP en el citoplasma, ausentes en las muestras control. Para confirmar en detalle la region
de la membrana plasmatica, las muestras se analizaron por microscopia de fluorescencia confocal (Figura
2) y se observé que, si bien ambas proteinas se distribuyen en la region de la membrana piasmatica y el
reticulo endoplasmatico, las células que expresan Z-EGFP presentan un gran numero de invaginaciones
en la superficie de la membrana plasmatica, compatible con la formacién de vesiculas. Para la deteccion
de las VLP’s provenientes del cultivo de células 293T transfectadas con pZ-eGFP, se colectd el medio de
cultivo y se recuperd el pellet de la ultracentrifugacion en colchén de sacarosa. Estas muestras fueron
analizadas mediante Western Blot (Figura 3) y se detecto la proteina Z-EGFP en la monocapa (293T pZ-
EGFP) y en el sobrenadante (293T UC pZ-EGFP) de las células transfectadas con el plasmido pZ-eGFP.
Para confirmar si la proteina Z-EGFP detectada estaba incluida en una estructura organizada como
particulas tipo virales, las muestras del sobrenadante purificado por ultracentrifugacion fueron incubadas
con un anticuerpo secundario con oro coloidal conjugado y fueron analizadas por microscopia electronica
de transmision (TEM). En la figura 4 (paneles A, B y C) se puede observar la presencia de estructuras
regulares de aproximadamente 40nm a 150nm, ausentes en la muestra control (panel D), conteniendo en
su interior la proteina Z-EGFP.

Ademas, las muestras del sobrenadante de las células 293T transfectadas con pZ-eGFP purificado por
ultracentrifugacion, fue tratado con proteinasa K o con proteinasa K junto con Triton X-100 (Figura §).
Puede observarse que la proteina Z-EGFP presente en el sobrenadante del cultivo, resulta protegida de la
accién de la proteinasa K excepto después de la adicion de Triton X-100 que permite la destruccion de la
membrana lipidica que la contiene. Aprovechando que la proteina de fusion Z-EGFP tiene propiedades
fluorescentes, se confirmo por citometria de flujo (Figura 6) la presencia de la esta proteina dentro de




particulas complejas en la fraccion del sobrenadante de las células 293T transfectadas con pZ-eGFP.
Estos datos demuestran que la expresion solamente de Z-EGFP induce la produccion de particulas
envueltas que contienen esta proteina en su interior.

Finalmente se ensayo la capacidad de inducir la respuesta inmune en lotes de ratones Balb/C, y las VLPs
enteras transportando Z-EGFP fueron significativamente mas inmunogénicas que las mismas VLPs
desarmadas con Triton X-100 o que la proteina EGFP sola. Parte de estos resultados fueron publicados
(Gofii, et al., 2010) y otros estan en proceso de publicacion (Borio, et al. 2012).
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OBJETIVOS GENERALES

Objetivo General: Generacion de una plataforma para el desarrollo de vacunas basadas en las
propiedades de auto-brotacion de la proteina Z virus Junin (JUNV) y su aplicacion para el desarrollo de
vacunas contra el dengue, la malaria y la hepatitis E.

Impacto: El presente proyecto propone el desarrollo de un sistema de vehiculizacion y presentacion de
antigenos al sistema inmune a fin de verificar fa posibilidad de utilizar este sistema como una plataforma
para el desarrollo de nuevas vacunas. Para el desarrollo de esta plataforma, se utilizaran tres proteinas
inmunogénicas (o epitopes de las mismas) de patégenos humanos, Plasmodium vivax (parasito de la
malaria mas frecuente en Brasil), y de los virus del Dengue y de la Hepatitis E.

OBJETIVOS ESPECIFICOS




OBJ 1. Generacion de plasmidos capaces de expresar la proteina Z del virus Junin fusionada con la
proteina del circumsporozoito (CS) de Plasmodium vivax, con la proteina E del virus del Dengue, o con la
proteina ORF2 del virus de la Hepatitis E, que permitan la produccién de vesiculas pseudovirales
(particulas de tipo viral o VLP) que contienen estos antigenos en el interior.

