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HURLINGHAM, 10 de junio de 2020

VISTO el Estatuto de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, la Ley
24.521, la Politica de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM
(R.C.S. N° 11/15), el Reglamento de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE
HURLINGHAM (R.C.S. N° 08/16, 59/16 y 87/17), el Expediente Nro. 132/2020 de la
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM vy la Resolucion Rectoral Nro. 104/20; y,

CONSIDERANDO:

Que la Ley 24.521 de Educacion Superior establece en su articulo 28 inc. b) que
son funciones bésicas de las instituciones universitarias promover y desarrollar la

investigacion cientifica.

Que el articulo 81 de Estatuto Universitario establece que la misma asumira la
investigacion cientifica como una de sus funciones sustanciales, en concordancia con lo
establecido por la Ley 24.521, y conforme a lo establecido en los 6rganos de gobierno,
teniendo como objetivos principales la produccién de conocimiento y la formacion de

recursos humanos para la investigacion.

Que dicha funcion serd abordada a partir de la implementacion de planes,
programas y proyectos de investigacion, de acuerdo al articulo 82 del mencionado

estatuto.

Que mediante Resolucion N° 11/15 del Consejo Superior se aproboé la Politica de
Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, en donde se propone
el desarrollo de un modelo de investigacion entendido como construccion de conocimiento
colectivo, participativo, interdisciplinario a partir de probleméticas relevantes, pertinentes y
oportunas para comprender la realidad social-local, nacional, regional y mundial- y actuar

en ella transformandola en un sentido emancipador.

Que mediante Resolucion N° 8/16 del Consejo Superior se aprob6 el Reglamento
de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, luego modificado
mediante las Resoluciones N° 59/16 y 87/17.
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Que el Articulo 11 del Reglamento de Investigacion de la UNIVERSIDAD
NACIONAL DE HURLINGHAM incorporado mediante la Resolucion N° 59/16, y
luego ratificado por la Resolucion N° 87/17, prevé el "(...) financiamiento de
propuestas de investigacion de manera extraordinaria, que resultasen de interés
para la Universidad (...). Dichos proyectos presentados de forma extraordinaria fuera
de las convocatorias regulares deberan representar un interés particular desde la
tematica o desarrollo cientifico tecnolégico propuesto, o bien una urgencia

estratégica desde su implementacion”.

Que ante la situacién de pandemia generada por el SARS-COV-2, el Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién (SNCTI) en su conjunto se ha puesto
a disposicion del Poder Ejecutivo Nacional (PEN) para su mitigacion, a través del
desarrollo de proyectos de investigacion basica y aplicada que presenten soluciones

a corto y mediano plazo.

Que la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, como parte del SNCTI,
pone a disposicién su infraestructura, equipamiento y capital intelectual para el
desarrollo de actividades 1+D conforme a lo establecido en su Estatuto, en relacion a

la pertinencia de las mismas a nivel local, regional y nacional.

Que la Secretaria de Investigacion pone a consideracion el proyecto
“Evaluacion del péptido de defensa humano LL-37 como antiviral frente a SARS-

COV-2”, a cargo del docente/investigador Dr. Paulo Maffia.

Que el Secretario Administrativo Financiero y Técnico ha tomado la
intervencion de su competencia e informa que la UNAHUR cuenta con fondos

propios para hacer frente a la propuesta.

Que la Direccion General de Asuntos Legales ha tomado la intervencion de

su competencia y ha emitido dictamen.-

Que por Resolucion Rectoral se aprobé Ad Referéndum del Consejo Superior

el proyecto de investigacion mencionado ut supra.

Que reunida la comision de Investigacion, Bienestar estudiantil y Servicios a
la Comunidad, evalla lo actuado y emite su dictamen de modo favorable.

Que el Rector lo remite al Consejo Superior para su consideracion.
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Que la presente medida se toma en uso de las atribuciones conferidas por el
Estatuto de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM vy el Reglamento
Interno del Consejo Superior y luego de haberse resuelto en reunion del dia 10 de

junio de 2020 de este Consejo Superior.
Por ello,

EL CONSEJO SUPERIOR DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM
RESUELVE:

ARTICULO 1°. — Convalidar la Resolucion Rectoral Nro. 104/2020 de fecha 29 de
mayo de 2020, que aprueba el proyecto de investigacion “Evaluacién del péptido de
defensa humano LL-37 como antiviral frente a SARS-COV-2”, dirigido por el Dr.
Paulo Maffia, que como Anexo pasa a formar parte integrante de la presente

resolucion.

