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Programa

Domingo 15 Noviembre
Aula Magna

desde 14.00 hs.

Acreditaciones

15.00-19.00 hs

Simposio (S1-S8): Tratamiento para la enfermedad de Chagas: desafios y
progresos. Coordinadores: Maria Elisa Solana / Adelina Riarte. Presentadora:
Isabela Ribeiro

15.00-15.20 hs

(S1) Juan Carlos Villar (Universidad Bucaramanga, Colombia): “Hay medicina
basada en evidencia para la enfermedad de Chagas?”

15.20-15.40 hs

(s2) Eder Romero (Universidad de Quilmes, Bs.As.): “Nanomedicinas en la
enfermedad de Chagas: una perspectiva realista”

15.40-16.00 hs

(s3) Jaime Altcheh (Hospital Ricardo Gutiérrez, CABA): “Avances en el
conocimiento de drogas utilizadas para el tratamiento de la enfermedad de
Chagas”

16.00- 16.20 hs

(S4) Laura Fichera (INP “Fatala Chaben”, CABA): “Estudios Preclinicos con drogas
tripanocidas. Recomendaciones de la Reunién Nacional 2015”

16.30-17.00 hs.

Intervalo

17.00- 17.20 hs

(s5) Nilda Prado (INP “Fatala Chaben”, CABA): “Estudio TRAENA: Un ensayo
clinico aleatorizado de Benznidazol versus placebo en pacientes adultos con
enfermedad de Chagas crénica”.

17.20-17.40 hs

(s6) Carlos Morillo (McMaster University, Hamilton, Canada): “Estudio BENEFIT,
Hallazgos e Implicaciones en la Practica Clinica”

17.40- 18.00 hs

(S7) Alejandro Schijman (INGEBI-CONICET, CABA): “Utilizacion de PCR en tiempo
real como marcador indirecto de respuesta terapéutica.”

18.00- 18.20 hs

(s8) Isabela Ribeiro (Drugs for Neglected Disease initiative, Geneva - Rio de
Janeiro, Brasil): “Nuevos esquemas terapéuticos de Benznidazol y Nifurtimox —
evidencias actuales y estudios planeados”

18.20- 19.00 hs

Isabela Ribeiro

Discusion de todas las ponencias

Cierre y Recomendaciones: “Hacia una nueva era en el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas”

19.00-19.30 hs

Inauguracion XXVII Reunion Anual de la SAP

19.30-20.30 hs

Conferencia inaugural (C1):
Juan Jose Cazzulo (IIB-INTECH, UNSAM, Bs. As.): “Estudios de la Bioquimica del
Trypanosoma cruzi en busca de blancos para el desarrollo de drogas
tripanocidas”. Presentador: Guillermo Alonso

20.30-22.00 hs

Cocktail de bienvenida




Lunes 16 Noviembre

Aula Magna Aula 12 piso
8.30-9.00 hs Acreditacion
Comunicaciones orales (CO1) Comunicaciones orales (CO2)
Jonathan Munera Lépez (IIB-INTECH): Georgina Fronza (CONICET-CITEDEF):
“Toxoplasma gondii TGJ1 (Type | HSP40) “Estado actual de la resistencia a
relocalizes to parasite pe"icle during insecticidas plretrOIdeS en Triatoma
gliding”. infestans (Reduviidae: Triatominae) de
diferentes provincias argentinas”.
Gonzalo Greif (Instituto Pasteur,
Montevideo, Uruguay): “Adaptacién de Maria L Marin (FCV, UNLP, Buenos Aires):
Trypanosoma vivax americano a la “Leishmaniosis canina: estudio diagndstico
transmision mecanica: remodelacién del transversal en perros de area endémica de
: ” la provincia de Misiones, Argentina”.
9.00-10.00 hs kinetoplasto”.

Santiago R Chavez Garcia (UdelaR,
Montevideo, Uruguay): “Analisis de
perfiles de expresidn génica global en el
ciclo celular de Trypanosoma cruzi”.

Mbdnica C Garcia (UNITEFA-CONICET,
Universidad Nacional de Cérdoba): “Efecto
sinérgico anti-Trypanosoma cruzi de
benznidazol combinado con
clomipramina”.

Lujan Scalise (INP Dr. M. Fatala Chaben)
CABA: “Tratamiento intermitente de
benznidazol combinado con alopurinol en
la infeccion crénica murina por T. cruzi
Nicaragua (TcN)”.

10.00-10.30 hs

Café

10.30-12.30hs

Mesas redondas (MR1)

SENALIZACION A TRAVES DE
MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES
DE PROTEINAS EN TRYPANOSOMATIDOS

Coordinadores: Claudio Pereira - Vanina
Alvarez

MR1.1 Esteban Serra (IBR-CONICET,
Universidad Nacional de Rosario)
“Acetilacion, una modificacion post-
transcripcional que influye en la
infectividad de Trypanosoma cruzi”

MR1.2 Vanina Campos (IIB-INTECH,
UNSAM, Bs. As.): “La inhibicidn y
activacion de la actividad de la histona
deacetilasa de Trypanosoma cruzi afecta
la replicacidn, diferenciacion, infectividad

Mesas redondas (MR2)

EPIDEMIOLOGIA DE ENFERMEDADES
VECTORIALES

Coordinadora: Soledad Santini

MR2.1 Juan Rosa (Universidad Nacional del
Nordeste, Provincia de Chaco): “Eco-
epidemiologia de Flebétomos”

MR2.2 Gerardo Marti (Centro de Estudios
Parasitol. y de Vectores, UNLP Bs. As.):
“Epidemiologiay Control de triatominos”

MR2.3 Sol Gaspe (Instituto de Ecologia,
Genética y Evolucion, UBA, CABA: “Enfoque
eco-bio -social de infestacion por Triatoma
infestans”




Lunes 16 de noviembre

y expresion génica.”

MR1.3 Silvia Villamil (INGEBI-CONICET,
CABA): “Poly(ADP-ribosa) como seiial de
muerte celular en tripanosomas”

MR1.4 Carla Cristi Del Campo Avila
(University of Cambridge - Universidade
Federal de Sdo Paulo): “The role of
translation initiation factor elF2A

in Trypanosoma brucei life cycle”

MR2.4 Anibal E. Carbajo (Instituto de
Investigacién e Ingenieria Ambiental,
UNSAM, Bs As.) : “Mapas de riesgo y
distribucion de especies”.

12.30 - 14.00hs

Almuerzo

14.00 — 15.00hs

Conferencia (C2)

Oscar Campetella (IIB-INTECH, UNSAM,
Bs. As.): “Alteraciones inducidas en el
hospedador por la trans-sialidasa de
Trypanosoma cruzi”

Presentador: Juan Mucci

Conferencia (C3)*

Antonio Marcilla (Universidad de Valencia,
Espafia): “Vesiculas Extracelulares en
Parasitos”

Presentadora: Mara Rosenzvit

15.00 — 16.00hs

Comunicaciones orales (CO3)

Lucas Caeiro (IIB-INTECH, UNSAM
CONICET): “Las proteinas de superficie
TCTASV-C de tripomastigotes de
Trypanosoma cruzi se secretan

mayoritariamente en vesiculas pequeias”.

Marianela C. Serradell (Universidad
Catdlica de Cérdoba): “Activation of
dendritic cells by Giardia Variant-Specific
Surface Proteins (VSP) and VSP-
pseudotyped virus-like

particles”.

Roxana C Cano (Universidad Catdlica de
Cdérdoba): “Trypanosoma cruzi potencia la
polarizacion alternativa de macréfagos en
tejido adiposo visceral y favorece la
progresion a diabetes en ratones obesos”.

Comunicaciones orales (CO4)*

Ana Maite Folle (UdelaR, Montevideo,
Uruguay): “El antigeno B de Echinococcus
granulosus: una proteina de union a lipidos
en la interfaz hospedero-parasito”.

Maria E Ancarola (IMPaM, UBA): “Analisis
de la secrecion de vesiculas extracelulares
en Mesocestoides corti”.

Gustavo Mourglia Ettlin (UdelaR,
Montevideo, Uruguay): “Antibody-
dependent cellular cytotoxicity
mechanisms: role in BALB/c and C57BL/6
mice differential susceptibility to
Echinococcus granulosus infection”.

Patricia Pensel (Universidad Nacional de
Mar del Plata): “Estudio in vivo de la
actividad antihelmintica de nanocristales
de albendazole sobre el estadio larval de
Echinococcus multilocularis”.
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16.00 — 18.00 hs

Mesas redondas (MR3)

APECTOS DE LA RELACION PARASITO -
HUESPED

Coordinador: Juan Mucci

MR3.1 Fabiola Parussini (Centro de
Investigaciones y Transferencia, Jujuy):
“Estudios funcionales de proteasas y sus
substratos durante el proceso de invasion
de las células huésped por Toxoplasma
gondii.”

MR3.2 Ivan Marcipar (Universidad del
Litoral, Santa Fe): “Eficacia de una vacuna
experimental de subunidades proteicas
para lograr proteccion contra la infeccion
por Trypanosoma cruzi”

MR3.3 Natalia De Miguel (IIB-INTECH,
Chascomus, Bs As.): “Exosomas: huevos
mensajeros involucrados en la
patogénesis de Trichomonas vaginalis”

MR3.4 Morten Nilsen (Technical University
of Denmark - [IB-INTECH, UNSAM, Bs. As.):
“The use of in-silico tools as a guide for
rational T cell epitope discovery; lessons
learned from large data sets”

Mesas redondas (MR4)*

BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DE
PARASITOS HELMINTOS: CLAVES PARA
COMPRENDER SU BIOLOGIA Y
POTENCIALES APLICACIONES AL CONTROL
Coordinadores: Henrique Ferreira y Mara
Rosenzvit

MRA4.1 Dr. Henrique Ferreira (Universidad
Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre,
Brasil): “Estudios protedmicos
comparativos y funcionales de
Echinococcus spp”

MRA4.2 Uriel Koziol (Univ. de la Republica,
Montevideo, Uruguay): “Las células madre
del cestodo Echinococcus multilocularis, un
parasito inmortal”

MRA4.3 Laura Kamenetzky (Facultad de
Medicina, UBA, CABA): “Nuevo genoma de
una especie desatendida causante de
hidatidosis quistica: Echinococcus
canadensis”

MR4.4 Gisela Franchini (INBIOLP, UNLP, Bs
As.): “Proteinas nuevas que unen lipidos de
Nematodes Parasitos. Caracterizacion
estructural y evaluacién como blancos
terapéuticos y diagndsticos.

18.00 —20.00 hs

Posters (12 piso) *

20.00-21.00 hs

Asamblea Anual SAP

*TALLER:

PARASITOS HELMINTOS: NUEVOS CONOCIMIENTOS Y POSIBLES APLICACIONES AL CONTROL: incluye
Conferencia 3 (C3), Comunicaciones Orales 4 (CO4), Mesa Redonda 4 (MR4), Posters del area.