OBJ 2. Evaluacién de la expresion de las proteinas de fusion JUNV-Z/Antigenos y produccién de VLPs en
sistemas eucariéticos in vitro.

OBJ 3. Purificacion y caracterizacion de las VLPs.

OBJ 4. Inmunizacion de los animales.

OBJ 5. Evaluacion de la respuesta inmune humoral inducida por los candidatos vacunales recombinantes.
OBJ 6. Evaluacion de la respuesta inmune celular inducida por los candidatos vacunales recombinantes.

HIPOTESIS DE TRABAJO

Las vesiculas brotantes generadas asociando la proteina Z del virus Junin con otras proteinas heterdlogas
son Utiles para presentar antigenos y generar respuesta inmune contra ellos. Este sistema podria
generalizarse para otras proteinas y podria utilizarse como plataforma genérica de presentacion de
antigenos para provocar una respuesta inmune especifica contra los mismos.

METODOLOGIA. PLAN DE TRABAJO. PRINCIPALES REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS



CONSTRUCCION DE LA HIPOTESIS y JUSTIFICACION GENERAL DE LA METODOLOGIA DE
TRABAJO

Las macromoiéculas particuladas, y entre ellos especialmente las pseudoparticulas virales (viral-like
particles o VLPs), son muy eficientes en la presentacion de antigenos al sistema inmune. La expresion de
ia proteina Z del virus Junin es una herrameinta interesante para producir VLPs conteniendo otros
antigenos fusionados a ella. En este trabajo, proponemos construir 4 proteinas de fusion (Z-DENV-E1, Z-
DENV-E2, Z-ORF2HEV y Z-Pv-CSB) o sus variantes conteniendo solo algunos epitopes seleccionados, e
intentaremos inducir inmunidad humoral y celular contra Dengue, HEV y Malaria en los modelos animales
correspondientes, con los que tenemos experiencia previa. Resumiendo, se propone el disefio de un
sistema biotecnolégico que aproveche la capacidad de la proteina Z del virus Junin, con el objetivo de
generar un sistema de vehiculizacion y presentacion de antigenos que permitiria encarar en el futuro el
disefio de plataformas de produccion de vacunas. Los resultados del proyecto incluirdn no solo nuevos
conocimientos cientificos avanzados, en el area de desarrollc de vacunas, como también un nimero
importante de recursos humanos formados en las areas de Inmunologia y Biotecnologia y, tan importante
como esto, el establecimiento de una red de colaboracién internacional, con intercambio de conocimientos
e investigadores entre Argentina, Brasil y Uruguay

En definitiva, la conjuncién de las habilidades y experiencia previa de los grupos participantes, condujo a la
propuesta de este proyecto de investigacion por considerar que el mismo puede ser un medio para (i)
establecer una red internacional de investigacién y desarrollo tecnolégico innovador en los paises
involucrados y (ii) para obtener resuitados mas relevantes de los que cada grupo podria obtener
individualmente.

TIPO DE DISENO DE INVESTIGACION Y METODOS
1. Generacién de las construcciones plasmidicas gue permitan generar los inmunégenos
recombinantes

Con el objetivo de generar VLP's que contengan los antigenos de los patdgenos, se construiran
plasmidos con la capacidad de expresion de los antigenos completos, o parte de elios, de los organismos
siguientes: (i) Plasmodium vivax (proteina CS), (ii) virus Dengue (proteina E), y (i) Hepatitis E (proteina
ORF2), fusionados a la proteina Z del virus Junin. Los plasmidos contendrén todas las secuencias
reguladoras necesarias para expresar los polipéptidos en el contexto de las células eucariotas.

