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Datos Generales

INSTITUCION PRINCIPAL

Institut Pasteur de Montevideo/ Institut Pasteur de Montevideo / Laboratorio de Inmunovirologia /
Uruguay

DIRECCION INSTITUCIONAL

Institucion: Institut Pasteur de Montevideo / Institut Pasteur de Montevideo / Sector
Organizaciones Privadas sin Fines de Lucro/Sociedades Cientifico-Tecnoldgicas

Direccién: Laboratorio de Inmunovirologia, Mataojo 2020/ 11400 / Montevideo , Montevideo,
Uruguay

Teléfono: (598) 2522 0910

Correo electronico/Sitio Web: martinflo@pasteur.edu.uy

MARTIN FLO DIAZ
Doctor

martinflol@gmail.com
092066659

SNI Formacion
Ciencias Naturales y Exacta

s/ Ciencias Bioldgicas
Categorizacion actual: Nivel Formacion académica
| (Activo)
CONCLUIDA

Fecha de publicacion: 19/09/2018
Ultima actualizacion SNI: 19/09/2018 DOCTORADO

Doctorado en Ciencias Biolgicas (UDELAR-PEDECIBA) (2010 - 2016)

Universidad de la Republica - Facultad de Ciencias - UDelaR , Uruguay

Titulo de la disertacién/tesis: Estudio de la diversidad funcional de una familia de inhibidores Kunitz
de Echinococcus granulosus

Tutor/es: Dra Cecilia Fernandez y Dra Beatriz Alvarez

Obtencion del titulo: 2016

Sitio web de la disertaciéon/tesis: Proyecto defendido en diciembre 2010

Institucion financiadora: Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelaR , Uruguay
Palabras Clave: Proteasas de serinainhibidores Kunitzcanales cationicos

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia

MAESTRIA

Maestria en Ciencias Bioldgicas (UDELAR-PEDECIBA) (2007 - 2010)

Universidad de la Republica - Facultad de Ciencias - UDelaR , Uruguay

Titulo de la disertacion/tesis: Tres integrantes de la familia de inhibidores Kunitz en la interaccién
de Echinococcus granulosus con su hospedero definitivo

Tutor/es: Dra Cecilia Fernandez y Dra Beatriz Alvarez

Obtencion del titulo:

Sitio web de la disertacién/tesis: La tesis no fue defendida porque PEDECIBA autorizo el pasaje al
Programa de Doctorado, como continuacion del proyecto de maestria.

Institucién financiadora: Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelaR , Uruguay
Palabras Clave: Proteasas de serinainhibidores Kunitzcanales cationicos

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia
Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

GRADO

Licenciatura en Ciencias Bioldgicas (2000 - 2006)
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Universidad de la Republica - Facultad de Ciencias - UDel.aR , Uruguay

Titulo de la disertacién/tesis: EgKU-8, una proteina tipo Kunitz de Echinococcus granulosus como
inhibidor de proteasas de serina caninas

Tutor/es: Dra. Cecilia Fernandez

Obtencion del titulo: 2007

Palabras Clave: Proteasas de serinainhibidores Kunitz

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Enzimologia

Formacion complementaria
CONCLUIDA

CURSOS DE CORTA DURACION

Biologia del desarrollo (PEDECIBA) (01/2006 - 01/2007)

Sector Educacion Superior/Publico / Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelLaR,
Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

Gendmica e Introduccidn a las herramientas de bioinformatica (PEDECIBA) (01/2005 - 01/2006)

Sector Educacion Superior/Publico / Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelLaR,
Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturalesy Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

Enzimologia (PEDECIBA) (01/2004 - 01/2005)

Sector Educacion Superior/Publico / Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelaR,
Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia

PARTICIPACION EN EVENTOS
45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular - SBBq (2016)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Brasilera de Bioguimicay Biologia Molecular, Brasil

Palabras Clave: Inhibidores

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturalesy Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Peptidasas

XV Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2014)

Tipo: Congreso
Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay

XII PABMB CONGRESS (2013)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: PABMB, Chile

Palabras Clave: inhibidores Kunitz

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

XIV Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2012)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biolégicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular



XL1 Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular (2012)

Tipo: Congreso

Palabras Clave: inhibidores Kunitz

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

IX Congreso Argentino de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias. (2011)

Tipo: Congreso

Palabras Clave: inhibidores Kunitz Canales iénicos

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

XIll Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2010)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