Martes 17 de Noviembre

Aula Magna Aula 12 piso
8.30-9.00 hs Acreditacion
Comunicaciones orales (CO5) Comunicaciones orales (CO6)
Jean-Yves Brossas (Université Pierre et Rocio Rivero (INP “Fatala Chaben”, CABA):
Marie Curie, Paris, Francia): “Comparative | “Comparacion de nuevos métodos de
secretome analysis of two Trypanosoma amp|ificaci6n iSOtérmica de ADN (LAMP Yy
trypomastigotes from cells”. congénita por Trypanosoma cruzi”.
Paola Vacchina (IBR-CONICET): Maria A. Serjan (Hospital Ferndndez,
“Trypanosoma cruzi protein lipoilation CABA): “Formulacién magistral de
pattern is modified by the lipoate benznidazol: tratamiento en Chagas
i i inhibi - - congénito”.
9.00-10.00 hs biosynthesis/salvage inhibitor 8-bromo g

octanoate and its methyl derivative”.

Maria D Pifieyro (Instituto Pasteur,
Montevideo, Uruguay): “Interactoma
redox de Trypanosoma cruzi: el papel de
las triparredoxinas”.

Constanza Lépez Albizu (INP “Fatala
Chaben”, CABA): “Transferencia de
estrategias moleculares para el diagndstico
de chagas congénito al sistema sanitario
publico nacional: ensayo de
implementacion”.

Romina Volcovich (Hospital de Nifios
Ricardo Gutiérrez, CABA): “Diagndstico de
Chagas congénito: ¢podemos mejorar el
algoritmo de trabajo?”.

10.00-10.30 hs

Café

10.30-12.30hs

Mesas redondas (MR5)

IDENTIFICACION DE POTENCIALES
BLANCOS TERAPEUTICOS Y TAMIZAJE DE
DROGAS

Coordinadores: Vanina Alvarez - Claudio
Pereira

MRS5.1 Emir Salas (Facultad de Biologia,
Universidad de La Habana, Cuba) :
“Estrategia para la identificacidn confiable
de inhibidores de unién fuerte para
proteasas mediante la combinacion de
ensayos enzimaticos y ensayos de
interaccion: Compuestos sintéticos vs.
extractos naturales.”

MR5.2 Alan Talevi (UNLP, Bs As.):
“Importancia del reposicionamiento de
farmacos para el desarrollo de terapias
innovadoras para enfermedades

Mesas redondas (MR6)

TRANSMISION MATERNO INFANTIL DEL
TRYPANOSOMA CRUZI

Coordinador: Sergio Sosa Estani

MR6.1 Margarita Bisio (Hospital Gutiérrez,
CABA): “Busqueda de marcadores
tempranos en el diagndstico de Chagas
congénito”

MR6.2 Ines Zulantay Alfaro (Facultad de
Medicina, Universidad de Chile):
“Diagndstico de la infeccion congénita
por Trypanosoma cruzi en Chile. Esfuerzos
consolidados y desafios pendientes.”

MR6.3 Bibiana Volta ((INP “Fatala Chaben”,
CABA),: “Diagnéstico y Perfil Inmunolégico
de neonatos con infeccion congénita: su
relacion con la carga parasitaria”




Martes 17 de noviembre

tropicales”

MRS5.3 Rodrigo Lopez Mufioz (Universidad
Austral, Chile): “Metbolismo de
tripanotion y poliaminas como potencial
blanco terapéutico contra la enfermedad
de chagas”

MRS5.4 José R. Sotelo-Silveira (Inst. Invest.
Bioldgicas Clemente Estable, Montevideo,
Uruguay): “Estudios de Traducciéon por
“ribosome profiling” en Trypanosoma
cruzi”

MR6.4 Diana Fabbro (Universidad Nacional
del Litoral, Santa Fe.: “Tratamiento
tripanocida en mujeres y prevencion de
Chagas congenito”

12.30 - 14.00hs

Almuerzo

14.00 — 15.00hs

Conferencia (C4)

Paul A. Michels (Universidad de Edimburgo.
Reino Unido): “Peculiarities of autophagy
and autophagy-related proteins

in Trypanosomatids”.

Presentador: Juan Jose Cazzulo

Conferencia (C5)

Oscar Daniel Salomon (Inst. Nac. de
Medicina Tropical, Puerto Iguazu,
Misiones): “Eco-epidemiologia o
ecologia+epidemiologia: leishmaniasis en
Argentina”

Presentador: Sergio Sosa Estani

15.00 — 16.00hs

Comunicaciones orales (CO7)

Melisa D. Castro Eiro (INP “Fatala Chaben”,
CABA): “Evaluacion de la respuesta celular
hacia Trypanosoma cruzi en pacientes con
serologia discordante”.

José M. Jaramillo Ortiz (INTA, Castelar, Bs.
As.): “Estrategias de inmunizacion “prime -
boost” en ratones combinando vectores
virales no replicativos que expresan un
multiantigeno contra Babesia bovis”.

Alejandra L Baez (Universidad Nacional de
Cordoba): “Mitocondrias de musculo
esquelético y fraccion linfomonocitaria
como marcadores de dafio miocardico en
la enfermedad de Chagas”.

Comunicaciones orales (CO8)

Virginia Balouz (IIB-UNSAM)

“Evaluacion de TSSA como marcador de
efectividad en el tratamiento contra la
enfermedad de Chagas”.

Luz Peverengo (Universidad Nacional del
Litoral, Santa Fe): “Desarrollo de un nuevo
antigeno multiepitope para optimizar el
diagnéstico de Chagas”.

Juan C Ramirez (INGEBI) CONICET, CABA:
“Programa de control de calidad externo
para el monitoreo por PCR en tiempo real
en ensayos clinicos de la enfermedad de
Chagas”.

Maria L Bizai (FBCB-UNL, Santa Fe):
“Infecciones Unicas y multiples por
Trypanosoma cruzi y su asociacion con los
antecedentes epidemioldgicos”.
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16.00 — 18.00 hs

Mesas redondas (MR7)

MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE
EN ENFERMEDADES PARASITARIAS
Coordinadora: Fernanda Frank

MR7.1 Nora Goren (IMPAM, UBA-CONICET,
CABA): “Ligandos PPARYy: papel en la
polarizacidon de macroéfagos y la respuesta
angiogénica cardiaca en un modelo murino
de infeccién con Trypanosoma cruzi”

MR?7.2 Maria Cecilia Albareda (INP "Dr. M
Falata Chaben", CABA): “Impacto del
tratamiento etioldgico de la enfermedad
de Chagas en la respuesta inmune humoral
y celular en nifios en etapas tempranas de
la enfermedad de Chagas crénica”

MR7.3 Karina A. Gdmez (INGEBI-CONICET,
CABA): “Galectina-1 protege a la célula
cardiaca de la infeccion por Trypanosoma
cruzi”

MR7.4 Alejandra Goldman (CESyMA,
UNSAM, Bs As.): “Toxoplasma gondii y
modulacion de la susceptibilidad a
desarrollar inflamaciones alérgicas
pulmonares™.

Mesas redondas (MRS8)

EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE
PROTOZOARIOS. Coordinadora: M. Victoria
Cardinal

MRS8.1 Valeria del Coco (Facultad de
Ciencias Médicas, UNLP, Bs As.): "El ganado
vacuno como reservorio zoonético de
Cryptosporidium y Enterocytozoon
bieneusi"

MRS8.2 Paula Ruybal (IMPAM, UBA-
CONICET, CABA): “Genes candidatos para
la tipificacion molecular de Leishmania

Spp."

MR8.3 Maria Cecilia Venturini (UNLP, Bs.
As.): “Relacion de los genotipos de
Toxoplasma gondii aislados en Argentina
con la salud animal y salud publica.”

MR8.4 Leonhard Schnittger (INTA Castelar,
Bs As.): “Epidemiologic dynamics of
Babesia bovis and Babesia bigemina-
infection of bovines and water buffaloes
raised jointly in hyperendemic fields”.

18.00 -19.00hs

Conferencia de cierre (C6) - ( Aula Magna)

Stella Maris Gonzalez Cappa (IMPAM, UBA-CONICET, CABA)
“Medicina traslacional ¢factible o deseable?. Experiencia de un laboratorio de

Investigacion en Parasitologia.”
Presentadora: Jacqueline Bua

19.00 -20.45 hs

Posters ( 12 piso)

20.45 hs

Entrega de Premios / Clausura
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Estimados Colegas, Compafieros y Amigos:

En nombre del comité organizador de la XXVII Reunién Anual de la Sociedad Argentina de
Protozoologia, les doy la cordial bienvenida a la Ciudad Auténoma de Buenos Aires, donde
podrdn compartir sus resultados y participar de la discusiéon cientifica sobre temas
relevantes en el area de la Parasitologia y las Enfermedades Parasitarias.

El evento cuenta con un ajustado programa cuidadosamente desarrollado por expertos de
reconocida trayectoria en distintas dreas que dirigen y conforman un brillante comité
cientifico. Aprovecho estas lineas para agradecerles muy especialmente por el esfuerzo y la
dedicacién que han puesto.

Ademas es un honor y un privilegio compartir con Ustedes la conmemoracién de los 35 afios
de los inicios de las gestiones para que el simple hecho de encontrarnos hoy todos reunidos
sea una realidad. En este sentido, y sintiéndome con la prerrogativa de hablar en
representacion de todas aquellas personas que valoran y colaboran activamente para hacer
de la SAP una Sociedad creciente y pujante, deseo agradecer, en primer lugar, a los Socios
Fundadores y hacer extensivo el agradecimiento a todos aquellos que afio a aifo toman la
responsabilidad para dirigir la Sociedad y para la organizacién de las Reuniones y Congresos.

Finalmente, deseo destacar el valor de la participacidn de los mas jévenes, y la relevancia
gue tiene el escuchar lo que tienen para contarnos y el compartir tiempo de discusiéon
cientifica de calidad con cada uno de ellos. En mi opinidn, y recordando lo que siempre
significd para mi la espera de que alguna de las Personas que leia en los “papers” se acercara
a mi poster, la discusién profunda y los aportes de los mas experimentados debe ser uno de
los pilares de nuestras reuniones.

La Ciudad Autédnoma de Buenos Aires, ciudad sede del evento tiene un encanto propio que

con seguridad podran disfrutar. Bienvenidos!

Dr. Guillermo D. Alonso
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C1- ESTUDIOS DE LA BIOQUIMICA DEL TRYPANOSOMA CRUZI EN BUSCA DE BLANCOS PARA EL DESARROLLO DE DROGAS
TRIPANOCIDAS.