Las secuencias que codifican cada antigeno seran obtenidas de diversas fuentes tal como se
describe a continuacion:

Proteina CS de Plasmodium vivax: E! origen de las secuencias es un gen sintético de la compania
Entelechon (Alemania) que tiene codones optimizados tanto para las secuencias repetitivas (epitopes B)
existentes en la mitad de la proteina, como para los principales epitopes T descritos en ia bibliografia para
esta proteina, unidos por secuencias aminoacidicas que facilitan el procesamiento por las proteasas del
reticulo endoplasmatico o por los proteasomas (secuencias de aminoacidos AAY).

Proteina_E del virus del dengue (DENV): las secuencias correspondientes con dos epitopes
neutralizantes, conservados en los 4 serotipos de DENV, no expuestos, y definidos por la bioinforméatica
estructural, fueron sintetizados por la compa#ia Genescript (China) y clonados en la secuencia codificante
de una VLP del virus Hepatitis B (plasmido pHBcAg-E1 / 2), desde donde pueden ser extraidos por
digestion enzimatica simple con enzimas de restriccion.

Proteina ORF2 del virus de la hepatitis E (HEV). Las secuencias correspondientes con la proteina
ORF2 completa del genotipo 3 (el mas prevalente en Ameérica del Sur) dei virus o con algunos de sus
dominios inmunogénicos, seran amplificadas por RT-PCR a partir de muestras de suero de pacientes
pertenecientes al banco de muestras del Laboratorio de Virologia de la Universidad de Republica
(Montevideo, Uruguay). Los cebadores utilizados poseeran secuencias para las enzimas Xbal y Hincll, que
permitiran el clonado directo de las secuencias de HEV manteniendo el marco de lectura abierto iniciado
en la proteina Z virus Junin.

2. Evaluacion de la produccién de proteinas recombinantes y VLPs.

Se realizaran ensayos de transfeccion transitorios con cada plasmido recombinante y con
combinaciones de los mismos en sistemas celulares de mamiferos. Para evaluar la expresién de cada
proteina se realizaran ensayos inmunologicos (western blot, ELISA, y/o inmunofiuorescencia). Se utilizaran
sueros policlonales de animales como fuente de anticuerpos especificos contra cada uno de los diferentes
antigenos. Estos sueros estan disponibles en los laboratorios que participan en esta red de colaboracion.
3. Purificacién de fas VLPs basadas en la proteina Z JUNV.

Después de la identificacion de las vesiculas pseudovirales conteniendo las moléculas chiméricas
antigeno/proteinaZ, éstas seran purificadas a partir de los sobrenadantes de células 293T transfectadas
mediante técnicas convencionales con liposomas que contienen los plasmidos construidos (equivalentes al
que se muestra en la figura mas abajo en los cuales la proteina EGFP sera substituida por el antigeno
correspondiente). Las vesiculas pseudovirales, seran analizadas por microscopia electrénica, citometria de
flujo y ensayos de proteccion a proteasas (por ejemplo, proteinasa K), después de su purificacion por




ultracentrifugacion en colchones de sacarosa de los sobrenadantes celulares que contenian VLPs.
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Figura.- Construccion plasmidica obtenida por el grupo del Dr. Mario Lozano (Universidad Nacional
de Quilmes, Argentina) con capacidad para generar pseudovirus JUNV-VLPs que contienen la
proteina fluarescente verde (eGFP) fusionada con la proteina Z de JUNV. Las VLPs son generadas
después de la transfeccion transitoria del plasmido en células 293T (células derivadas de HEK 293
después de la transformacion con el antigeno T grande de SVA0). Este plasmido sera usado para
generar las construcciones equivalentes capaces de expresar proteinas de fusion JUNV-Z/antigenos.

4. Inmunizacién de animales.

Ratones BALB/c y C57BL/G seran inmunizados con las vesiculas purificadas, por inoculacion a
través de las vias intramuscular, intradérmica, intraperitoneal, subcutanea e intravenosa, con ei fin de
evaluar la mejor dosis y la cinética de la inmunizacion, Se utilizardn protocolos de dosis Unica asi como
protocolos de dosis repetidas, y se evaluara la respuesta inmune celular, y también la humoral.