ARTICULO 2°. - Comuniquese, registrese y archivese.

RESOLUCION C.S. N° 000033
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ANEXO

CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11)

PLAN DE TRABAJO

DIRECTOR/A: Dr. Paulo Maffia

TITULO: | Evaluacion del péptido de defensa humano LL-37 como
antiviral frente a SARS-COV-2

FUNDAMENTACION: | Actualmente, no hay medicamentos u otras terapias aprobadas para
prevenir o tratar el COVID-19. El tratamiento clinico actual incluye medidas
(hasta 400 palabras) | ge prevencion y control de infecciones y atencién de apoyo, incluido
oxigeno suplementario y soporte ventilatorio mecanico cuando esté
indicado. Una opcién terapéutica promisoria recientemente postulada es el
tratamiento con dosis altas de vitamina D3 a pacientes criticos de COVID-
19 (1). Este tratamiento induce, entre otras cosas, a la expresion del
péptido de defensa humano catelicidina LL-37 por macrofagos y células
epiteliales (2). La induccion del péptido de defensa LL-37 a través de la
administracion de VitD3 y/o fenilbutirato ha sido demostrado en varios
trabajos. En un ensayo clinico completado y publicado (3) se reportdé que
la administracion de VitD3 junto con 4-phenyl butyrate (PBA) indujeron la
expresion de LL-37 en pacientes con tuberculosis activa (dosis usadas:
Fenilbutirato de sodio: 500 mg dos veces al dia por via oral durante 2
meses; Colecalciferol: 5000 Ul una vez al dia por via oral durante 2
meses). El tratamiento con PBA, vitD3 o la combinacién redujo los
sintomas clinicos. En linea con una mejora de los resultados primarios, el
tratamiento con PBA vy vitD3 también di6 como resultado una mayor
expresion sinérgica de LL-37 en células inmunes concomitante a una
mayor muerte intracelular de Mycobacterum tuberculosis en macréfagos
ex vivo. En este contexto se torna indispensable para sustentar esta
novedosa opcion terapéutica en COVID-19, el soporte cientifico in vitro, de
tipo “proof of concept”’, evaluando una de las moléculas mas importantes
entre los péptidos de defensa humanos con actividad antiviral que se
inducen durante este tratamiento, la catelicidina LL-37. Los resultados
hasta aqui obtenidos tanto por nuestro grupo, como por otros
investigadores, han demostrado que los péptidos antimicrobianos, tanto
los de disefio como los naturales o enddgenos, poseen un gran potencial
como posibles nuevos farmacos frente a diversos patdgenos de la salud
humana (4,5,6) Desde hace afios nuestro grupo ha venido estudiando
diversas secuencias peptidicas derivadas de péptidos de defensa del
sistema inmune innato, con actividad frente a patégenos bacterianos (7).
En el Gltimo afio ademas hemos incorporado una linea de investigacion
dedicada a la evaluacion de péptidos antivirales.

Nuestros resultados previos in vitro con un péptido de disefio y con la
catelicidina humana LL-37, realizados en el Instituto de Virologia Animal
de INTA Castelar, en un flavivirus como el virus de la diarrea viral bovina
(BDVB) han sido alentadores, demostrando inhibicion de la replicacion
viral y baja toxicidad. En éstos trabajos previos pudimos comprobar que la
incubacion con el péptido disminuye significativamente el titulo viral en un
cultivo celular infectado.
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OBJETIVO GENERAL: Demostrar mediante ensayos in vitro correctamente disefiados y

validados, que la nueva opcién terapéutica basada en la induccion
del péptido de defensa LL-37 es totalmente viable y promisoria en
pacientes con COVID19