Juan J. Cazzulo.
Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, IIB-INTECH, UNSAM-CONICET. E-mail: jcazzulo@iibintech.com.ar

Las drogas en uso actualmente para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas, el Nifurtimox y el Benznidazol presentan
efectos secundarios adversos y escasa efectividad en un nimero significativo de casos. Ello hace necesario el desarrollo de
nuevos farmacos, efectivos, con menores efectos secundarios y con bajo costo que los haga accesibles para los pacientes.
En la segunda mitad del Siglo XX se desarrollé el concepto de quimioterapia racional, consistente en identificar blancos en
el patdgeno lo suficientemente importantes como para que su inhibicidn lo afecte selectivamente, con escaso o nulo efecto
sobre el hospedador. El caso 6ptimo es cuando el blanco es esencial para el patdgeno y esta ausente en el hospedador,
pero también puede ser muy util un blanco que, aun presente en ambos, sea mucho mas importante para el patégeno que
para el hospedador, por disponer este ultimo de algun sistema alternativo ausente en el patégeno.

Desde las ultimas décadas del Siglo XX se han efectuado importantes avances en el conocimiento de la bioquimica del
Trypanosoma cruzi y otros tripanosomatidos, que han llevado a la identificacidon de algunos blancos posibles; entre ellos, se
considera en la actualidad blancos validados a la cruzipaina y a varias enzimas de la biosintesis del ergosterol, habiendo ya
en marcha ensayos preclinicos o, en el segundo caso, clinicos, usando inhibidores de las mismas. La identificacion de la
cruzipaina como blanco se debid a estudios iniciados por nuestro grupo de trabajo en 1984, y complementados por los de
Julio Scharfstein en Rio de Janeiro, que llevaron a caracterizar a la enzima como un factor de virulencia del parasito, y por
los de James McKerrow en San Francisco, en particular para el desarrollo de inhibidores. En el caso de varias enzimas de la
biosintesis del ergosterol, la mayor parte de la informacion sobre las mismas fue obtenida por los grupos de Julio Urbina y
Roberto Docampo, quienes también efectuaron estudios pioneros sobre el efecto de inhibidores, como los azoles, ya
caracterizados como antifungicos, y los bisfosfonatos, utilizados para el tratamiento de la osteoporosis.

Los estudios que hemos realizado desde el comienzo del Siglo XXI han llevado a la identificacién de tres blancos potenciales,
prometedores por no tener ortélogos en los mamiferos, pero que aun no han sido validados como tales. Se trata 1) de una
enzima de la via de las pentosas fosfato, la ribosa 5 fosfato isomerasa (RPI), que en T. cruzi corresponde al tipo B, presente
en muchos procariotas y ausente en los animales, que tienen la RPI tipo A, con estructura completamente diferente.
Disponemos ya de la estructura 3D de la RPI de T. cruzi, en complejo con un sustrato o un inhibidor, lo que permite
identificar los residuos de aminodcidos esenciales en el sitio activo. 2) dos metalocarboxipeptidasas (MCPs) pertenecientes
a la familia M32, que estd presente en procariotas y en algunas algas unicelulares, y ausente en todos los genomas
eucaridticos ya secuenciados. Disponemos de la estructura 3D, también obtenida por cristalografia de Rayos X, de la
TcMCP-1, pero no hemos podido obtenerla aun en complejo con un inhibidor; de hecho, no hay descriptos buenos
inhibidores de estas enzimas en otros organismos. 3) Las dos metacaspasas TcMCA-3 y TcMCA-5. Las enzimas de esta clase
se encuentran presentes en plantas, hongos y protozoarios, y no tienen homdlogos en los animales, que poseen en cambio
las caspasas, con propiedades muy diferentes. Hemos demostrado que participan en T. cruzi tanto en procesos
relacionados con la muerte celular programada, como en la regulacién del ciclo celular.

Actualmente, en base a los estudios basicos ya realizados, que continuamos activamente, estamos intentando identificar
inhibidores especificos de estas enzimas y/o noquear los genes que las codifican, para alcanzar eventualmente su validacion
como blancos para quimioterapia.

C2- VESICULAS EXTRACELULARES EN PARASITOLOGIA: UNA NUEVA FORMA DE COMUNICACION A DISTANCIA ENTRE
PARASITOS Y HOSPEDEROS

Antonio Marci/la”’z), Maria Tre/is”’z), Dolores Bernal .

@ frea de Parasitologia, Departament de Biologia Cel.lular i Parasitologia, Facultat de Farmacia, Universitat de Valéncia,
Burjassot (Valencia). @ Unidad mixta de Investigacion en Endocrinologia, Nutricion y Dietética Clinica, Universitat de
Valéncia-Instituto de Investigacion en Salud La Fe, Valencia. (3)Departament de Bioquimica i Biologia Molecular, Facultat de
Ciencies Biologiques, Universitat de Valéncia, Burjassot (Valencia), Espafia. E-mail: antonio.marcilla@uv.es

Las vesiculas extracelulares constituyen un nuevo paradigma de comunicacién celular tanto en organismos procariotas
como eucariotas. Descritas inicialmente en 1983 por los grupos de Johnstone y Stahl en reticulocitos (1, 2), dichas vesiculas

han sido objeto de interés creciente en los ultimos afios por su capacidad de transferir proteinas, lipidos y acidos nucleicos,
ejerciendo distintos efectos en las células receptoras.

Estas vesiculas se clasifican segln su origen y tamafio en exosomas, microvesiculas y cuerpos apoptoéticos. Se han
identificado vesiculas extracelulares, fundamentalmente exosomas, en numerosos tipos celulares y practicamente en todos
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los fluidos biolégicos en humanos, sugiriendo su utilidad en el diagndstico y prondstico de diversos estados fisioldgicos y
patoldgicos (3).

Las primeras descripciones de vesiculas extracelulares en pardsitos se realizaron en protozoos, concretamente en
Leishmania spp. y Trypanosoma cruzi, donde transportan factores de virulencia (4). Dichas vesiculas han sido también
descritas en apicomplejos como Plasmodium spp., donde parecen jugar un importante papel de comunicacion entre
parasitos, asi como en flagelados como Trichomonas vaginalis, donde también se relacionan con virulencia (5-7).

Nuestro grupo de investigacidn fue el primero en identificar y caracterizar vesiculas extracelulares en helmintos parasitos,
en concreto en trematodos (Echinostoma caproni y Fasciola hepatica), donde se confirmé su incorporacion a células del
hospedero (8). Y mas recientemente hemos descrito por primera vez la presencia de pequefios RNAs (microRNAs) en
vesiculas extracelulares de helmintos parasitos (9). En la actualidad existe un numero creciente de descripciones de
vesiculas extracelulares en parasitos, fundamentalmente en helmintos, donde parece que tendrian un posible papel en la
regulacion de la respuesta inmunitaria (10, 11).

En resumen, las vesiculas extracelulares de parasitos transportan moléculas especificas (biomarcadores) que pueden
regular tanto el proceso de infeccién como la respuesta inmunitaria, haciéndoles excelentes candidatas para el desarrollo
de nuevas herramientas diagndsticas, de vacunacion, asi como agentes de uso terapéutico.

Referencias:

(1) Pan & Johnstone (1983). Cell, 33:967-97. (2) Harding, Heuser & Stahl (1983). J. Biol. Chem., 97:329-339. (3) Yafiez-M¢ et
al., (2015). J Extracell Vesicles, 4:27066. (4)Silverman & Reiner (2012). Cell. Microbiol., 13:1-9. (5)Martin-Jaular et al.,
(2011). PLoS One, 6(10):e26588. (6)Twu et al., (2013). PLoS Pathog., 9(7): e1003482. (7)Marcilla et al., (2014). J Extracell
Vesicles, 3:25040. (8) Marcilla et al., (2012). PLoS One, 7(9):e45974. (9) Bernal et al., (2014). J Proteomics, 105:232-241. (10)
Montaner et al., (2014). Front. Immunol., 5:433. (11) Buck et al., (2014). Nat. Communications, 5:5488.

Agradecimientos: Universitat de Valéncia UV-INV-AE14-265774.

C3- ALTERACIONES INDUCIDAS EN EL HOSPEDADOR POR LA TRANS-SIALIDASA DE TRYPANOSOMA CRUZI

Oscar Campetella, Juan Mucci, Juan Burgos y M. Susana Leguizamon.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, Universidad Nacional de San Martin 1IB-INTECH, CONICET, Buenos Aires,
Argentina. E mail: ocampetella@gmail.com

Trypanosoma cruzi suple su incapacidad de realizar sintesis de novo de &cido sidlico, mediante la expresion de una sialidasa
modificada que le permite adquirirlo transfiriéndolo desde los glicoconjugados del hospedador hacia sus aceptores de
superficie, primariamente mucinas. Esta enzima es conocida como trans-sialidasa (TS). La sialidacion del trypomastigote le
permite evadir lisis en sangre y estd involucrada en la interaccion con la células hospedadora. Ademds de sialidar la
superficie del parasito, la TS es liberada al medio siendo distribuida en sangre lo cual le permite actuar a distancia del sitio
de infeccidn. La TS circulante altera profundamente el sistema inmune durante la fase aguda de la infeccién, antes de la
aparicion de los anticuerpos neutralizantes. La proteina tiene una extensién C-terminal repetitiva conocida como SAPA
fuertemente antigénica y que le permita extender su vida media en sangre. Existen dos isoformas naturales de la TS una
enzimaticamente activa (aTS) y una inactiva (iTS) debido a una mutacién puntual en el coddn codificante para Tyr342His.
Sin embargo, iTS retiene la capacidad de ligarse al sustrato lo cual la transforma en una lectina. El andlisis de este SNP en las
distintos linajes del parasito indicé la presencia de genes codificantes para aTS en todos ellos y la ausencia de iTS en los Tc-l,
Il 'y IV. aTS conserva una baja capacidad de sialidasa que se expresa cuando estd presente en alta concentracién o en
ausencia de aceptores de sialilo adecuados. En las etapas tempranas de la infeccién aTS es responsable de la plaquetopenia
y eritropenia observadas debido a la desialidacidn inducida. De modo que se expresarian tres actividades posibles con
diferentes caracteristicas bioldgicas: sialidasa, TS y lectina. La TS sialida diversas células T afectando fuertemente su
actividad. Por otra parte, el compartimento B también es afectado, dado que la TS induce en estas células la produccién de
IL17. La TS induce apoptosis de timocitos CD4CD8 (+) y altera el comportamiento de las células T maduras. Sobre las células
T CD8(+) la hipersialidacion induce su incapacidad de penetrar tejidos y por lo tanto de ejercer apropiadamente su accidn
citotdxica. Sobre las T CD4(+) se observa reduccidn de la induccién de la respuesta Th1 y desvio hacia una respuesta Th2. El
mecanismo involucra la induccién de IL10 por las APC durante la interaccidon con las células T CD4(+). Paralelamente,
cuando los linfocitos se polarizaron in vitro hacia Th1/Th2, los Thl resultaron inhibidos en la produccién de IL2 e IFNE
mientras que los Th2 aumentaron la producciéon de IL2 en presencia de TS. De modo que la TS es capaz de alterar el
compartimiento T desde los estadios mas inmaduros hasta la fase efectora de la respuesta T. Si bien se ha establecido que
la respuesta Th1l es protectora durante la infeccidn, una excesiva respuesta de inmunidad celular resulta dafiina para el
hospedador, de modo que su regulacion y balance mejora la sobrevida tanto al parasito como al dafio tisular inducido.