6as Jornadas de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (2009)

Tipo: Congreso

Institucion organizadora: Filial Bioguimicay Biologia Molecular de la Sociedad Uruguaya de
Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

XXl Congreso Mundial de Hidatidologia (2009)

Tipo: Congreso

Institucion organizadora: Asociacion Internacional de Hidatidologia, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

XXXVII Congreso de la Sociedad Brasilera de Bioquimica y Biologia Molecular (SBBq) y Xl Congreso de la
Panamerican Association for Biochemistry and Molecular Biology (PABMB) (2008)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Brasilera de Bioquimicay Biologia Molecular, Brasil
Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioguimica y Biologia Molecular /

Xll Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2007)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioguimica y Biologia Molecular /

XXl Congreso de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias (2007)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias,
Argentina

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

5as Jornadas de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (2006)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Filial Bioquimica y Biologia Molecular de la Sociedad Uruguaya de
Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioguimica y Biologia Molecular /



Xl Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2005)

Tipo: Congreso

Institucién organizadora: Sociedad Uruguaya de Biociencias, Uruguay

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

EN MARCHA

POSDOCTORADOS

Caracterizacion y estudio funcional de la proteasa de aspartico del virus de la leucemia bovina (2016)

Sector Organizaciones Privadas sin Fines de Lucro/Sociedades Cientifico-Tecnoldgicas / Institut
Pasteur de Montevideo / Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay

Palabras Clave: Inhibidores Retropepsina

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Peptidasas
CURSOS DE CORTA DE DURACION

Biologia de Sistemas (PEDECIBA) (01/2005)

Sector Educacion Superior/Publico / Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDelaR,
Uruguay

Areas de conocimiento:
Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioguimica y Biologia Molecular /

Idiomas
Inglés

Entiende regular / Habla regular / Lee bien / Escribe regular

Areas de actuacion

CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
Ciencias Bioldgicas /Bioguimica y Biologia Molecular /Biologia parasitaria

CIENCIAS NATURALES Y EXACTAS
Ciencias Biologicas /Bioquimicay Biologia Molecular /Enzimologia

Actuacion profesional

SECTOR ORGANIZACIONES PRIVADAS SIN FINES DE LUCRO/SOCIEDADES CIENTIFICO-
TECNOLOGICAS - INSTITUT PASTEUR DE MONTEVIDEO - URUGUAY

Institut Pasteur de Montevideo

VINCULOS CON LA INSTITUCION

Funcionario/Empleado (03/2016 - a lafecha)

Contrato Posdoctoral ,40 horas semanales

ACTIVIDADES

LINEAS DE INVESTIGACION

Estudio del virus de la leucemia bovina (VLB) (03/2016 - a la fecha)

Ingrese contratados como Posdoctorado con el fin de estudiar a la peptidasa (PR) de VLB.
Buscaremos intentar entender su mecanismo de accion, como es su actividad sobre diferentes

sustratos, como es su proceso de activacion y buscar que factores pueden modular su actividad una
vez que la enzima esta activa. La informacion que obtengamos puede ayudar a entender los



procesos por los cuales se ensambla la particula viral infecciosa de VLB como también de otros
retrovirus. Ademas del interés académico los resultados podrian dar lugar a proyectos
biotecnoldgicos, ya que las PRs son el principal blanco de los farmacos anti-retrovirales.
Fundamental

40 horas semanales

Instituto Pasteur, Montevideo, Inmunidad Viral, Integrante del equipo

Equipo: RESPONSABLE , INTEGRANTE , INTEGRANTE, INTEGRANTE, INTEGRANTE
Palabras clave: Retropepsina Virus de la leucemia bovina

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Peptidasas

SECTOR EDUCACION SUPERIOR/PUBLICO - UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA - URUGUAY

Facultad de Medicina - UDelLaR

VINCULOS CON LA INSTITUCION
Funcionario/Empleado (05/2016 - a lafecha)

20 horas semanales
Escalafon: Docente
Grado: Grado 2
Cargo: Interino

ACTIVIDADES
PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Caracterizacién y estudio funcional de la proteasa de aspartico del virus de la leucemia bovina (05/2017 - ala
fecha)