En funcion de los promisorios resultados previos y de la urgencia de
nuevas opciones terapéuticas, en caso de demostrar actividad antiviral in
vitro correctamente validada, significaria un gran paso, ya que sustentaria
de manera sélida la opcién terapéutica basada en la induccién de éste
péptido de defensa o como terapia combinada a las otras en evaluacion.
Estos resultados brindarian el sustento experimental necesario a los
protocolos clinicos de administracion de vitaDz (como para tuberculosis
activa), en donde inducen la expresiébn de ésta molécula de manera
enddégena por las propias células epiteliales y/o por macréfagos en
pulmoén. La vitamina D3 es un suplemento accesible econémicamente que
podria signifcar una mejora considerable para los pacientes internados.
Paralelamente en este proyecto se propone también la obtencién de
forma recombinante del péptido, que incluya su expresidon vy
purificacion por protocolos escalables y transferibles a la industria.
Reemplazando asi la importacion de ésta molécula y generando el know
how necesario en su produccion local. Este objetivo encuentra sustento en
la posible administracion del péptido LL-37 recombinante de manera
aerosolizada a pulmoén en un futuro cercano, para aumentar ain mas la
concentraciébn de ésta molécula y concomitantemente su actividad
bioldgica

OBJETIVOS 1. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a
ESPECIFICOS: coronavirus bovino en cultivo in vitro

2. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a SARS
COV 2 en cultivo in vitro

3. Obtencion de la concentracién efectiva 50, porcentaje de
inhibicion del rendimiento viral y efecto citopatico en ambas
cepas de virus

4. Obtencion del péptido LL-37 por técnicas de ADN
recombinante y purificacion
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MATERIALES Y | Obtencion del péptido LL-37 por sintesis automatizada con pureza mayor

METODOS: | @ 95%. Para esto se dispondra la compra del producto purificado y
liofilizado a la empresa GenScript USA, quienes pueden sintetizar y enviar
(hasta 400 palabras) | el péptido en lapsos de tiempo de unas dos semanas

-Evaluacion in vitro de la actividad antiviral o virucida en coronavirus
bovino y actividad citotoxica de LL-37:

Estos ensayos se realizaran en el laboratorio BSL3 del INTA Castelar.
Para completar los ensayos de citotoxicidad ampliaremos el rango de
concentraciones de trabajo, determinando asi la concentracion citotoxica
50% (CC50), para esto determinaremos viabilidad celular mediante la
técnica de reduccion del XTT. Una vez obtenido este valor continuaremos
con los experimentos de actividad antiviral de los péptidos catiénicos in
vitro frente al virus de la diarrea viral bovina. Para ésto células MDBK
seran infectadas con el coronavirus bovino y tratadas con los diferentes
compuestos, durante el experimento completo o en las diferentes etapas
gue involucran el proceso de infeccion (pre-incubacién con el virus,
durante la adsorcion viral, post-adsorcion viral, pre-incubacién con células)
realizando un ensayo de tiempo de adicion.

« Estudio de viabilidad por cristal violeta:

Células MDBK seran sembradas en placas de 96 pocillos hasta alcanzar
la confluencia deseada y seran expuestas a distintas concentraciones del
péptido durante 48 h a 37°C con 5% CO2. Una vez finalizada la
incubacion, las células seran fijadas, se adicionara el colorante cristal
violeta 0,1% y se incubaran durante 30 min a temperatura ambiente.
Finalizada la incubacién se retira el cristal violeta y se agrega metanol
para solubilizar el colorante. La lectura se realiza en espectrofotometro a
540 nm.

* Estudio de actividad metabdlica por XTT:

La actividad metabodlica de las células MDBK pre-tratadas con los
diferentes compuestos sera medida con TACS® XTT Cell proliferation
Assay Kit (TREVIGEN, Gaithersburg, MD) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante y tal como fue explicado anteriormente.

-Evaluacion de LL-37 en SARS-COV-2

Estos ensayos se realizaran mediante protocolos y metodologia
internacionalmente validada para confirmar que los resultados observados
en coronavirus bovino se repican en la cepa de SARS-COV-2. Estos
estudios se realizaran en la Universidad Estatal de Utah, EEUU, como un
servicio a terceros. El responsable del servicio sera el Dr. Brett L. Hurst,
del Institute for Antiviral Research de dicha universidad. Con quien ya
hemos tenido comunicacion personal y nos brind6 detalles del servicio, la
disponibilidad y los costos.