5. Respuesta inmune humoral y celular a los candidatos de vacunas.

La respuesta inmune humoral sera evaluada en muestras de suero tomadas de animales
inmunizados. En todos los casos se analizara la presencia de anticuerpos IgM e IgG contra las proteinas
de patbgenos mediante ELISA y Western blot. En casos seleccionados, se podran estudiar también las
respuestas de sigA e IgA en lavados de mucosa oral y/o entérica (por ejemplo, hepatitis E).

La respuesta celular sera analizada mediante citometria de flujo (BD Biosciences FACSCanto 11)
con diversos anticuerpos fluorescentes marcadores de moléculas de superficie (CD107, CD44, CD62L,
CD8, CD4, CD19 y otras necesarias), asi como con el colorante fluorogénico CFSE (para el estudio de la
induccion de linfocitos T CD4 + proliferantes, que se correlaciona con la generacion activa de la memoria
inmunologica, el objetivo del proceso de la vacunacion).




DIAGRAMA DE FLUJO Y ESQUEMA DE INTEGRACION ENTRE LOS DIFERENTES LABORATORIOS
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RESULTADOS ESPERADOS

Productos. Tres candidatos vacunales (MAL-JUNVLPs, DENV-JUNVLPs y HEV- JUNVLPs) capaces de
inducir la respuesta inmune humoral y / o celular contra el patdgeno correspondiente en los ratones
inmunizados.

Formacion de una red de colaboracién en investigacién e innovacién tecnoldgica. Establecer una
red de colaboracidon internacional de investigacion en tres paises vecinos con el intercambio de
investigadores y estudiantes, buscando sinergias innovadoras que beneficen a todas las partes
involucradas, asi como a sus paises de origen.

Formacién de recursos humanos. Capacitacion de al menos 3 masters y 3 doctores con formacion en
biotecnologia de avanzada, Microbiologia e Inmunologia, que presentaran sus trabajos en congresos
nacionales e internacionales y, eventualmente, presentar patentes para los productos resultantes de la
investigacion desarrollada.

Es mportante mencionar que el grupo de investigacién brasilefio tiene una amplia experiencia en
solicitudes de patentes y proteccion de la propiedad intelectual, y hasta el momento han sido depositadas
14 patentes en los ultimos 7 afios, 3 de ellos internacionales (vacuna contra la malaria, la leishmaniasis y
la toxoplasmosis); todas ellos con técnicas Biotecnologicas. De este modo se espera desarroliar
metodologias y/o productos que eventualmente puedan ser patentables y patentadas.

DIFUSION DE LOS RESULTADOS

Describir los mecanismos previstos para la difusion de los resultados esperados.

Lo resultados esperados seran difundidos en diversos congresos y reuniones cientificas regionales e
internacionales, y en publicaciones en revistas arbitradas de alto impacto en inmunologia, virologia y
biotecnologia.




CRONOGRAMA DE LAS ACTIVIDADES

ACTIVIDADES PROGRAMADAS TIEMPO EN TRIMESTRES
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Se describira el impacto esperado del proyecto en la generacion de conocimiento cientifico-tecnolégico y
formacién de recursos humanos

GENERACION DE CONOCIMIENTO CIENTIFICO-TECNOLOGICO
Describir el aporte del proyecto a la generacién de conocimiento cientifico - tecnologico