Elvirus de la leucemia bovina (VLB), junto con el virus de la leucemia de células T humanas (HTLV),
pertenece al género Deltaretrovirus. VLB causa una enfermedad linfoproliferativa en el ganado, ya
sea desencadenando la leucosis bovina enzootica letal o en la forma de linfocitosis benigna. La
presencia de lainfecciéon por VLB esta distribuida mundialmente en todos los continentes excepto
en algunas areas de Europa occidental, donde han logrado conseguir un status libre de VLB. Esta
presentacion epidemioldgica de la enfermedad conlleva importantes pérdidas econdmicas en el
sector agropecuario. Un punto crucial del ciclo replicativo de los retrovirus es que el virién requiere
escindir ala poliproteina estrucutural Gag (del inglés: Group specific antigens) por la peptidasa de
aspartico viral (PR), resultando en las tres proteinas que la componen: Matriz, Capside y
Nucleocépside. Este mecanismo activa un reordenamiento estructural de la Capside que
determinara la adquisicion de la completa capacidad infectiva. En este proyecto investigaremos a la
PR-VLB paraintentar entender su mecanismo de accion, como es su actividad sobre diferentes
sustratos, como es su proceso de activacion cuando estd incluida en la poliproteinay buscar que
factores pueden modular su actividad una vez que la enzima estd activa. La informacién que
obtengamos puede ayudar a entender los procesos por los cuales se ensambla la particula viral
infecciosa de VLB como también de otros retrovirus. Ademas del interés académico los resultados
podrian dar lugar a proyectos biotecnoldgicos, ya que las PRs son el principal blanco de los farmacos
anti-retrovirales.

40 horas semanales

CSIC1+D 2016

Investigacion

Coordinador o Responsable

En Marcha

Equipo:

SECTOR EDUCACION SUPERIOR/PRIVADO - UNIVERSIDAD ORT URUGUAY - URUGUAY

Universidad ORT Uruguay - Facultad de Ingenieria
VINCULOS CON LA INSTITUCION

Funcionario/Empleado (09/2014 - 04/2016)

Docente 2 horas semanales

Elcargoinvolucra, en conjunto con otro docente, la preparacion y el dictado de las 16 clases del
curso tedrico-practico "Laboratorio de Enzimologia®, curricular para los estudiantes de la



Licenciatura en Biotecnologia. Ademas, la preparaciony el dictado de 7 clases de un curso
complementario "Extension de Taller de métodos analiticos", para los estudiantes de Ingenierfa en
Biotecnologia.

ACTIVIDADES

DOCENCIA
(09/2014 - 04/2016)

Grado

Responsable

Asignaturas:

Curso de grado "Extension de Taller de métodos analiticos”, 4 horas, Tedrico-Practico

Curso de grado "Laboratorio de Enzimologia", 8 horas, Tedrico-Practico

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia

SECTOR EDUCACION SUPERIOR/PUBLICO - UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA - URUGUAY

Facultad de Quimica - UDelLaR

VINCULOS CON LA INSTITUCION
Funcionario/Empleado (01/2012 - 03/2016)

Ayudante ,10 horas semanales

Contrato con cargo a fondos extrapresupuestales.
Escalafén: Docente

Grado: Grado 1

Cargo: Interino

Funcionario/Empleado (07/2007 - 06/2008)

Ayudante de investigacion ,35 horas semanales

Ayudante de investigacion en la Catedra de Inmunologia, Facultad de Quimica; Proyecto PDT
54/173: Funciones de la familia de inhibidores Kunitz en la instalacion de Echinococcus granulosus
en su hospedero definitivo, cuyo Investigador Responsable fue la Dra Cecilia Fernandez. En este
contexto, trabajé en mi proyecto de Maestria en la misma linea en la que realicé mi Tesis de
Licenciatura.

Escalafon: Docente

Grado: Grado 1

Cargo: Interino

Funcionario/Empleado (08/2006 - 07/2007)

Ayudante de investigacién ,23 horas semanales

Ayudante de investigacion en la Catedra de Inmunologia, Facultad de Quimica; Proyecto PDT
54/173: Funciones de la familia de inhibidores Kunitz en la instalacion de Echinococcus granulosus
en su hospedero definitivo, cuyo Investigador Responsable es la Dra Cecilia Fernandez. En este
contexto, completé mi Tesis de Licenciatura'y comencé mi proyecto de Maestria.