-Obtencién de LL-37 de forma recombinante:

Expresion del péptido en bacterias E.coli recombinantes. Ademas de la
expresion, se llevaran adelante por lo menos dos protocolos adecuados
para su purificacién, con el fin de poder transferir el know how a la
industria. Poder disponer de un clon de E. coli o levaduras recombinante
con alta produccion del péptido acompafiado de un protocolo de
purificacion adecuado, significa un paso adelante en el scaling up
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industrial.
En el lapso de tiempo previsto de 12 meses se propone:

-Disefiar las construcciones genéticas en los vectores de expresion
seleccionados

-Inducir la expresion del péptido como proteina de fusiéon para su mejor
solubilidad y evitar asi su degradacion

-Purificacion del péptido por cromatografia de afinidad a la proteina de
fusion, o por un protocolo de purificacién por exclusién molecular seguido
de intercambio iénico.

-Evaluacion de la estructura y actividad biologica del péptido. El péptido
obtenido se analizara por dicroismo circular para confirmar su correcto
plegamiento como hélice alfa en contacto con membranas, se secuenciara
la region N terminal y se evaluara su actividad antimicrobiana en bacterias
de referencia como medida de su actividad biolégica.

BIBLIOGRAFIA: 1) Jakovac H Am J Physiol Endocrinol Metab. 2020

2) Mily A et al. Oral intake of phenylbutyrate with or without vitamin
D3 upregulates the cathelicidin LL-37 in human macrophages: a
dose finding study for treatment of tuberculosis. BMC Pulm Med.
2013

3) LaiY, etal Trends Immunol. 2009

4) Bergman P, et al Curr HIV Res 2007.

5) Peter G. Barlow et al. PLOS One 2011
6) Akhirunnesa Mily et. al. PLoS One. 2015
7) Martinez et al. Microb Pathog 2020

ARTICULACION | Este proyecto se articula con el PICT-O UNAHUR “Obtencion de
INSTITUCIONAL: | péptidos antimicrobianos recombinantes y evaluacion de su
actividad virucida y antiinflamatoria con potencial uso en salud”

Director : Paulo Maffia

CRONOGRAMA DE | Total 12 meses

ACTIVIDADES: 1. Evaluacién del péptido de defensa LL-37 frente a coronavirus

bovino en cultivo in vitro: Mes1-2

2. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a SARS COV 2
en cultivo in vitro: Mes 1-2

3. Obtencidn de la concentracion efectiva 50, porcentaje de
inhibicion del rendimiento viral y efecto citopatico en ambas cepas
de virus: Mes 3-5

4. Obtencién del péptido LL-37 por técnicas de ADN recombinante y
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purificacién: Mes 4-12

RECURSOS HUMANOS Nombre y Apellido Email
INVOLUCRADOS: 1.Paulo Maffia paulo.maffia@unahur.edu.ar
2.Marcela Pllloff Marcela.pilloff@unahur.edu.ar
3.Melina Martinez melinambmartinez@gmail.com
4.Alejandra Capozzo alejandra_capozzo@yahoo.com.ar
5.Nancy Cardoso cardoso.nancy@inta.gob.ar>
PRESUPUESTO: Rubro Monto solicitado
Licencias $0.-
Bibliografia $0.-
Bienes de consumo $ 395.000
Equipamiento $0.-
Viajes y viaticos $0.-
Difusién y/o proteccion de resultados $0.-
Servicios de terceros $ 210.000
Trabajo de campo $0.-
TOTAL: $ 605.000
CONSIDERACIONES | Completar solo si corresponde
ETICAS:
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9. DECLARACION JURADA

CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11)

DECLARACION JURADA

El que suscribe postula en caracter de Director el proyecto titulado” Evaluacion del
péptido de defensa humano LL-37 como antiviral frente a SARS-COV-2" a la
CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11).

En caso de que el mismo sea acreditado por el Consejo Superior para recibir el
correspondiente subsidio me comprometo a cumplir con los términos establecidos en el
Reglamento de Investigaciéon y los lineamientos establecidos en el Estatuto de la
Universidad, los cuales declaro haber leido y aceptado, asimismo como las pautas

administrativas vigentes y eventuales que exija la UNAHUR,.