C4- PECULIARITIES OF AUTOPHAGY AND AUTOPHAGY-RELATED PROTEINS IN TRYPANOSOMATIDS

Paul Michels.

University of Edinburgh, United Kingdom. E-mail: paul.michels@ed.ac.uk
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Trypanosomatids compartmentalize the major part of their glycolytic pathway and parts of other core metabolic processes
in peroxisomes called glycosomes. However, the relative amounts of different glycosomal enzyme systems may differ
considerably in sequential life-cycle stages of the parasites.

In yeasts, autophagy is essential for adaptation to different nutritional environments by participating in the renewal of the
peroxisome population. We hypothesized that autophagic turnover of glycosomes in trypanosomatids plays a role in
differentiation during their life cycle, which demands adaptation to different host environments with drastically different
nutritional conditions.

Autophagy in yeasts, plants and mammals involves several partially overlapping pathways, responsible for both nonspecific
degradation of cell constituents such as cytosol and organelles and the specific degradation of organelles such as
peroxisomes called pexophagy. Two main routes can be distinguished: macroautophagy, involving formation of double-
membrane bounded autophagosomes around the material destined for degradation in the lysosomes and microautophagy,
where the sequestering occurs directly by engulfing cytoplasmic material by the lysosomal membrane.

We identified homologs for nearly half of the approximately 30 known yeast autophagy-related proteins (ATGs) in the
TriTryp DataBase, but in most cases with only a low degree of similarity. So far, only a few of these homologs have their role
in autophagy experimentally confirmed.

Autophagy in trypanosomatids appeared indeed to be upregulated when conditions changed, such as during starvation,
stress and differentiation. Cytological studies of Trypanosoma brucei provided strong indications for pexophagy, notably
micropexophagy, by observing a colocalization of glycosomal aldolase and lysosomal p67 and a surrounding of the
lysosome by glycosomes during the transformation of slender to stumpy bloodstream forms. Pexophagy increased even
more dramatically during the differentiation from stumpy to procyclic forms, which are completely adapted to living in the
insect midgut.

As shown by others, Leishmania major metacyclics also undergo increased autophagy when differentiating to amastigote
forms; however, the elevated glycosome degradation seemed due to an overall increase in autophagy, not pexophagy.
Whether degradation of trypanosomatid glycosomes involves the specific process of pexophagy —as observations in T.
brucei suggest— or (only) by nonspecific autophagy —as seemed to happen in L. major— remains to be confirmed. Pexophagy
relies on factors that specifically recognize peroxisomes to target them for degradation. Such factors are generally poorly
conserved; even in different yeasts different pexophagy-specific ATG proteins have been identified. No such factors have
been identified as yet in trypanosomatids. Among the trypanosomatid candidates was the ortholog of Atg24 that is
involved in pexophagy in yeast. We therefore characterized this T. brucei ortholog. No specific role in glycosome
degradation was found, but it appeared to have a regulatory role in general autophagy and differentiation as well as
endocytic trafficking. ATG24 partially localized on endocytic membranes. Its silencing severely impaired receptor-mediated
endocytosis of transferrin, but not adsorptive uptake of a lectin, and caused a major enlargement of the flagellar pocket.
The ATG24 silencing also resulted in doubling the number of autophagosomes, suggesting a role in repressing autophagy,
and strongly accelerated differentiation, in accordance with a role of autophagy in differentiation. Overexpression of the
two isoforms of T. brucei ATGS8, an autophagosome marker, fused to GFP slowed down differentiation, possibly by a
dominant-negative effect. This was overcome by ATG24 depletion, further supporting its regulatory role.

C5- ECO-EPIDEMIOLOGIA O ECOLOGIA + EPIDEMIOLOGIA: LEISHMANIASIS EN ARGENTINA

Oscar D Salomén™? y grupo REDILA.

@pstituto  Nacional de Medicina Tropical, Puerto Iguazu, Argentina. (Z)Investigador CIC CONICET-. E-mail:
dsalomon@msal.gov.ar

La epidemiologia, desde sus comienzos como disciplina analitica, enfocé su metodologia en variables que se distribuyen en
un tiempo y espacio definido, y lo trascienden. John Snow mediante las historias individuales de los casos de célera de
Londres, construyd su hipdtesis de riesgo colectivo. Rudolf Virchow desde la teoria celular hasta la medicina social, planted
el tema de la escalas, enunciado que “enfermedades masivas requieren soluciones masivas”.

Sin embargo, a partir de los desarrollos metodoldgicos que se concentraron en los factores de riesgo, y luego en los
mecanismos causales a nivel molecular, algunos autores percibieron que la epidemiologia dejé de ser una herramienta de
salud publica. Geoffrey Rose planted que las causas de los casos son diferentes a las causas de la incidencia (poblaciones),
Paolo Vineis que los estudios epidemioldgicos se desarrollaron alrededor de los métodos genéricos para medir ocurrencia
de enfermedad y no a la inversa, Neil Pearce que la motivacién de la epidemidlogos se desplazé de la salud colectiva al
prestigio cientifico e intervencién individual.

Finalmente Mervyn Susser propondra una nueva aproximacion, que rescata las propuestas del siglo XIX, pero en el contexto
ideologico de la segunda mitad del siglo XX, la eco-epidemiologia. Esta se fundamenta en la problematica multinivel
(multidisciplinaria), multiescala (tiempo y espacio), que representa con la metdfora de las cajas chinas. Lo “eco” de la eco-
epidemiologia corresponde al concepto de ecologia en epidemiologia (asociacién poblacional) y no al sentido ecologia
como disciplina bioldgica.

De esta manera surgen nuevos problemas metodoldgicos, pero a su vez una confusion. Es usual hablar de eco-
epidemiologia cuando se habla de ecologia + epidemiologia, asociando factores ambientales con distribucién en tiempo y
espacio de la probabilidad de transmision, enfoques relacionados a la nidalidad de Yevgeny Pavlovsky, a la epidemiologia
del paisaje y panoramica, antes que a la eco-epidemiologia como la planteara Susser en sus trabajos fundacionales.
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Desde lo metodoldgico, el didlogo entre disciplinas bio-ecoldgicas, bio-médicas y sociales, simultaneo al didlogo entre
escalas, generd dificultades metodoldgicas, que han logrado soluciones parciales y no siempre satisfactorias. Los modelos
basados en teorias de la complejidad y el caos, tampoco han colaborado en encontrar soluciones practicas de intervencion
en salud publica.

Un camino, que retorna a John Snow, es el andlisis anclado en una escala operativa de tiempo y espacio, y la observacién
desde dicho recorte a las otras escalas. Luego, cada estudio puede integrar niveles y escalas, como esfuerzo posterior. Para
ello se debe definir una unidad de analisis contextual, variables contextuales, modelo de enfermedad del nivel inferior, y
observar los residuos de la asociacion entre escalas.

Como ejemplo de esta propuesta metodoldgica se presentan los resultados de la Red de Investigacion de la leishmaniasis
en Argentina-REDILA sobre leishmananiasis tegumentaria (LT) y visceral (LV). Para ello, se dividié cronolégicamente la
historia de la LT-LV en el pais en tres periodos. El periodo 1920-1984 contiene los casos esporadicos de LT y registro de LV
que en la misma zona endémica. El periodo 1985-2005 corresponde al registro de brotes epidémicos de LT, que comienzan
en el NOA y terminan en 1998 llegando al NEA. El periodo que comienza en el 2006 se caracteriza por la aparicion de la LV,
y la incorporacion de nuevos actores corporativos que concentran la problematica en la LV canina, y se agregan a los
discursos con reclamo de legitimidad compartida o Unica. Se presentaran los diferentes niveles de estudio por periodo, y su
integracion en funcion de los objetivos correspondientes a cada escala, macro-escala para la decision politica, meso-escala
para la decisién programatica, y micro-escala para la decision operacional.

C6- MEDICINA TRASLACIONAL ¢FACTIBLE O DESEABLE? EXPERIENCIA DE UN LABORATORIO DE INVESTIGACION EN
PARASITOLOGIA.

Stella M. Gonzdlez Cappa.

Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia. IMPaM (UBA-CONICET). Facultad de Medicina. UBA. E mail:
smgcappa@gmail.com

Seguln lo expresan numerosos autores el concepto de medicina traslacional sefiala un objetivo facil de definir pero dificil de
conseguir: facilitar la transicion de la investigacion basica en aplicaciones clinicas que redunden en beneficio de la salud.
Consiste en aplicar con eficiencia el conocimiento de procesos celulares, moleculares, fisioldgicos, quimicos o genéticos a la
bldsqueda de tratamientos eficaces o técnicas de prevencion o diagndstico. Se denomina from bench to bed-side. (del
laboratorio a la cabecera del enfermo).

La explosidon de conocimientos basicos sobre procesos bioldgicos y mecanismos patogénicos genera brechas cada vez
mayores entre estos avances y su aplicacién en la practica médica.

En la industria farmacéutica por ej., el progreso en los conocimientos en I+D sobre nuevas moléculas no siempre se traduce
en la generacion de nuevos medicamentos, y en la practica hay un lento declive de los medicamentos comercializados.
Segln Bruce H. LITTMAN vy col. (Clinical Science (2007) 112, 217-227), para la academia la medicina traslacional significa el
ensayo de nuevas ideas originadas en la investigacion basica con la esperanza de que sean utiles en la clinica. También es la
generacidon de hipdtesis por la observacién del hombre y sus enfermedades. Responde a la necesidad de acelerar la
incorporacion de los beneficios de la investigacion para acortar la brecha entre “lo que conocemos y lo que practicamos”.
Esto significa la transferencia de avances diagndsticos y terapéuticos - que hayan probado ser efectivos en ensayos
correctamente realizados - a la practica médica.

En nuestro laboratorio, el primer proyecto de medicina traslacional surgié de una observacidn hecha en el hospital por una
médica residente (a la vez docente de nuestro Dpto.), relativo al subdiagndstico de estrongiloidosis. Para ello se desarrollo
una técnica altamente sensible para deteccién de acidos nucleicos que mejoré la sensibilidad diagndstica y permitid
administrar el tratamiento adecuado en tiempo y forma, asi como el seguimiento postratamiento. Este estudio también
permitié determinar signos de posibles reactivaciones. Actualmente numerosos pacientes reciben los beneficios de la
aplicacién de esta metodologia. En este caso fue “desde la cabecera del paciente al laboratorio y vuelta a la cabecera del
paciente”.

Actualmente hay un segundo proyecto donde se intenta determinar si ciertos hallazgos de laboratorio son posibles
marcadores prondsticos de la evolucidn clinica de la cardiopatia chagdsica humana.

Agradecimientos: Investigadores: Repetto S, Alba Soto C, Ruybal P, Solana ME.