Escalafon: Docente

Grado: Grado 1

Cargo: Interino

ACTIVIDADES

LINEAS DE INVESTIGACION

Inhibidores Kunitz en Echinococcus granulosus (03/2004 - a la fecha)

Desde 2004 a la fecha, participo en la linea que dirige la Dra Cecilia Fernandez en la Catedra de
Inmunologia centrada en la caracterizacion de una familia multigénica de inhibidores tipo Kunitz del
parasito Echinococcus granulosus. En el marco de esta linea: - realicé mi Tesis de Licenciaturay
realizo actualmente mi posgrado; - me desempefé como Ayudante de Investigacién en la Facultad
de Quimica. La Catedra de Inmunologia tiene doble dependencia: integra el Departamento de
Biociencias de Facultad de Quimicay es una Unidad Asociada del Instituto de Quimica Bioldgica de
la Facultad de Ciencias.



35 horas semanales

Departamento de Biociencias, Catedra de Inmunologia, Integrante del equipo

Equipo: FERNANDEZ, C., ALVAREZ, B., SALINAS, G., FLO, M., PELLIZZA, L., ALONSO, F.
MARGENAT, M.

Palabras clave: Proteasas de serinainhibidores Kunitzcanales catiénicos

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Enzimologia

PROYECTOS DE INVESTIGACION Y DESARROLLO

Funciones de la familia de inhibidores Kunitz en la instalacion de Echinococcus granulosus en el hospedero
definitivo (08/2006 - 06/2008 )

35 horas semanales

Facultad de Quimica - UdelaR , Catedra de Inmunologia

Investigacion

Integrante del Equipo

Concluido

Equipo: FERNANDEZ, C. (Responsable), ALVAREZ, B., SALINAS, G., FLO, M., GONZALEZ,S.
Palabras clave: Proteasas de serinainhibidores Kunitzcanales catiénicos

DOCENCIA
Maestria en Quimica (UDELAR-PEDECIBA) (10/2013 - 10/2013)

Maestria

Invitado

Asignaturas:

Produccion, purificaciony caracterizacion estructural de proteinas, 35 horas, Tedrico-Practico
Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Produccion
de proteinas recombinantes

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia

SECTOR EDUCACION SUPERIOR/PUBLICO - UNIVERSIDAD DE LA REPUBLICA - URUGUAY

Facultad de Ciencias - UDelLaR

VINCULOS CON LA INSTITUCION
Funcionario/Empleado (08/2007 - 12/2011)

Ayudante ,20 horas semanales

Ayudante de Enzimologia (Laboratorio de Enzimologia, Instituto de Quimica Bioldgica). Cargo
obtenido por concurso de oposicion. Trabajo con la Dra. Beatriz Alvarez. Participo en los siguientes
cursos: - Enzimologia (curso de posgrado), colaboro en la preparacion de las clases préacticas, en su
dictadoy enla correccion de informes. El curso consta de 10 practicas de 4 horas cada una. Puse a
punto dos actividades practicas de inhibidores de alta afinidad, producto de los resultados
obtenidos en mi trabajo de posgrado, que han sido incluidas en varias ediciones del curso. -
Bioguimica Il (curso de grado), colaboro con el dictado de los practicos que comprenden dos turnos
de 10 clases de 4 horas. Mi participacién haincluido la atencién de las clases y el dictado de
seminarios (9 clases de 2 horas).

Escalafon: Docente

Grado: Grado 1

Cargo: Interino

Funcionario/Empleado (10/2005 - 12/2005)

Ayudante de Inmunologia,20 horas semanales

Ayudante de Inmunologia (Esc G, grado 1) en la Catedra de Inmunologia, Facultad de Ciencias,
Instituto de Higiene (UdelaR). Trabajé con la Dra Ana Ferreira, colaborando con el curso dictado
durante 2005; preparé materiales y puse a punto de técnicas a ser usadas en el practico del afo
2006.

Escalafon: Docente

Grado: Grado 1



Cargo: Interino
ACTIVIDADES

DOCENCIA

Licenciatura en Bioquimica (08/2007 - 12/2011)

Grado

Asistente

Asignaturas:

Bioguimica Il (semestral; 10 practicos de 4 horas; 9 seminarios de 2 horas), 12 horas, Practico
Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

Maestria en Ciencias Biolégicas (UDELAR-PEDECIBA) (08/2007 - 12/2011)

Maestria

Asistente

Asignaturas:

Enzimologia (semestral, 10 practicas de 4 horas; atencion de 2 grupos), 8 horas, Practico