Impacto sobre el sector socio-econdémico y/o sector productivo

En trabajos previos hemos demostrado que proteinas heterdlogas fusionadas con Z pueden exportarse de
la célula que expresa la proteina de fusion y conformar vesiculas que las contienen en su interior. Se
emplearan de plasmidos ya disponibles en el laboratorio de Argentina, y las secuencias de genes
estructurales pertenecientes a patégenos de Interés epidemiologico para obtener los plasmidos
recombinantes que permitiran la generacion de vesiculas brotantes que contienen Z fusionada a las
proteinas heterélogas. Se pretende asi generar vesiculas (VLPs) basadas en la expresion de la proteina Z
conteniendo los antigenos fusionados a Z, en su interior. Al cabo del primer afio se espera contar con
clones que expresen las proteinas heterélogas del virus Dengue (E1 y E2), del virus de la hepatitis E
(ORF2) y del Plasmodium vivax (CSB) y se optimizara la producciéon de VLPs que las contengan. Se
ensayara también con péptidos seleccionados de los antigenos mencionados. Ademas, se purificaran y
caracterizaran las VLPs producidas. Tal como hemos comprobado en resuitados previos con otros
antigenos fusionados a Z, se espera que las vesiculas, al ser empleadas como inmunégenos induzcan una
respuesta inmune contra los antigenos presentados, aln en ausencia de adyuvantes exdgenos.

Durante el segundo afio, y mediante diversas técnicas, se caracterizaran las respuestas inmunes locales y
sistémicas, en busca de los efectores y correlatos de la inmunidad tanto humoral como celular. Por las
razones antes expuestas este sistema de generacion de VLPs que portan antigenos foraneos, incluso
antigenos heterdlogos quiméricos, podria convertirse en una plataforma de produccion y presentacion de
antigenos con un uso potencial como modelo vacunal.

Impacto sobre las areas disciplinares o campos de aplicacion

La malaria y el dengue son dos enfermedades infecciosas tipicas de areas tropicales y subtropicales que
pueden tener una evolucién hacia mortalidad en los peores casos, y en todos los casos suponen una
barrera enorme al desarrollo, por representar pérdidas de miles de horas de trabajo/afio de hombres y
mujeres en edad productiva que habitan las regiones endémicas. La infeccién por el virus




de la Hepatitis E (HEV) constituye un gran problema de salud publica y se estima que mas de 2.3 billones
de personas estan infectadas en el mundo. En Sudamérica, se han asociado casos autoctonos de hepatitis
aguda a infeccién por HEV en Argentina, Brazil, Uruguay y Bolivia. Aungue el cuadro clinico es de una
severidad leve a moderada y en general autolimitado, se han descrito tasas de mortalidad de hasta un 4y
20% en poblacién general y mujeres embarazadas, respectivamente. La importancia en la Salud

Publcia regional de estas enfermedades convierten a estos sistemas en un blanco de preferencia para el
desarrollo de vacunas. Las macromoléculas particuladas, y entre ellos especialmente las pseudoparticulas
virales (viral-like particles o VLPs), son muy eficientes en la presentacion de antigenos al sistema inmune.
El desarrolio de este proyecto conjuga elementos de las metodologias de! DNA recombinante con las mas
modernas técnicas inmunolégicas y contribuira con el conocimiento en el campo de la produccién de
vacunas para enfermedades de relevancia epidemiolégica, incorporando sistemas de produccién todavia
no explorados.

Impacto sobre las capacidades institucionales

Este proyecto involucra a dos laboratorios de ta UNQ, el LIV, dirigido por la Dra. Glikmann y el LIGBCM-
AVEZ, dirigido por el Dr. Lozano. Varias actividades dei LIV han consolidado un alto nivel en el manejo de
las técnicas inmunologicas y coadyuvan a la propuesta. En particular, ia produccion y purificacion de
inmunoglobulinas poli y monoclonales y la marcacién con enzimas o fluordforos o la evaluaciéon de
respuestas de modelos vacunales en ratones, nos ha permitido establecer colaboraciones y brindar
servicios relacionados a empresas privadas e instituciones publicas. En el grupo del Dr. Mario Lozano
(Argentina), se realizan estudios acerca de la biologia molecular del virus Junin. En este marco, se han
clonado y expresado en sistemas bacterianos o eucariotes (insectos o mamiferos), todas las proteinas
virales y se realizaron experimentos funcionales con la proteina Z. En este contexto se desarroli6é en los
Ultimos afios un sistema para la generacion de VLPs basado en la proteina Z del virus Junin. Estas VLPs
son secretadas por las células en las que se expresa la proteina Z y si la proteina esta fusionada con otro
antigeno, este antigeno también se incluye en las VLPs. Estas VLPs estimulan la respuesta inmune contra
el antigeno fusionado a Z (Antigen vehiculization particles based on the Z protein of Junin Virus. Borio,
Bilen, Argiielles, Goiii, Iserte, Glikmann & Lozano; aceptado con correcciones menores en BMC
Biotechnology). El grupo de investigacion que propone el proyecto en Brasil (Prof. Bruna Romero / UFSC)
lleva dos décadas desarrollando estrategias para la vacunaciéon contra enfermedades infecciosas
parasitarias y virales. Estas estrategias hanincluido el uso de virus recombinantes (adenovirus, poxvirus y
virus influenza), asi como antigenos purificados que generan VLPs.