Financiamiento: ANPCyT, UBA, CONICET.
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TRATAMIENTO PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS: DESAFIOS Y PROGRESOS
Coordinadores: Maria Elisa Solana / Adelina Riarte

Presentadora: Isabela Ribeiro

S1- ¢éHAY MEDICINA BASADA EN EVIDENCIA PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS?
Juan Carlos Villar.

Universidad Auténoma de Bucaramanga y Fundacion Cardioinfantil — Instituto de Cardiologia, Bogotd, Colombia. E-mail:
jvillar@unab.edu.co

La medicina basada en evidencia (MBE) como marco conceptual para orientar la practica clinica consiste en la incorporacion
juiciosa de la mejor informacion disponible para orientar las decisiones. Por sus caracteristicas, la practica de la MBE implica
que el entendimiento de la biologia y los mecanismos fisiopatoldgicos tenga importancia en la medida que este se traduzca
en resultados importantes para los pacientes. Para el caso de la enfermedad de Chagas (ECHA), la practica de la MBE
depende tanto de la calidad de informacidn que se produce en este campo, como de nuestra capacidad para su adecuada
interpretacion, de modo que puedan tomarse decisiones informadas con influencia en los resultados finales de nuestra
practica.

Nuestra participacién en mesa redonda se enfocara en hacer un juicio a estos dos aspectos, produccidén y uso del
conocimiento, en el contexto de la ECHA. Trataremos de mostrar, por comparacion con otras situaciones médicas
frecuentes, algunas situaciones paraddjicas o contradictorias entre la informacién ofrecida por los investigadores, su
interpretacion y la practica cuando se trata de la ECHA.

Inicialmente presentaremos un marco conceptual e histdrico de lo que llamamos hoy MBE. Tomaremos como referencia
algunos ejemplos exitosos para mejorar los resultados de la practica clinica. Haremos mayor énfasis en las decisiones en
tratamiento, en aplicacién particular para ECHA al tratamiento tripanocida (TT). Sobre la base de los conocimientos
acumulados previamente, haremos una apreciacion critica de los resultados de los estudios mas importantes en esta
materia, ambos de terminacién reciente, TRAENA y BENEFIT.

Hasta el momento de la publicaciéon del estudio BENEFIT, la documentacion de la eficacia clinica del TT se basaba en
estudios observacionales. Los resultados agregados de esos estudios mostraban un probable beneficio, proveniente de una
informacién con alto riesgo de sesgo, con resultados estadisticamente imprecisos e inconsistentes entre estudios. Por
fortuna estos nuevos estudios representan esfuerzos gigantescos para superar esta incertidumbre clinica. Discutiremos el
impacto de estos resultados sobre el cuerpo de evidencia acumulada, las futuras recomendaciones para la practica clinica y
la investigacion sobre el tratamiento de la ECHA hacia el futuro.

5$2- NANOMEDICINAS EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS: UNA PERSPECTIVA REALISTA

Eder L Romero.

Programa de Nanomedicinas-2, Departamento de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional de Quilmes. E mail:
elromero@ung.edu.ar

Ademas de una enfermedad desatendida, el Mal de Chagas es la parasitosis mas importante de las Américas.
Originariamente limitada a Latinoamérica, en la actualidad se ha extendido a los Estados Unidos y a parte del continente
europeo, donde se transmite sin intervencidon de un insecto vector. Su agente etiolégico es el Trypanosoma cruzi, un
protozoario que en el humano induce una infeccion aguda usualmente asintomatica, con predominio de tripomastigotes,
la forma extracelular y movil en sangre, seguido por una fase crénica donde la forma intracelular del parasito se hospeda
fundamentalmente en células cardiacas o del tracto gastrointestinal. Aproximadamente un tercio de los infectados
desarrollard en algin momento una cardiomiopatia chagasica, responsable de pérdida de horas utiles laborales y
potencialmente de muerte subita. La droga empleada como agente antichagasico en el afio 2015 es la misma desde hace
unos 40 afios: un 2-nitroimidazol hidrofobico, el benznidazol. Esta droga es efectiva contra tripomastigotes e inocua en
nifios con la forma aguda, pero sumamente toxica en adultos y poco efectiva para erradicar las formas intracelulares,
verdaderas responsables de la perpetuacién de la infeccidn. A pesar de su escasa eficacia sobre los casos crénicos, hasta el
momento la busqueda de drogas clasicas alternativas al benznidazol no ha rendido resultados alentadores. Y a pesar de la
magnitud del problema de salud que constituye la infeccidn, lo mas novedoso ofrecido por las compafiias farmacéuticas
esta limitado a formulaciones que pueden fraccionarse mejor y absorberse bucalmente, potencialmente reduciendo el
primer paso de metabolizacidn hepatica, disminuyendo asi su toxicidad. En este contexto, la intervencidn de una estrategia
nanotecnologica podria resultar una solucién al desafio de la erradicacion eficiente de los amastigotes. Para tal fin, se
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requiere disefiar nano-objetos capaces de entregar cantidades terapéuticas de droga antichagasica al citoplasma de células
infectadas. Una estrategia semejante, mediada por la nanomedicina anfotericina B liposomal, es responsable de la
eliminacidn de los parasitos intracelulares que causan la leishmaniasis visceral. En esta presentacion discutiremos las bases
racionales de una estrategia terapéutica experimental nanomedica contra la infeccion chagasica. Describiremos la
estructura de diferentes tipos de nano-objetos que podrian emplearse para la entrega de diferentes drogas al citoplasma
de células infectadas, asi como los fundamentos de su ruta de administracion, farmacocinética, biodistribucion vy
procesamiento intracelular. Finalmente, a la luz del éxito de una de las nanomedicinas mas antiguas contra la leishmaniasis
visceral, en esta presentacion intentaremos responder a la pregunta de cuando y cémo las nanomedicinas pueden ser una
opcion realista contra enfermedades desatendidas como el Mal de Chagas.

5$3- AVANCES EN EL CONOCIMIENTO DE DROGAS UTILIZADAS PARA EL TRATAMIENTO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Jaime Altcheh(”, G Moscatel/i(l), S Moroni(”, G Mastrantonio(z), E Marson(z), F Garcia- Bournissen .
(l)Parasitologl’a, Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires. {Z)Departamento de Quimica, Facultad de Ciencias
Exactas, Universidad Nacional de La Plata. E mail: jaltcheh@gmail.com

Actualmente sdlo existen 2 drogas disponibles para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, nifurtimox y benznidazol.
Sus propiedades farmacoldgicas no han sido estudiadas en detalle especialmente en lactantes, nifos, los ancianos vy las
mujeres embarazadas. A pesar de la marcada eficacia de estas drogas en el tratamiento, no han sido estudiados en la
poblacidn pediatrica. A esto se le agrega la ausencia completa de formulaciones adecuadas lo que obliga a fraccionar
comprimidos preparados para adultos, con los consiguientes riesgos asociados. En un estudio previo describimos una
cohorte de 107 nifios tratados con benznidazol con una tasa de curacidn elevada con pocos eventos adversos y sin eventos
adversos serios. La incidencia de eventos adversos se incrementa a partir de los 7 afios de edad, acercandose a la incidencia
reportada en adultos. En un estudio de farmacocinética poblacional observamos concentraciones plasmaticas de
benznidazol significativamente menores en los nifios < de 7 afios, con eliminacién de benznidazol mayor en nifios pequeios
sugiriendo una relacion directa entre eventos adversos y niveles plasmaticos. Nuestro grupo realizo el primer estudio de
farmacocinética poblacional al estudio del pasaje de nifurtimox y benznidazol a la leche materna que sugiere que el riesgo
de exposicion del lactante seria minimo. Estudios recién finalizados confirmaron que el pasaje de la droga es escaso en un
grupo de madres tratadas tanto con benznidazol como con nifurtimox. Esto ha creado una nueva oportunidad de
tratamiento especialmente en poblaciones de alta tasa de fecundidad. donde los tiempos libres sin embarazo y sin lactancia
son escasos para poder iniciar tratamiento.

Referencias:

(1) Altcheh J., Moscatelli G, Moroni S, Garcia-Bournissen F, Freilij H. Adverse events after the use of benznidazole in infants
and children with chagas disease. Pediatrics 2011; 127, e212-e218. (2) Garcia-Bournissen F, Moroni S, Marson ME,
Moscatelli G, Mastrantonio G, Bisio M, Cornou L, Ballering G, Altcheh J. Limited infant exposure to benznidazole through
breast milk during maternal treatment for Chagas disease.. Arch Dis Child. 2014. doi: 10.1136/archdischild-2014-306358. (3)
Altcheh J, Moscatelli G, Mastrantonio G, Moroni S, Giglio N, Marson ME, Ballering G, Bisio M, Koren G, Garcia-Bournissen F.
Population pharmacokinetic study of benznidazole in pediatric Chagas disease suggests efficacy despite lower plasma
concentrations than in adults. PLoS Negl Trop Dis. 2014 May 22;8(5):e2907. (4) Garcia-Bournissen,F. et al. Pediatric clinical
pharmacology studies in Chagas disease: focus on Argentina. Paediatr.Drugs 2009,11:33-37. (5) Raaflaub,). Multiple-dose
kinetics of the trypanosomicide benznidazole in man. Arzneimittelforschung.30, 2192-2194 (1980)

$4- ESTUDIOS PRECLINICOS CON DROGAS TRIPANOCIDAS. RECOMENDACIONES DE LA REUNION NACIONAL 2015

Laura E. Fichera.
Instituto Nacional de Parasitologia ANLIS Malbran. CONICET. E-mail: Ifichera@yahoo.com

Los ensayos preclinicos de estudios de drogas con ACCION TRIPANOCIDA, ya sea sus nuevas formulaciones, sus
combinaciones para evaluar sinergia, o de nuevos farmacos, nos permiten obtener informacion necesaria para realizar
estudios en seres humanos, sin exponerlos a riesgos injustificados. Luego de cuatro décadas, el Nifurtimox y el Benznidazol
continuan siendo los farmacos utilizados por sus efectos tripanocidas, para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas mas
alla de sus efectos adversos. Esta Gltima situacion critica, evidencia por un lado, la necesidad de nuevas formulaciones mas
solubles, con mejor vehiculizacidn y menos tdxicas y por el otro, el de hallar el/los mejores modelos experimentales, como
lo son en la actualidad los modelos murinos. Si bien algunos estudios en estos modelos mostraron excelentes resultados
como en los ensayos con posaconazol y ravuconazol y mas recientemente con el fexinidazol testeado a través de
bioluminicencia, no se reprodujeron en los pacientes debido a falla del tratamiento en los primeros y a serios efectos
adversos con el fexinidazol, que motivaron la suspensién del protocolo. Con la necesidad de estandarizar procedimientos
en ensayos preclinicos en el 2008 se realizé en Rio de Janeiro un taller de estudios preclinicos para determinar eficacia de
nuevos farmacos tripanocidas y consensuar requisitos y niveles de estudios in vitro / in vivo en modelos experimentales con
la participacién de expertos de DNDi y la Fundacién Oswaldo Cruz. En mayo de 2015 en base a la necesidad de responder la
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pregunta si es posible consensuar modelos animales debido a la intensa actividad de bldsqueda de nuevas alternativas
terapéuticas y, a los multiples modelos animales para evaluacion preclinica, se convocé en nuestro Instituto a un Taller de
Ensayos Preclinicos de investigadores argentinos y del DNDi. Algunas recomendaciones de la reunion sugieren en la
infeccion aguda, la utilizacion de dos cepas de ratones endocriados infectados con T. cruzi, aislados preferentemente del
pais y clones del laboratorio y en la etapa crénica infectar con una cepa de T. cruzi con tropismo cardiaco. En este marco de
estudios tripanocidas, en nuestro laboratorio se estudid el efecto de un tratamiento combinado con bajas dosis de
benznidazol asociado con alopurinol en diferentes modelos murinos infectados crénicamente con una cepa de T. cruzi y un
aislado de zona endémica ambos con UDTI. Se analizd la respuesta al tratamiento con métodos que permitieron evaluar la
reduccién de la patologia cardiaca, como la electrocardiografia, que fue determinante para caracterizar trastornos de
conduccién y arritmias cardiacas y su reversion pos-tratamiento. La eleccién de diferentes métodos de evaluacidn para
cada modelo experimental que amplifiquen la informacion de la respuesta a los tratamientos cobra relevancia en una
mejor definicion del valor preclinico de los modelos animales.