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia

Licenciatura en Bioquimica (10/2005 - 12/2005)

Grado

Asistente

Asignaturas:

Curso practico de Introduccion ala Inmunologia - Colaboracion con el dictado, 10 horas, Practico
Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioguimica y Biologia Molecular / Inmunologia

SECTOR EXTRANJERO/INTERNACIONAL/OTROS - MEXICO

Benemérita Universidad Autonoma de Puebla

VINCULOS CON LA INSTITUCION

Otro (01/2011 - 04/2011)

Pasante de investigacion ,40 horas semanales / Dedicacion total

Pasantia de entrenamiento en el Laboratorio del Prof Dr Enrique Soto, Instituto de Fisiologia, en el
marco de mi proyecto de Doctorado, para realizar estudios de la capacidad de los inhibidores
Kunitz de E. granulosus de bloguear canales cationicos mediante ensayos electrofisiologicos.
ACTIVIDADES

PASANTIAS

(01/2011-04/2011)

Instituto de Fisiologia, Laboratorio de Neurofisiologia Sensorial

40 horas semanales

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturalesy Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologia Molecular /

Neurofisiologia

SECTOR GOBIERNO/PUBLICO - MINISTERIO DE EDUCACION Y CULTURA - URUGUAY

MEC. Instituto de Investigaciones Bioldgicas «Clemente Estable»

VINCULOS CON LA INSTITUCION
Otro (07/2008 - 06/2009)

Pasante ,25 horas semanales



Durante la pasantia, trabajé en la puesta a punto de un sistema para realizar ensayos de patch-
clamp en el laboratorio del Dr Caputi en el Departamento de Neurociencias Integrativas y
Computacionales, utilizando neuronas en cultivos preparados con el asesoramiento del Dr Sotelo
cuyo laboratorio esté en el mismo Instituto (Departamento de Proteinas y Acidos Nucleicos).

ACTIVIDADES

PASANTIAS
(07/2008 - 06/2009)

Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable, Departamento de Neurociencias
Integrativas y Computacionales del IBCE
25 horas semanales

CARGA HORARIA

Carga horaria de docencia: 10 horas

Carga horaria de investigacion: 40 horas
Carga horaria de formacion RRHH: 10 horas
Carga horaria de extension: Sin horas

Carga horaria de gestién: Sin horas

Produccioén cientifica/tecnolégica

Desde mi licenciatura, integré un grupo que estudia la diversidad funcional de una familia de
inhibidores tipo Kunitz del parasito E. granulosus (EgKUs), algunos de los cuales son muy
expresados y secretados en distintos estadios del ciclo de vida del paréasito. Estas moléculas poseen
un Unico dominio Kunitz, formado por unos 50 aminoacidos plegados en una estructura
estabilizada por disulfuros. Desde el punto de vista funcional, los inhibidores Kunitz pueden
dividirse en dos grupos: i) inhibidores muy potentes de peptidasas de serina; ii) inhibidores de
canales cationicos, descritos solamente en venenos de predadores. Mi trabajo de doctorado
demostré que la familia de E. granulosus incluye proteinas con ambas actividades. EgKU-3y EgKU-
8 se comportan como inhibidores de quimotripsinas vy tripsinas, respectivamente (KI* 10-11M).
EgKU-7 inhibe tripsinas pero su actividad es distinta a la observada con EgKU-3y EgKU-8: EgKU-7
tiene una extension C-terminal que también interacciona con la tripsina, en forma independiente al
bucle antipeptidasa (habitualmente responsable de la actividad). Estos sitios muestran preferencias
por las tripsinas del hospedero definitivo (perro): el bucle antipeptidasa por la anidnica (Kla 10-
12M),y el segundo sitio por la catidnica (KIb 10-11M)), indicando que las tripsinas caninas serian el
blanco fisioldgico de EgKU-7. Ademas, caractericé la actividad bloqueadora de canales de EgKU-1y
EgKU-4 por whole cell patch-clamp en neuronas. Ambos bloquean canales de potasio de tipo Kv
(IC50 10-7M), y de sodio activados por cambios rapidos de pH neutro a acido (ASIC; IC50 10-9M).
Estos resultados revelan que las proteinas Kunitz de E.granulosus son funcionalmente diversas, es
decir que existe una similitud evolutiva entre los venenos de predadores y las secreciones
parasitarias. Ademas de su interés académico, este trabajo puede tener derivaciones
biotecnoldgicas, debido a la alta afinidad de los EgKUs por sus blancos, que podrian ser utilizados
como farmacos y/o reactivos, al igual que otros inhibidores Kunitz.