Declaro también que todos los datos presentados durante el proceso de inscripcion
a la convocatoria son veraces y exactos, de acuerdo a mi saber y entender. Asimismo me
notifico que cualquier falsedad, ocultamiento u omision podran dar lugar a las intervenciones

administrativas que correspondan y apliquen.

Hurlingham, 14 de Mayo de 2020
Lugar y fecha

Firmay aclaracion
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BUENOS AIRES, 29 de mayo de 2020

VISTO el Estatuto de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, la Ley
24.521, la Politica de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM
(R.C.S. N° 11/15), el Reglamento de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE
HURLINGHAM (R.C.S. N° 08/16, 59/16 y 87/17) y el Expediente Nro. 132/2020 de la
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM; vy,

CONSIDERANDO:

Que la Ley 24.521 de Educacion Superior establece en su articulo 28 inc. b) que
son funciones basicas de las instituciones universitarias promover y desarrollar la

investigacion cientifica.

Que el articulo 81 de Estatuto Universitario establece que la misma asumira la
investigacién cientifica como una de sus funciones sustanciales, en concordancia con lo
establecido por la Ley 24.521, y conforme a lo establecido en los 6rganos de gobierno,
teniendo como objetivos principales la produccién de conocimiento y la formacion de

recursos humanos para la investigacion.

Que dicha funciéon serda abordada a partir de la implementacion de planes,
programas y proyectos de investigacién, de acuerdo al articulo 82 del mencionado

estatuto.

Que mediante Resolucion N° 11/15 del Consejo Superior se aprobé la Politica de
Investigacién de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, en donde se propone el
desarrollo de un modelo de investigacién entendido como construccién de conocimiento
colectivo, participativo, interdisciplinario a partir de problematlcas rglevantes pertinentes y
oportunas para comprender la realidad social- Iocal nac;?al reg’to}raiy ﬁnundlal y actuar

en ella transformandola en un sentido emancipador. hurs A

1
Jandra Puente :
Jefa Depanamento de Despacho {
Universidad Nacional de. Hurlingham. ... ‘
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Que mediante Resolucion N° 8/16 del Consejo Superior se aprobo el Reglamento
de Investigacion de la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, luego modificado
mediante las Resoluciones N° 59/16 y 87/17.

Que el Articulo 11 del Reglamento de Investigacién de la UNIVERSIDAD
NACIONAL DE HURLINGHAM incorporado mediante la Resolucién N° 59/16, y luego
ratificado por la Resolucién N° 87/17, prevé el "(...) financiamiento de propuestas de
investigacion de manera extraordinaria, que resultasen de interés para la Universidad
(...). Dichos proyectos presentados de forma extraordinaria fuera de las convocatorias
regulares deberan representar un interés particular desde la tematica o desarrollo
cientifico tecnolégico propuesto, o bien una urgencia estratégica desde su

implementacién”.

Que ante la situacion de pandemia generada por el SARS-COV-2, el Sistema
Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovaciéon (SNCTI) en su conjunto se ha puesto a
disposicion del Poder Ejecutivo Nacional (PEN) para su mitigacién, a través del
desarrollo de proyectos de investigacion basica y aplicada que presenten soluciones

a corto y mediano plazo.

Que la UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM, como parte del SNCTI,
pone a disposicion su infraestructura, equipamiento y capital intelectual para el
desarrollo de actividades 1+D conforme a lo establecido en su Estatuto, en relacion a

la pertinencia de las mismas a nivel local, regional y nacional.

Que la Secretaria de Investigacion pone a consideracion el proyecto “Evaluacién
del péptido de defensa humano LL-37 como antiviral frente a SARS-COV-2", a cargo

del docente/investigador Dr. Paulo Maffia.

Que el Secretario Administrativo Financiero y Técnico ha tomado la intervencion
de su competencia e informa que la UNAHUR cuenta con fondos propios para hacer

frente a la propuesta.