S5- TRATAMIENTO CON BENZNIDAZOL EN PACIENTES ADULTOS CON ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA. UN ENSAYO
CLINICO ALEATORIZADO (ECA) A DOBLE CIEGO EN FASE 3.

Nilda Prado.
Instituto Nacional de Parasitologia Dr. M. Fatala Chaben. ANLIS-MALBRAN. Email: ngracielap@yahoo.com.ar

TRAENA es el primer ECA que se realizé en pacientes adultos con enfermedad de Chagas crénica (ECHc). Su hipdtesis fue
determinar si el benznidazol (BZN) podria disminuir la morbi-mortalidad, ademas de evaluar ELISAs convencional y F29, y
gPCR, como subrogantes del efecto clinico. Poblaciéon: pacientes urbanos con ECHc procedentes de la Ciudad de Buenos
Aires y alrededores. La misma presentd una distribucion natural de los diferentes estadios de la ECHc, de acuerdo a
Kuschnir. Se excluyeron pacientes con tratamiento parasiticida previo; > de 55 afios; otras miocardiopatias; enfermedad
hepatica, renal o discrasia sanguinea; embarazo, o que no hayan firmado el Cl.

Aleatorizacidn: Los pacientes fueron aleatorizados, en bloques, estratificados por estadio clinico a 2 intervenciones: BZN o
Placebo (PL). Se administré BZN o PL a la dosis de 5mg/Kg/dia durante 60 dias.

Puntos Finales. Eventos clinicos primarios: mortalidad total, mortalidad cardiovascular, desarrollo de insuficiencia cardiaca
(1C), arritmias severas con compromiso hemodinamico o implante de marcapaso definitivo o cardiodesfibrilador.

Eventos clinicos secundarios como agrandamiento del VI en el ecocardiograma, nuevo desarrollo de IC y ACV. Eventos
secundarios electrocardiograficos: presencia de nuevos cambios en el ECG diferentes a los del tiempo inicial y cambios de
estadio.

Resultados. El reclutamiento se realizé entre 1999-2003. Se efectud control laboratorial y clinico cada 4 meses durante los
afos 1y 2, cada 6 meses los afios 3y 4 y luego anualmente hasta el fin del seguimiento. Se seleccionaron 910 pacientes y se
aleatorizaron 763, la distribucién final fue de 382 pacientes para BZN y 381 para PL. Considerados los que no retiraron
medicacién y los pacientes perdidos permanecieron en cada brazo: 330 y 336 para BZN y PI, respectivamente. Las
caracteristicas basales de las pacientes fueron similares en ambos brazos. La presencia de efectos adversos y la exclusidn
por los mismos fue mayor en el grupo BZN vs PL.

Analisis por Intencion de tratamiento modificado: la incidencia de Eventos Primarios fue igual, 15,2% para cada brazo. La
distribucién de los Eventos Secundarios fue también similar en BZN y PI.

Andlisis por protocolo: Cuando se analizd la poblacién con tratamiento efectivo y seguimiento continuo hasta el periodo
2009-2012 tampoco se observaron diferencias en la distribucion de los eventos clinicos primarios y secundarios en BZN y P,
independiente de la negativizacion seroldgica y/o parasitoldgica obtenida.

Eventos seroldgicos y parasitolégicos. El andlisis del comportamiento de la ELISAsc, F29 y la qPCR mostré por lo menos dos
poblaciones diferentes: el grupo BZN presentd negativizacion en el 31.7%, 40 % y 90% respectivamente vs PL donde la
negativizacién espontanea fue del 13.3%, 13.5% para ELISAc y F29 respectivamente, y la qPCR del 42% (p<0,001), mientras
que el resto del grupo PL mostré homogeneidad en los titulos durante todo el follow-up. Los pacientes que negativizaron
en ambos grupos tuvieron bajos titulos en el tiempo 0 vs los positivos. Aproximadamente 50% del brazo BZN redujo los
titulos significativamente mientras que un 8-10 % permanecieron positivos con titulos estables. En sintesis, TRAENA a pesar
de un claro efecto tripanocida, no disminuyd la morbimortalidad de los pacientes en comparacién con PL. Los conceptos
“histdricos” de cura deben ser revisados a la luz de los nuevos conocimientos.

S6- ESTUDIO BENEFIT, HALLAZGOS E IMPLICACIONES EN LA PRACTICA CLiNICA
Carlos A. Morillo.

McMaster University, Hamilton, Canadd. E-mail: morillo@hhsc.ca

La cardiopatia Chagasica continua afectando una poblacion significativa en Latino América, y dadas las corrientes
migratorias una proporcidon importante de pacientes infectados con Trypanosoma cruzi han migrado a paises no
endémicos. La etiologia de la cardiomiopatia Chagasica permanece materia de discusion pero existe evidencia que sugiere
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que la parasitemia crénica persistente puede estar relacionada con la progresion de la cardiomiopatia. Algunos estudios
observacionales sugieren que el tratamiento tripanocida reduce la progresion de la cardiomiopatia Chagasica. Sin embargo
el papel de la terapia tripanocida con benznidazole en pacientes con cardiomiopatia Chagasica establecida no ha sido
evaluada en un estudio multinacional de gran escala. El objetivo principal del estudio BENEFIT fue el de evaluar mediante
un estudio aleatorizado si el benznidazole administrado a pacientes con cardiopatia Chagasica temprana reducia la
progresién clinica de la cardiopatia. METODOS: Se incluyeron 2854 pacientes de Centro y Sur América (El Salvador,
Argentina, Bolivia, Brasil y Colombia) con evidencia de cardiomiopatia Chagasica que recibieron benznidazole o placebo
durante un maximo de 80 dias y fueron seguidos por un promedio de 5.4 afios. El desenlace primario compuesto utilizando
el analisis tiempo a evento fue la presencia del primer evento de cualquiera de los siguientes elementos; mortalidad total,
muerte subita resucitada, taquicardia ventricular sostenida, implante de un marcapaso o cardiodefibrilador implantable,
episodio de insuficiencia cardiaca, trasplante cardiaco, accidente cerebrovascular o evento embolico sistémico.
RESULTADOS: El desenlace primario ocurrié en 394 pacientes (27.5%) en el grupo aleatorizado a benznidazole y en 414
(29.1%) en el grupo (HR, 0.93; 95% intervalo de confianza [IC], 0.81 - 1.07; P = 0.31). Una muestra de PCR se realizo al
momento de la aleatorizacién en 1896 pacientes; y 60.5% tenian deteccion de ADN a Trypanosoma cruzi a la PCR. La tasa
de conversidn en toda la poblacidn incluida (PCR positivo a negativo) fue del 66.2% en el grupo asignado a benznidazole y
33.5% en el grupo placebo al final del periodo de tratamiento, 55.4% y 35.3%, respectivamente a 2 afios, y 46.7% y 33.1%,
respectivamente a 5 o mas afios (P<0.001 para todas las comparaciones). El efecto del tratamiento en la conversién del PCR
fue variable de acuerdo a la region geografica: en Brasil, la razén relativa (RR) para la conversidn del PCR fue 3.03 (95% Cl,
2.12to 4.34) alos 2 afios y 1.87 (95% IC, 1.33 - 2.63) a los 5 0 mas afios; en Colombia y El Salvador, RR: 1.33 (95% IC, 0.90 -
1.98) a los 2 afios y 0.96 (95%IC, 0.63 - 1.45) a los 5 0 mas afios; y en Argentina y Bolivia, RR: 2.63 (95% IC, 1.89 - 3.66) a los
2 afios y 2.79 (95% IC, 1.99 - 3.92) a los 5 0 mas afios (P<0.001 para interaccidn). Sin embargo las tasas de conversién de
PCR no fueron paralelos a los efectos en los desenlaces de progresion clinica (P = 0.16 para interaccion).

CONCLUSIONES: La terapia tripanocida con benznidazole en pacientes con cardiomiopatia Chagasica establecida redujo
significativamente la deteccidén del ADN del T. cruzi mediante la conversién de PCR pero no redujo de manera significativa la
progresién clinica de la cardiomiopatia Chagasica durante un promedio de seguimiento de 5.4 afos. (Financiado por:
Population Health Research Institute, Canadian Institutes of Health Research, a grant from the Unicef/WHO-TDR (A30755),
Fundacion de Amparo a Pesquisa, Ensino e Assisténcia, Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto da
Universidade de Sao Paulo, y Ministerio de Salud y Fundacién Bunge y Born, Argentina. ClinicalTrials.gov number,
NCT00123916; ISRCTN13967269). INTERPRETACION: El tratamiento tripanocida con benznidazole administrado por un
maximo de 80 dias no demostré reducir la tasa de eventos del desenlace primario. Es de notar que la tasa de eventos fue
variable en los diferentes paises siendo del 30% a 5 afios en el grupo placebo en Brasil comparado con 20% en Argentina. La
tasa de conversion de la PCR fue superior al 80% en Argentina durante el seguimiento pero este efecto “tripanocida” no se
correlaciono con una reduccidn paralela en la progresion clinica de la cardiomiopatia Chagasica.

$7- USE OF REAL TIME PCR AS SURROGATE MARKER OF THERAPEUTIC RESPONSE:

Alejandro G Schijman.

Laboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas, INGEBI-CONICET. E-mail: schiiman@dna.uba.ar

The application of polymerase chain reaction (PCR) to detect Trypanosoma cruzi directly in blood samples with high
sensitivity and specificity has opened new possibilities for evaluation of trypanocidal chemotherapy (1). However, the
application of PCR in the analysis of clinical specimens has revealed highly variable levels of sensitivity and specificity, which
could be in part explained by the intermittent presence and quantity of circulating parasites at the time of blood collection.
In particular, in patients at the indeterminate and chronic phases of the infection who present low levels of parasitaemia,
the blood sample volume has been a decisive factor for PCR sensitivity. On the other hand, the reliability of PCR diagnosis
has been often affected by the high rate of false positive results, mostly due to carry over contamination as well as by the
occurrence of false negative findings due to interference of inhibitory substances in the blood lysates. The above
mentioned considerations have supported international initiatives launched after expert meetings organized by WHO/TDR,
PAHO and DNDi.