En03/2016 me integré a un nuevo grupo de trabajo, con el fin de realizar un trabajo posdoctoral.
Este grupo estudia desde hace anos al retrovirus de la leucemia bovina (VLB), una enfermedad
linfoproliferativa en el ganado. Un punto crucial del ciclo replicativo de los retrovirus es la escision
de la poliproteina estructural por la peptidasa de aspartico viral (PR). Este mecanismo activa un
reordenamiento estructural de la Capside que determina la adquisicion de la capacidad infectiva.
Mirolenel grupo es investigar a la PR-VLB para intentar entender como se activa, cémo actla, y
buscar factores que puedan modular su actividad. En estos meses, logré preparar formas
recombinantes solubles de la PR tanto en E.coli como en una linea celular eucariota; lo cual es
relevante ya previamente siempre se la habia recuperado a partir de cuerpos de inclusion. Ademas,
disefié un sustrato flurogénico y puse a punto un sistema para medir su actividad. La informacién
que obtengamos puede ayudar a entender los procesos de ensamblado de la particula retroviral
infecciosa. Ademas, los resultados podrian tener aplicaciones biotecnolégicas, ya que las PRs son el
principal blanco de los farmacos anti-retrovirales.
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convocatoria 2010 a Becas de Iniciacion a la Investigacion (IN1_X_2010_2_3087). Se propuso
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del "45a Reunido Anual da Sociedade Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular - SBBgs"en el
marco del convenio de cooperacién SBBg/SBBM
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Trabajo derivado del trabajo de Fernanda Alonso en el marco de su Beca de Iniciacidon ala
Investigacion (INI_X_2010_2_3087), de la que fui cotutor.
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Estudio de la diversidad funcional de una familia de inhibidores Kunitz de Echinococcus granulosus
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Functional diversity of parasite Kunitz inhibitors - FI6 M, Soto E, Alvarez B, Fernandez C.
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Trabajo seleccionado para ser presentado en el Simposio de Jovenes Investigadores SBBg-Cono
Sur, que se realizd en mayo en el marco de la reunion anual de la sociedad.
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Eltrabajo fue presentado como poster en el congreso que se realizé en noviembre. Describe los
resultados obtenidos en el marco de la pasantia que realicé en la Universidad de Puebla (enero-abril
de 2011) que indican que EgKU-1y EgKU-4 acttian como inhibidores de canales de potasio de tipo
Kvy de canales de sodio de tipo ASIC. El resumen fue publicado en la Revista Médica de Rosario
(ISSN 0327-5019).
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El poster incluyo los resultados obtenidos hasta el momento en la caracterizacion de la interaccion
de EgKU-7 con tripsina (que presenta un comportamiento diferente al de los restantes inhibidores
Kunitz), y su comparacion con la de EgKU-8 (que posee el comportamiento tipico de los integrantes
de lafamilia). Resumen P 204 en el libro de resiimenes del congreso (Seccion "Enzymes and drug
design", p 322).
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Presentacion oral en el Simposio: "Funcionalidad de proteinas".
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Presentacion de poster con los resultados obtenidos por L Pellizza, en el marco del trabajo de su
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Congreso

Functional diversity of a family of Kunitz inhibitors potentially involved in host-parasite cross-talk
in echinococcosis - Flo M, Margenat M, Pellizza L, Pérez G, Duran R, Salinas G, Alvarez B,
Fernandez C.

Uruguay

Tipo de participacién: Poster

Nombre de la institucion promotora: Asociacion Internacional de Hidatidologia

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Parasitologia
molecular

Presentacion de poster con los resultados del trabajo de todos los integrantes del grupo, en la
caracterizacion de la familia de inhibidores de E. granulosus.

XXXVII Congreso de la Sociedad Brasilera de Bioquimica y Biologia Molecular (SBBq) y Xl Congreso de la
Panamerican Association for Biochemistry and Molecular Biology (PABMB) (2008)

Congreso

Studies on two members of a family of Kunitz inhibitors from E. granulosus larvae - Margenat M,
Flo M, Gonzélez S, Duran R, Salinas G, Alvarez By Fernandez C

Brasil

Tipo de participacion: Poster

Nombre de la institucién promotora: Sociedad Brasilera de Bioquimica y Biologia Molecular (SBBq)
Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Parasitologia
molecular

Presentacion de poster con los resultados correspondientes a la caracterizacion de EgKU-3y de
EgKU-8. M. Margenat y yo contribuimos por igual a este trabajo. Ambos obtuvimos una beca de la
PABMB para participar de este evento.