Que la Direccién General de Asuntos Legales ha tomado la intervencion de

su competencia y ha emitido dictamen.-

Que la presente medida se dicta en uso de las atribuciones conferidas en el

articulo 35 inciso cc) del Estatuto de la Univee'férj,q:gﬂd.-_;a\ o

£o Ul

a ®

— Univorsidad-Nacional-de-Hurlinghasm———
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Por ello,

U N A I I U R "2020 — ANO DEL GENERAL MANUEL BELGRANO"

EL VICERRECTOS-RECTOR EN EJERCICIO

DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM

RESUELVE:

ARTICULO 1°. - Aprobar “Ad referéndum” del Consejo Superior el proyecto de
investigacion “Evaluacion del péptido de defensa humano LL-37 como antiviral frente
a SARS-COV-2”, dirigido por el Dr. Paulo Maffia, que como Anexo pasa a formar parte

integrante de la presente resolucién.

ARTICULO 2°. - Incorporar la presente Resolucion en el orden del dia de la siguiente

sesion del Honorable Consejo Superior de esta casa de altos estudios.

ARTICULO 3°. - Comuniquese, registrese y archivese.

RESOLUCION R. N° 000104
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ANEXO

CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11)

DIRECTORI/A:

TiTULO:

FUNDAMENTACION:
(hasta 400 palabras)

PLAN DE TRABAJO

Dr. Paulo Maffia

Evaluacion del péptido de defensa humano LL-37 como
antiviral frente a SARS-COV-2

Actualmente, no hay medicamentos u otras terapias aprobadas para
prevenir o tratar el COVID-19. El tratamiento clinico actual incluye medidas
de prevencion y control de infecciones y atencién de apoyo, incluido oxigeno
suplementario y soporte ventilatorio mecanico cuando esté indicado. Una
opcion terapéutica promisoria recientemente postulada es el tratamiento
con dosis altas de vitamina D3 a pacientes criticos de COVID-19 (1). Este
tratamiento induce, entre otras cosas, a la expresion del péptido de defensa
humano catelicidina LL-37 por macréfagos y células epiteliales (2). La
induccion del péptido de defensa LL-37 a través de la administracion de
VitD3 y/o fenilbutirato ha sido demostrado en varios trabajos. En un ensayo
clinico completado y publicado (3) se reporté que la administracién de VitD3
junto con 4-phenyl butyrate (PBA) indujeron la expresion de LL-37 en
pacientes con tuberculosis activa (dosis usadas: Fenilbutirato de sodio: 500
mg dos veces al dia por via oral durante 2 meses; Colecalciferol: 5000 Ul
una vez al dia por via oral durante 2 meses). El tratamiento con PBA, vitD3
o0 la combinacion redujo los sintomas clinicos. En linea con una mejora de
los resultados primarios, el tratamiento con PBA vy vitD3 también dié como
resultado una mayor expresion sinérgica de LL-37 en células inmunes
concomitante a una mayor muerte intracelular de Mycobacterum
tuberculosis en macréfagos ex vivo. En este contexto se torna indispensable
para sustentar esta novedosa opcion terapéutica en COVID-19, el soporte
cientifico in vitro, de tipo “proof of concept”, evaluando una de las moléculas
mas importantes entre los péptidos de defensa humanos con actividad
antiviral que se inducen durante este tratamiento, la catelicidina LL-37. Los
resultados hasta aqui obtenidos tanto por nuestro grupo, como por otros
investigadores, han demostrado que los péptidos antimicrobianos, tanto los
de disefio como los naturales o endégenos, poseen un gran potencial como
posibles nuevos farmacos frente a diversos patdégenos de la salud humana
(4,5,6) Desde hace afios nuestro grupo ha venido estudiando diversas
secuencias peptidicas derivadas de péptidos de defensa del sistema
inmune innato, con actividad frente a patégenos bacterianos (7). En el ltimo
afno ademéas hemos incorporado una linea de investigacion dedicada a la
evaluacién de péptidos antivirales.