As part of the Small Grants Programme (Joined initiative of Communicable Diseases Research/ Pan-American Health
Organization (PAHO/WHO) and The Special Programme for Research and Training in Tropical Diseases
(TDR/UNDP/UNICEF/World Bank/WHO), an international network was conformed, with the coordination of LabMECh at
INGEBI, in order to generate standard operative procedures for monitoring T.cruzi infection in chronically infected patients
who could be engaged in clinical trials with new drugs and/or treatment regimens (TDR News, 82, March 2009, pg 30). Two
multicentre studies were carried out, the first one to select best performing qualitative PCR methods for detection of
T.cruzi DNA in peripheral blood samples from chronic Chagas disease cases (2) and the second one to optimize, standardize
and validate two quantitative PCR procedures selected in the first study, aiming to determine parasitic loads in such type of
specimens and to create standard operative procedures for treatment monitoring using qPCR (SOPs) (3, 4). The SOP
included DNA extraction from peripheral blood previously treated with Guanidine Hydrochloride-EDTA buffer using the
High Pure PCR Template Preparation Kit from Roche. Two qPCR methods are now available: 1) Satellite DNA (SatDNA) gPCR
and 2) kinetoplastid DNA (kDNA) gPCR. Both methods include the use of an internal amplification control (IAC), constructed

21

OISOdWIS



SIMPOSIO

at LabMECh, INGEBI that is amplified simultaneously to T.cruzi specific DNA using TagMan probes in a duplex format.
Reportable range, analytical sensitivity, limits of detection and quantification, precision and trueness were estimated
following international guidelines using human blood spiked with parasite cells. Both methods were challenged against
clinical samples provided by laboratories of the network, revealing high concordance in terms of sensitivity and values of
parasitic loads.

Sat DNA gPCR has been used to follow up patients recruited in the following clinical trials: TRAENA (5, 6), Chagasazol
(http://clinicaltrials.gov/show/NCT01162967) and E1224 (http://www.dndial.org/es/centro-de-documentacion/press-
releases/573-e1224.html). In the TRAENA study, which involved a follow-up of 10 years of patients’cohorts treated with
Benznidazole and placebo, gPCR was an earlier indicator of response to BZ than conventional serology; 46.1% of patients
became PCR negative 60 days post-treatment, reaching 93.7% of PCR negativation 24 months after treatment, whereas in
placebo group PCR negative cases were detected in only 18% and 35% of cases at those periods, respectively. In Chagasazol
study (7) follow-up PCR resulted positive in 90% of cases treated with low doses of Posaconazole, in 80% of those receiving
high doses, but in only 6% of cases treated with BZ (p<0.001). In E1224, at the end of treatment, PCR negativation was 79-
91% for E1224, 91% for BZ and 26% for Placebo groups. However, 12 months after treatment, only 8-31% of patients
treated with E1224 showed non-detectable parasitic loads compared to 81% with BZ and 8.5% with placebo, indicating
treatment failure. Although blood based PCR cannot be a marker of cure, it proved to be a reliable surrogate biomarker of
therapeutic failure in short term follow-up trials (E1224 and Chagasazol trials) and of sustained parasitological response to
Bz in the long-term follow-up of TRAENA study.

References:

(1) Pinazo MJ, Thomas MC, Bua J, Perrone A, Schijman AG, et al., 2014. .Expert Rev Anti Infect Ther. 2014 Apr;12(4):479-96.
(2) Schijman A. G, Bisio M., Orellana L., Sued M., Duffy T., et al., 2011. PLoS Negl Trop Dis 5(1): e931. (3) Duffy T, Cura Cl,
Ramirez JC, Abate T, Cayo NM, et al.2013 PLoS Negl Trop Dis. 2013 Jan;7(1). (4) Ramirez JC. Cura Cl, da Cruz Moreira O,
Lages-Silva E, Juiz N, et al, 2015 J Mol. Diagn (in press). (5) Riarte A. “TRAENA-Placebo- Controlled. ASTMH 62 Annual
Meeting 13-17 November 2013. (6) Villar JC. Pérez JG, Cortes, OL, Riarte A, Pepper M, et al. 2014. Cochrane Database of
Systematic Reviews. Issue 5 Art CD003463.pub 2. (7) Molina |, Gdmez i, Prat J, Salvador F, Trevifio B, et al. 2014. N Engl )
Med. May 15;370(20):1899-908.

$8- NUEVOS ESQUEMAS TERAPEUTICOS DE BENZNIDAZOL Y NIFURTIMOX — EVIDENCIAS ACTUALES Y ESTUDIOS
PLANEADOS

Isabela Ribeiro.

Drugs for Neglected Disease initiative, Geneva - Rio de Janeiro, Brasil. E-mail: iribeiro@dndi.org
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MR1- SENALIZACION A TRAVES DE MODIFICACIONES POST-TRADUCCIONALES DE PROTEINAS EN TRYPANOSOMATIDOS
Coordinadores: Claudio Pereira - Vanina Alvarez

MR1.1- ACETILACION, UNA MODIFICACION POSTRANSCRIPCIONAL QUE INFLUYE EN LA INFECTIVIDAD DE TRYPANOSOMA
CRUZI.

Esteban Serra, Victoria Alonso, Romina Manarin, Pamela Cribb, Carla Ritagliati.

Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario, UNR-CONICET. E
mail: eserra@fbioyf.unr.edu.ar

La acetilacion de proteinas se ha revelado en los ultimos afios como una de las modificaciones postranscripcionales mas
frecuentes, tanto en bacterias como el células eucariotas. Si bien las bases moleculares de su accidn no son completamente
conocidas, se ha establecido que la acetilacién modula importantes procesos celulares como la transcripcidn, la progresion
del ciclo celular, el metabolismo energético y la remodelacién del citoesqueleto. En nuestro laboratorio caracterizamos dos
deacetilasas de la familia de las sirtuinas: TcSIR2RP1 (citoplasmatica) y TcSIR2RP1 (mitocondrial) y tres proteinas con
bromodominios: TcBDF1 (glicosomal y nuclear), TcBDF2 (nuclear) y TcBDF3 (citoplasmatica). La sobreexpresién de
TcSIR2RP1 induce una mayor metaciclogénesis y una aumento de la infectividad en células Vero, mientras que la
sobreexpresidon de TcSIR2RP3 inhibe el crecimiento de epimastigotes y, en menor medida, de amastigotes intracelulares.
Ademas, los parasitos sobreexpresantes de ambas enzimas son mas resistentes a los inhibidores de sirtuinas nicotinamida y
cambinol. El estudio de la funcionalidad de los factores con bromodominio se realizé mediante la generacidon de mutantes
con alteracion de la capacidad de interaccionar con lisinas acetiladas, que funcionan como dominantes negativos
inducibles. La expresion de TcBDF3 y TcBDF3 mutado (TcBDF3m) en epimastigotes disminuye la metaciclogénesis y en
tripomastigotes afecta de forma opuesta la infectividad, que se ve incrementada con TcBDF3m y disminuida por TcBDF3. En
amastigotes, la sobreexpresion de TcBDF3 incrementa su crecimiento intracelular. En cuanto a TcBDF1, su sobrexpresion es
deletéra para epimastigotes, pero induce elcrecimiento de los amastigotes. Finalmente, la sobreexpresién de TcBDF3
disminuye la sensibilidad de los epimastigotes a inhibidores de bromodominios. Estos resultados revelan que la modulacién
del acetiloma es esencial para el desarrollo del ciclo de vida de T. cruzi.

MR1.2- BOTH INHIBITION AND ACTIVATION OF HISTONE DEACETYLASE ACTIVITY AFFECT TRYPANOSOMA
CRUZI REPLICATION, DIFFERENTIATION, INFECTIVITY AND GENE EXPRESSION

Vanina A. Campo.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas “Dr. Rodolfo Ugalde” (IIB-INTECH).Universidad Nacional San Martin. E mail:
vcampo@iibintech.com.ar

Histone post-translational modification, mediated by histone acetyltransferases and deacetylases, is one of the most
studied factors affecting gene expression. Recent data showing differential histone acetylation states during
the Trypanosoma cruzi cell cycle suggest a role for epigenetics in the control of this process. As a starting point to study the
role of histone deacetylases in the control of gene expression and the consequences of their inhibition and activation in the
biology of T. cruzi, two inhibitors for different histone deacetylases: trichostatin A for class /Il and sirtinol for class Ill and
the activator resveratrol specific for class Ill, were tested on proliferative and infective forms of this parasite. The results
showed that the two inhibitors tested caused histone hyperacetylation whereas resveratrol showed the opposite effect on
both parasite forms, indicating that histones are substrates for these enzymes. Histone deacetylase inhibitors caused life
stage-specific effects, increasing trypomastigotes infectivity and blocking metacyclogenesis in a concentration dependent
manner. Moreover, these inhibitors differentially affected specific transcript levels, with sirtinol causing the most
pronounced change. On the other hand, the HDACs activator resveratrol showed stronger anti-parasitic effects than
inhibition. Resveratrol killed the proliferative forms of the parasite, reduced in vitro infection with a concomitant reduction
on the expression of trypomastigotes key surface proteins. In addition, this drug blocked differentiation and/or replication
of intracellular amastigotes. In conclusion, the data presented here supports the notion that modulation of the histones
acetylation state plays a role on T. cruzi gene expression. Also, the results presented here point out to Resveratrol as an
interesting candidate for further studies on its anti-parasitic effects.