Molecular and Cellular Biology of Helminth Parasites (2008)

Congreso

Adiverse family of Kunitz inhibitors from Echinococcus granulosus involved in host-parasite cross-
talk in echinococcosis - FI6 M, Margenat M, Gonzalez S, Maizels RM, Salinas G, Alvarez B,
Fernadndez C

Grecia

Tipo de participacion: Otros

Presentacion oral de C. Fernandez.

XIl Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2007)

Congreso

EgKU-8, una protefna del tipo Kunitz de Echinococcus granulosus, como inhibidor lento de alta
afinidad de tripsinas de perro - FIé M, Gonzélez S, Salinas G, AAvarez By Fernandez C

Uruguay

Tipo de participaciéon: Expositor oral

Nombre de la institucion promotora: Sociedad Uruguaya de Biociencias

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Parasitologfa
molecular

Presentacion oral en la mesa redonda "Biologia Parasitaria" de los resultados iniciales de mi trabajo
de maestria.

XXl Congreso de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias (2007)

Congreso



EgKU-8, una protefna del tipo Kunitz de Echinococcus granulosus, como inhibidor lento de alta
afinidad de tripsinas de perro Flo M, Gonzélez S, Salinas G, Alvarez By Ferndndez C

Argentina

Tipo de participacion: Poster

Nombre de la institucion promotora: Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades
Parasitarias

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Parasitologfa
molecular

Presentacion de poster con los resultados iniciales de mi trabajo de Maestria.

V Jornadas de la Sociedad de Bioquimica y Biologia Molecular (2006)

Congreso

EgKU-8, una proteina tipo Kunitz de Echinococcus granulosus, como inhibidor de proteasas de
serina caninas Flo M, Gonzaélez S, Durdn R, Salinas G, Alvarez By Fernandez C

Uruguay

Tipo de participacién: Poster

Nombre de la institucion promotora: Sociedad de Bioquimicay Biologia Molecular

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Biologicas / Bioquimica y Biologia Molecular / Enzimologia
Presentacién de poster con los resultados obtenidos en el marco de mi Tesis de grado.

Xl Jornadas de la Sociedad Uruguaya de Biociencias (2005)

Congreso

Inhibidores tipo Kunitz en Echinococcus granulosus, Gonzalez S, FI6 M, Duran R, Alvarez B, Salinas
Gy Fernédndez C

Uruguay

Tipo de participacién: Otros

Nombre de la institucion promotora: Sociedad Uruguaya de Biociencias

Areas de conocimiento:

Ciencias Naturales y Exactas / Ciencias Bioldgicas / Bioquimica y Biologfa Molecular / Parasitologia
molecular

Presentacion oral de S. Gonzélez.

JURADO/INTEGRANTE DE COMISIONES EVALUADORAS DE TRABAJOS ACADEMICOS

Hidatidosis: Caracterizacion de nuevas glutation tranferasas (2016)

Candidato: Veronica Lopez

Tipo Jurado: Tesis de Maestria

CARMONA C,ALVITE, G, FLO, M.

Maestria en Ciencias Biolégicas (UDELAR-PEDECIBA) / Sector Educacion Superior/Publico /
Universidad de la Republica / Facultad de Ciencias - UDeLaR / Uruguay

Pais: Uruguay

Idioma: Espanol

Informacion adicional

i) Disefo de actividades en el marco de los cursos dictados: Para la edicion 2010 del curso de
"Enzimologia" de la Facultad de Ciencias (UdelaR), disefio de dos actividades practicas de
inhibidores de alta afinidad que son producto de los resultados obtenidos en mi trabajo de
posgrado: |) Sistema tripsina/Kunitz - titulacién de la enzima; I1) Sistema tripsina/Kunitz - inhibicion
lenta de alta afinidad. La segunda actividad fue incluida también en ediciones posteriores del curso.
(ver: http://enzimologia.fcien.edu.uy/enzimologia.htm). Para el curso de Pedeciba-Quimica
"Produccion, purificacion y caracterizacion estructural de proteinas”, troncal de la sub-area
Bioguimica, dictado en 2013, disefio de la actividad préctica (6 clases de cuatro horas). Parala
edicion 2014 del curso tedrico-practico "Laboratorio de Enzimologia" de la Facultad de Ingenieria
de la Universidad ORT, disefo, dictado y evaluacién del curso (16 clases de 4 horas), para
estudiantes de Licenciatura en Biotecnologia. Para la edicién 2014 del curso tedrico-practico
"Extension de Taller de métodos analiticos" de la misma Facultad, disefio, dictado y evaluacion del
curso (7 clases de 4 horas), para estudiantes de Ingenieria en Biotecnologia.