Nuestros resultados previos in vitro con un péptido de disefio y con la
catelicidina humana LL-37, realizados en el Instituto de Virologia Animal de
INTA Castelar, en un flavivirus como el virus de la diarrea viral bovina
(BDVB) han sido alentadores, demostrando inhibicion de la replicacién viral
y baja toxicidad. En éstos trabajos previos pudimos comprobar que la
incubacion con el pepLdo disminuye significativamente el titulo viral en un
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Demostrar mediante ensayos in vitro correctamente disefiados y
validados, que la nueva opcién terapéutica basada en la induccién del
péptido de defensa LL-37 es totalmente viable y promisoria en
pacientes con COVID19

En funcion de los promisorios resultados previos y de la urgencia de nuevas
opciones terapéuticas, en caso de demostrar actividad antiviral in vitro
correctamente validada, significaria un gran paso, ya que sustentaria de
manera solida la opcién terapéutica basada en la induccion de éste péptido
de defensa o como terapia combinada a las otras en evaluacién. Estos
resultados brindarian el sustento experimental necesario a los protocolos
clinicos de administracion de vitaDs (como para tuberculosis activa), en
donde inducen la expresion de ésta molécula de manera endogena por las
propias células epiteliales y/o por macréfagos en pulmon. La vitamina D3 es
un suplemento accesible economicamente que podria signifcar una mejora
considerable para los pacientes internados. Paralelamente en este proyecto
se propone también la obtencién de forma recombinante del péptido,
que incluya su expresion y purificacion por protocolos escalables y
transferibles a la industria. Reemplazando asi la importacion de ésta
molécula y generando el know how necesario en su produccién local. Este
objetivo encuentra sustento en la posible administracién del péptido LL-37
recombinante de manera aerosolizada a pulmoén en un futuro cercano, para
aumentar aun mas la concentracion de ésta molécula y concomitantemente
su actividad bioldgica

1. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a
coronavirus bovino en cultivo in vitro

2. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a SARS
COV 2 en cultivo in vitro

3. Obtencion de la concentracion efectiva 50, porcentaje de
inhibicion del rendimiento viral y efecto citopatico en ambas
cepas de virus

4. Obtencion del péptido LL-37 por técnicas de ADN
recombinante y purificacion
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Obtencion del péptido LL-37 por sintesis automatizada con pureza mayor a
95%. Para esto se dispondra la compra del producto purificado y liofilizado
a la empresa GenScript USA, quienes pueden sintetizar y enviar el péptido
en lapsos de tiempo de unas dos semanas

-Evaluacion in vitro de la actividad antiviral o virucida en coronavirus bovino
y actividad citotoxica de LL-37:

Estos ensayos se realizaran en el laboratorio BSL3 del INTA Castelar. Para
completar los ensayos de citotoxicidad ampliaremos el rango de
concentraciones de trabajo, determinando asi la concentracion citotoxica
50% (CC50), para esto determinaremos viabilidad celular mediante la
técnica de reduccion del XTT. Una vez obtenido este valor continuaremos
con los experimentos de actividad antiviral de los péptidos catiénicos in vitro
frente al virus de la diarrea viral bovina. Para ésto células MDBK seran
infectadas con el coronavirus bovino y tratadas con los diferentes
compuestos, durante el experimento completo o en las diferentes etapas
que involucran el proceso de infeccién (pre-incubacién con el virus, durante
la adsorcién viral, post-adsorcién viral, pre-incubacién con células)
realizando un ensayo de tiempo de adicion.

+ Estudio de viabilidad por cristal violeta:

Células MDBK seran sembradas en placas de 96 pocillos hasta alcanzar la
confluencia deseada y seran expuestas a distintas concentraciones del
péptido durante 48 h a 37°C con 5% CO2. Una vez finalizada la incubacion,
las células seran fijadas, se adicionara el colorante cristal violeta 0,1% y se
incubaran durante 30 min a temperatura ambiente. Finalizada la incubacion
se retira el cristal violeta y se agrega metanol para solubilizar el colorante.
La lectura se realiza en espectrofotémetro a 540 nm.

* Estudio de actividad metabdlica por XTT:

La actividad metabdlica de las células MDBK pre-tratadas con los diferentes
compuestos sera medida con TACS® XTT Cell proliferation Assay Kit
(TREVIGEN, Gaithersburg, MD) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante y tal como fue explicado anteriormente.

-Evaluacion de LL-37 en SARS-COV-2

Estos ensayos se realizaran mediante protocolos y metodologia
internacionalmente validada para confirmar que los resultados observados
en coronavirus bovino se repican en la cepa de SARS-COV-2. Estos
estudios se realizaran en la Universidad Estatal de Utah, EEUU, como un
servicio a terceros. El responsable del servicio sera el Dr. Brett L. Hurst, del
Institute for Antiviral Research de dicha universidad. Con quien ya hemos
tenido comunicacion personal y nos brindé detalles del servicio, la
disponibilidad y los costos.