En 2012 finalizaron el primer ensayo pre-clinico de vacuna antimalarica realizado con virus y proteinas
recombinantes en America Latina, mostrando la inmunogenicidad de las formulaciones asi como la
capacidad protectora (parcial) contra la enfermedad. Este grupo tiene experiencia en el uso de una VLP,
con la proteina de core del virus de la hepatitis B (HBcAg), y tiene demostrada una alta eficacia en la
inmunizacion contra la malaria y e} dengue usando los mismos antigenos propuestospara este proyecto. El
grupo de investigacion del profesor. Juan Arbiza (Uruguay) tiene una amplia experiencia en virologia, e
intenta desarrollar soluciones para la inmunoprofilaxis de la infeccién por virus de la hepatitis E, en
particular contra las variantes que existen en nuestra regidén geografica. La conjuncion de todas estas
habilidades y experiencia previa, condujo a la propuesta de este proyecto de investigacion por considerar
que el mismo puede ser un medio para (i) establecer una red internacional de investigacion y desarrollo
tecnolégico innovador en los paises involucrados vy (ii) para obtener resultados mas relevantes de los que
cada grupo podria obtener individualmente.

FORMACION DE RECURSOS HUMANOS Y CREACION DE NUEVOS GRUPOS DE INVESTIGACION
Describir si el proyecto y la actividad propuesta contribuyen a la formacion de investigadores y técnicos y a
la creacion de nuevos grupos de investigacion

Este proyecto prevee en Uruguay la formacion de un estudiante de doctorado y uno de maestria, y de al
menos 2 de maestria y doctorado en Brasil.

Asimsimo, reforzara y potenciara los estrechos vinculos académicos pre-existentes entre los laboratorios
Uruguayo y Argentino, y particularmente con el Brasilero con el cual no existe hstoria previa de ejecucion
de proyectos cientificos en conjunto pero si de otro tipo de asociaciones académicas.




Rubros Solicitado a CABBIO Otros aportes
(Pesos Uruguayos) (Pesos Uruguayos)

A |PERSONAL:
1. RESPONSABLE CIENTIFICO
2. INVESTIGADORES NACIONALES

"1 Actuales 205.000
e S )
. PERSONAL TECNICO DE APOYO
Actual
-

A contratar
K¥. PERSONAL DEL EXTERIOR
Profesores visitantes

Consultores extranjeros

B [SERVICIOS TECN. Y CONSULT. NAC. 30.000
C |[ADECUACIONES LOCATIVAS
D [EQUIPOS:

1. ADQUISICION 210.000

2. MANTENIMIENTO

E [MATERIAL FUNGIBLE Y NO FUNGIBLE 200.000

F [DOCUMENTACION Y BIBLIOGRAFIA

G ICAPACITACION:

1. CURSOS CORTOS
5 PASANTIAS 31.000
3. OTROS

H VIAJES:
1. EN EL PAIS

o AL EXTERIOR £0.000

EVENTOS DE PROMOCION Y DIFUSION 20.000

GASTOS DE VINCUL. A REDES DE INFO.