ii) Actividades de entrenamiento y colaboracion: - Asesoramiento en estudio de actividades
enzimaticas a integrantes del grupo de investigacion que coordina el Dr G Salinas: a) Estudio de los
sistemas ligados tiorredoxinay glutation en E. granulosus, en la caracterizacion de la actividad de la
enzima tiorredoxina glutation reductasa. b) Asesoramiento en el estudio de inhibidores de la
cruzipaina, una proteasa de cisteina del protozoario parasito Trypanosoma cruzi, en un proyecto de
colaboracion entre la Dra Graciela Mahler (Departamento de Quimica Organica, Facultad de



Quimica) y el Dr Gustavo Salinas.

iii) Participacion en seminarios: Asistencia a los seminarios internos de discusion de resultados del
grupo de trabajo realizados semanalmente en la Catedra de Inmunologia, Facultad de
Ciencias/Facultad de Quimica, Instituto de Higiene (UdelaR), desde febrero de 2005 a la fecha.
Ademis de nuestro subgrupo, participan los Drs. Alvaro Diaz y Ana Ferreiray sus estudiantes;
hasta diciembre de 2013, participd también el Dr Gustavo Salinas y sus estudiantes (actualmente
en el Instituto Pasteur, Montevideo).

iv) Articulo enviado: Acabamos de enviar a una revista dealto impacto (PLoS Pathogens), la version
revisada

Manuscript Title:

Functional Diversity of Secreted Cestode Kunitz Proteins: Inhibition of Serine Peptidases and
Blockade of Cation Channels

Article Type:

Research Article

Authors:

Martin Flo; Mariana Margenat; Leonardo Pellizza; Martin Grana; Rosario Durén; Adriana Béez;
Emilio Salceda; Enrique Soto; Beatriz Alvarez; Cecilia Fernandez

Abstract:

In the context of a project focused on the molecular characterization of host-parasite cross-talk
during cestode infections, we previously introduced a multigene family of monodomain Kunitz
proteins from Echinococcus granulosus (EgkU-1-EgKU-8), and provided evidence that some
EgKUs are secreted by larval worms to the host interface. Kunitz inhibitors are metazoan high
affinity serine peptidase inhibitors; in addition, some of them, until now identified only in animal
venoms, block cation channels. Functional and structural studies from our previous work had
suggested that the E. granulosus family could include peptidase inhibitors as well as channel
blockers. Using enzyme kinetics and whole-cell patch-clamp, we now demonstrate that the family is
indeed functionally diverse. In fact, most EgkUs behaved as high affinity inhibitors of either
chymotrypsin (EgKU-2-EgKU-3) or trypsin (EgKU-5-EgKU-8). In contrast, the close paralogs
EgKU-1 and EgKU-4 blocked voltage-dependent

potassium channels (Kv); and also pH-dependent sodium channels (ASICs), while showing null
(EgKU-1) or marginal (EgKU-4) peptidase inhibitory activity. We also confirmed the presence of
EgKUs in secretions from other parasite stages, notably from adult worms and metacestodes.
Interestingly, data from genome projects reveal that at least eight additional monodomain Kunitz
proteins are encoded in the genome; that particular EgKUs are up-regulated in various stages; and
that analogous Kunitz families exist in other medically important cestodes, but not in trematodes.
Members of this expanded family of secreted cestode proteins thus have the potential to block,
through high affinity interactions, the function of host counterparts (either serine peptidases or
cation channels) and contribute to the establishment and persistence of infection. From a more
general perspective, our results confirm that multigene families of Kunitz inhibitors from parasite
secretions and animal venoms

display a similar functional diversity and thus, that host-parasite co-evolution may also drive the
emergence of a new function associated with the Kunitz scaffold.
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