-Obtencién de LL-37 de forma recombinante:

Expresion del péptido en bacterias E.coli recombinantes. Ademas de la
expresion, se llevaran adelante por lo menos dos protocolos adecuados
para su purificacién, con el fin de poder transferir el know how a la industria.
Poder disponer de un clon de E. coli o levaduras recombinante con alta
produccion del péptido-acompafado--de-un--protocolo de purificacion
adecuado, significa w? p;asg,@dqleir}_‘ en el scajjnwp industrial.
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-Disefiar las construcciones genéticas en los vectores de expresion
seleccionados

-Inducir la expresién del péptido como proteina de fusion para su mejor
solubilidad y evitar asi su degradacion "

-Purificacién del péptido por cromatografia de afinidad a la proteina de
fusion, o por un protocolo de purificacion por exclusiéon molecular seguido
de intercambio idnico.

-Evaluacion de la estructura y actividad biologica del péptido. El péptido
obtenido se analizara por dicroismo circular para confirmar su correcto
plegamiento como hélice alfa en contacto con membranas, se secuenciara
la region N terminal y se evaluara su actividad antimicrobiana en bacterias
de referencia como medida de su actividad biolégica.
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ARTICULACION
INSTITUCIONAL:

CRONOGRAMA DE
ACTIVIDADES:

Este proyecto se articula con el PICT-O UNAHUR “Obtencién de
péptidos antimicrobianos recombinantes y evaluacién de su actividad
virucida y antiinflamatoria con potencial uso en salud”

Director : Paulo Maffia

Total 12 meses

1. Evaluacién del péptido de defensa LL-37 frente a coronavirus
bovino en cultivo in vitro: Mes1-2

2. Evaluacion del péptido de defensa LL-37 frente a SARS COV 2
en cultivo in vitro: Mes 1-2

3. Obtencién de la concentracion efectiva 50, porcentaje de
inhibicién del rendimiento viral y efecto citopatico en ambas cepas
de virus: Mes 3-5

4. Obtencién del péptido LL-37 por técnicas de ADN recombinante y
purificacion: Mes 4-12
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3.Melina Martinez melinambmartinez@gmail.com
4.Alejandra Capozzo alejandra_capozzo@yahoo.com.ar
5.Nancy Cardoso cardoso.nancy@inta.gob.ar>
PRESUPUESTO: Rubro Monto solicitado
Licencias $0.-
Bibliografia $0.-
Bienes de consumo $ 395.000
Equipamiento $0.-
Viajes y viaticos $0.-
Difusién y/o proteccién de resultados $0.-
Servicios de terceros $ 210.000
Trabajo de campo $0.-
TOTAL: $ 605.000
CONSIDERAQIONES Completar solo si corresponde
ETICAS:

Jandre Pucnte
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9. DECLARACION JURADA

CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11)

DECLARACION JURADA

El que suscribe postula en caracter de Director el proyecto titulado” Evaluacion del péptido
de defensa humano LL-37 como antiviral frente a SARS-COV-2’ a Ia

CONVOCATORIA EXTRAORDINARIA A PROYECTOS DE INVESTIGACION DE LA
UNIVERSIDAD NACIONAL DE HURLINGHAM (ART. 11).

En caso de que el mismo sea acreditado por el Consejo Superior para recibir el
correspondiente subsidio me comprometo a cumplir con los términos establecidos en el
Reglamento de Investigacion y los lineamientos establecidos en el Estatuto de la Universidad,
los cuales declaro haber leido y aceptado, asimismo como las pautas administrativas vigentes
y eventuales que exija la UNAHUR,.

Declaro también que todos los datos presentados durante el proceso de inscripcion
a la convocatoria son veraces y exactos, de acuerdo a mi saber y entender. Asimismo me
notifico que cualquier falsedad, ocultamiento u omisién podran dar lugar a las intervenciones
administrativas que correspondan y apliquen.

Hurlingham, 14 de Mayo de 2020
Lugar y fecha

Firma y aclaracién
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