IMPREVISTOS (max. 5% del total)

x| <} —

IOTROS (especifique) OVER HEAD:UdelaR :84.000
~ TOTAL | BA0000, -0 g 20

Justificacién de la financiacion solicitada.

La magnitud del impacto del proyecto planteado requiere, en nuestro laboratorio, la instalacion de equipos
apropiados e implica un alto gasto de material fungible.

Asimismo, el costo de los servicios técnicos , particularmente referidos a la inmunizacion de ratones y
analisis de la respuesta inmune es también muy alto, y debido a que son necesarias multiples réplicas de
un mismo ensayo, el presupuesto destinado debe ser elevado.

Equipamiento. Con respecto a los equipo a adquirir, se propone comprar una serie de accesorios para
potenciar un sistema de amplificacion, clonado, expresion y deteccion de genes en sistemas eucariotas.




Insumos. Parte del subsidio solicitado esta destinado a la compra de reactivos (generales, de biologia
molecular o inmunolégicos), insumos descartables y animales de laboratorio imprescindibles para la
realizacion de las actividades propuestas. Entre ellos se incluye la compra enzimas especificas o kits para
las construcciones genéticas, sistemas de clonado y reactivos de transfeccion que se utilizaran para la
evaluacion y produccién de vesiculas, como asi también, material descartable y medios de cultivo
requeridos para la produccion de antigenos en cultivo celular.

Los reactivos inmunolégicos estan destinados a las tareas relacionadas con la caracterizacion de las
respuestas humoral (placas de ELISA, anticuerpos primarios y conjugados) y celular {(anticuerpos
monoclonales y kits para la determinacion de células productoras de INF-alfa) obtenidas luego de la
inmunizacion.

Servicios técnicos especializados. Parte de los gastos de servicios técnicos estan destinados a cubrir
los costos de la sintesis péptidos inmunodominantes para los experimentos de deteccion de células T CD8
productoras de INF-alfa. Ademas, para la realizacién del proyecto resuitan imprescindibles los servicios de
secuenciacion, de sintesis de oligos y de microscopia. Publicaciones. Se prevé dentro de los gastos del
subsidio los correspondientes a publicaciones, y publicaciones open access.

Viajes y viaticos. Se propone la realizacién de 2 pasantias por grupo (a realizarse durante los dos afios de
duracien del proyecto) en los otros laboratorios de la red. Se propone que las pasantias posean una
duracion de al menos un mes y las realicen becarios o investigadores jovenes de cada grupo.

Ademas, realizaremos dos reuniones de coordinacion (una al comienzo de cada afio del proyecto) y una
reunion final para analizar los resultados obtenidos.

Recursos humanos. Nuestro equipo de trabajo esta compuesto por tres integrantes, de los cuales solo 1
posee dedicacion exclusiva en la Universidad, lo que hace imprescindible un aumento de la carga horaria
dedicada a la investigacion (y al presente proyecto) de al menos uno de los otros dos investigadores.

El caracter interdisciplinario de este proyecto multinacional requiere la transferencia de conocimientos y
tecnologias en el marco de reuniones cientificas entre los laboratorios miembros, y la realizacion de
pasantias de capacitacion de los etudiantes participantes.




El presente formulario se tomara como declaracion jurada.

| a copia impresa del proyecto debera contener las firmas originales de las autoridades uruguayas y la firma

del director extranjero podra ser escaneada o por fax
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Firma y Aclaracion del
Director Uruguayo dei Proyecto

Firmag, Aclaracion y selio del
Representante Institucional

FIRMAS EXTRANJERAS

{Las firmas de los investigadores de Argentinay Brasil pueden ser presentadas por fax'y

escaneedas o ser firmas electrdnicas

~_br. Mario Lozano
Firma y Aclaracién del
Director ARGENTINO del Provecto

o e
AT

Dr. Oscar Bruiia Romero

_ Director BRASILERO del Proyecto

Firma y Aclaracién del