MR1.3- POLY(ADP-RIBOSA) COMO SENAL DE MUERTE CELULAR EN TRYPANOSOMAS

Mariana Schlesinger, Salomé C Vilchez Larrea, Maria L Kevorkian, Mirtha M Flawid, Silvia Ferndndez Villamil.
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INGEBI-CONICET, Buenos Aires, Argentina. E mail: silvia.villamil@gmail.com

Poli(ADP-ribosa)polimerasa es la enzima que cataliza la formacion de homopolimeros de ADP-ribosa (PAR),
fundamentalmente en respuesta a dafios al ADN. El metabolismo de PAR es un proceso dinamico y PARG (PAR
glicohidrolasa) es la enzima principal en la degradacion de dicho polimero. Los tripanosomatidos poseen una unica PARP y
PARG, cuya localizacién subcelular es opuesta a la reportada en otras especies. En T. cruzi hemos propuesto que la
activacion de PARP juega un rol dual, asistiendo a los mecanismos de reparacion cuando el dafio es subletal, mientras que
en condiciones de dafio letal, PAR podria actuar como un mecanismo de switch entre apoptosis y necrosis, dependiendo del
tipo de dafio genotoxico. Experimentos llevados a cabo con parasitos prociclicos de Trypanosoma brucei silenciados (RNAI-
TbPARP) indicaron que la falta de TbPARP no altera la tasa de crecimiento en condiciones normales, confirmando lo
propuesto por estudios de RIT-seq. Estos parasitos, sin embargo, exhibieron una sensibilidad disminuida a dosis letales de
H,0,. Estos resultados sugieren que PAR podria actuar como sefial de muerte celular. Para evaluar la importancia de la
acumulacién de PAR en el nucleo de parasitos expuestos a agentes oxidantes, obtuvimos parasitos prociclicos RNAITbPARG
y sobreexpresantes de TbPARP. Ambos pardsitos transgénicos no mostraron alteraciones morfoldgicas, pero si una
disminucién de la tasa de crecimiento y una mayor sensibilidad al agente oxidante. Analisis por citometria de flujo con
Anexina V e IP mostraron que, cuando dichos pardsitos son sometidos a una dosis letal de H,0, se induce un patrén de
muerte celular diferente a los parasitos silvestres. La clasificacidon de los distintos tipos de muerte celular es cada vez mas
compleja y recientemente se ha reconocido otra forma de muerte celular denominada Parthanatos. Este mecanismo
comparte algunas caracteristicas bioquimicas y morfoldgicas con otros tipos de muerte celular y se caracteriza por suceder
a una rapida activacién de PARP con acumulacién de PAR en el nucleo. Los resultados sugieren que este tipo de muerte
celular podria proceder en tripanosomas.

MR1.4- THE ROLE OF TRANSLATION INITIATION FACTOR EIF2A IN TRYPANOSOMA BRUCEI LIFE CYCLE

(1)

Carla Cristi D. C. Avilam, Lori Peacock™ 3), Wendy Gibson(S), Sergio Schenkman'”’, Mark Carringtonw and Beatriz A. Castilho™

”)Department of Microbiology, Immunology and Parasitology, Universidade Federal de Sdo Paulo, Sdo Paulo, SP, Brazil,
@ Department of Clinical Veterinary Science, University of Bristol, UK, B)School of Biological Sciences, University of Bristol,
UK, WDepartment of Biochemistry, Tennis Court Road, Cambridge, UK. E-mail: carla.cristi@gmail.com

Trypanosomes life cycles consist of a series of cyclic changes giving raise to developmental forms, each adapted to an
environment in the relevant insect and/or mammalian host. These changes happen through well regulated differentiation
processes. In Trypanosoma brucei the differentiation from the mammalian bloodstream form to the insect midgut procyclic
form has been studied with some detail and occurs in two steps: first proliferating bloodstream forms (slender)
differentiate to non-dividing forms (stumpy); and second, in response to environmental cues, stumpy bloodstream forms
re-starts the proliferation as procyclic forms. During this process, a global cell remodeling occurs through a global re-
programming of protein expression. In eukaryotes, one mechanism used to regulate the overall rate of protein synthesis
involves phosphorylation of the alpha subunit of initiation factor elF2 (elF2a). To investigate the possible participation of
the phosphorylation of elF2a. in the bloodstream to procyclic forms, a cell line was developed with a single modified version
of elF2a gene containing a mutation in the canonical Threonine 169 phosphorylation site, in such a way that the protein
product was not-phosphorylable in this position. The phenotype of these cells was analyzed in terms of of differentiation
from proliferating bloodstream forms into stumpy forms in mice and into procyclic forms in vitro and in tsetse flies. The
obtained results showed that the phosphorylation of elF2 in position 169 does not affect the analysed aspects of T. brucei
cell cycle.

MR2- ECO-EPIDEMIOLOGIA DE ENFERMEDADES VECTORIALES
Coordinadora: Soledad Santini

MR2.1- LEISHMANIAIS EN AREAS FITOGEOGRAFICAS DE YUNGAS Y CHAQUENA, ARGENTINA
Juan Rosa(l), Enrique A Sze/ag(l’z’s), Matias A Parras(l’z’s), Maria G Quintana{2’3’5),Lilian Zorzo{4), Verdnica Vargasw ,Oscar D
Salomén™?.,

instituto de Medicina Regional. Universidad Nacional del Nordeste. Nodo REDILA (Red de Estudios de Investigacion de la
Leishmaniasis en Argentina), Chaco. @ nstituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT), Misiones. Binstituto Superior de
Entomologia, Universidad Nacional de Tucumdn, Tucumdn (INSUE-UNT/REDILA). “Direccion de Epidemiologia, Ministerio de
Salud Publica, Chaco (MSChaco). ®/CONICET. E mail: juan_rosa05@yahoo.com.ar
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La leishmaniasis es una zoonosis parasitaria causada por flagelados quinetoplastidicos del género Leishmania con expresion
clinica a nivel cutdaneo y/o mucoso (LT) y visceral (LV) transmitida por la picadura de hembras de fleb6tomos
(Diptera:Phlebotominae). La distribucién mundial de casos y vectores incluye el norte de Argentina. De las 23 especies de
Leishmania conocidas, en el pais se registraron cuatro: (Le. amazonensis, Le. guyanensis, Le. panamensis y Le. braziliensis
causantes de LTy Le. infantum (Syn. chagasi), de LV. Leishmania braziliensis se identificd con mayor frecuencia en humanos
y en flebétomos; entre éstos, Nyssomyia neivai (Tucuman/Salta), Ny. whitmani y Micropigomyia quinquefer (Misiones) y del
complejo cortelezzii (Chaco). En investigaciones eco-epidemioldgicas coordinadas con el sistema de salud local y los
diferentes nodos REDILA, se desarrollan estudios tranversales, longitudinales y de vigilancia. Es asi que en Yungas y areas de
transicion, se registran actualmente 10 especies de flebotomos (INSUE-UNT/REDILA-INMeT, CeNDIE-MSN) en Jujuy, Salta,
Tucuman, Catamarca y Santiago del Estero. En ésta, Migonemyia migonei es considerado vector putativo de LV asociado a
casos humanos y caninos. En 2013 se registrd por primera vez en el NOA al vector de LV, Lutzomyia longipalpis, en el
Departamento San Martin, Salta (Fundacién Mundo Sano/REDILA), sin casos humanos ni caninos. En la region chaquenfia, en
Chaco actualmente se describen 10 especies de flebdtomos. En las areas de transmision activa de chaco seco se identificd
Le. (Viannia) braziliensis (PCR-Western Blot-FIOCRUZ-RJ, Brasil) en humanos y flebétomos (complejo cortelezzii). En dreas de
transicion, en humanos (IMR-UNNE); la infeccion natural de flebdtomos actualmente estd en etapa de estudio
(Lab.Biol.Molec.Aplicada-LABIMAP). En 2010 se registré por primera vez Lu. longipalpis en Resistencia y Colonia Benitez
(Chaco humedo) con casos caninos importados en 2011. Actualmente se diagnosticaron perros con LV (diagnéstico
parasitolégico e inmunoldgico (inmunocromatografia rk39 Leishmania chagasi) (Direccion Epidemiologia, MSChaco) en
chaco humedo con presencia de Lu. longipalpis sin colonizacidn ni expansion desde 2010. No se notificaron casos humanos
de LV.

MR2.2- TRIATOMA VIRUS: SU PROPAGACION Y DISTRIBUCION EN LATINOAMERICA
Gerardo Mart/w, A Ba/salobre(l), S Ceccarel/i(l), ML Susevich(l), P Medone(u, MG Echeverria .

M centro de Estudios Parasitoldgico y de Vectores (CEPAVE) (CCT-La Plata-CONICET-UNLP). @ cétedra de Virologia, Facultad
de Ciencias Veterinarias (UNLP). E-mail: gmarti@cepave.edu.ar

Triatoma virus (TrV) es un virus entomopatdgeno aislado e identificado en varias especies de triatominos en domicilios,
peridomicilios y en condiciones silvestres. Cuando los insectos colectados en el campo son incorporados a los insectarios
pueden infectar los triatominos residentes con TrV a través de la transmision horizontal Principalmente se debe a que se
utilizan los mismos animales (gallinas, palomas, ratones, etc.) para alimentar todos los insectos, y por no esterilizar
adecuadamente los materiales como recipientes y pinzas metalicas utilizadas en el manejo de las colonias. Hasta el
momento TrV se ha encontrado en dos insectarios de Argentina y en un insectario de Brasil, pero posiblemente se
encuentre en otros paises. El peligro de desconocer la presencia del mismo podria repercutir en los resultados obtenidos en
pruebas de laboratorio, ya que el virus retrasa la muda asi como también aumenta la mortalidad de los triatominos. A partir
de mapas de la potencial distribucidn de TrV en Argentina se observa que las ecorregiones de Chaco seco y del Monte son
los principales focos de ocurrencia del virus, aunque su potencial rango de distribucién abarca desde el centro al norte de
nuestro pais. En otro trabajo se ha demostrado que ninfas de quinto estadio de T. infestans al ingerir particulas virales de
TrV, se detecta su presencia en la materia fecal mediante RT-PCR en un tiempo promedio de 41,3 + 16.4 dias. Asimismo se
calculé la transmision horizontal en un tiempo promedio de infeccion de 42,5 + 18.1 dias. Estos resultados ayudan a
entender la distribucién y la propagacion de TrV en los insectarios. Los resultados obtenidos nos permiten realizar
recomendaciones cuando se incorporan insectos de campo al insectario, como por ejemplo: los insectos colectados
principalmente en la regién sur del chaco seco deberian permanecer en cuarentena durante 50-60 dias antes de la
incorporacion de los mismos y se deberian alimentar con un alimentador artificial o con animales que se mantengan
aislados de los demas. Luego de transcurrido este periodo de tiempo, y debido a la alta sensibilidad de la técnica RT-PCR se
puede verificar la presencia de TrV utilizando una sola muestra obtenida de un “pool” de heces del contenedor donde se
crian los insectos. También se puede corroborar la presencia del mismo mediante una purificacion de las materias fecales
realizando un gradiente de sacarosa y una electroforesis, detectando facilmente las proteinas del TrV. De esta manera se
puede confirmar facilmente la ausencia de este virus y asi asegurar una buena salud de todas las colonias. Estos estudios
estdn financiados por: PIP-0007, PICT 2014-1536, 14/V221 FCV-UNLP.

MR2.3- ASPECTOS ECOLOGICOS Y SOCIALES DE LA INFESTACION POR TRIATOMA INFESTANS EN COMUNIDADES
INDIGENAS DEL CHACO ARGENTINO: SIETE ANOS DE SEGUIMIENTO

M Sol Gaspe, Yael M Provecho, M Pilar Ferndndez, M Victorial Cardinal, Ricardo E Giirtler.

Laboratorio de Eco-Epidemiologia, IEGEBA-CONICET, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad de Buenos Aires.
E mail: solgaspe@ege.fcen.uba.ar

Las enfermedades tropicales desatendidas (NTDs) son un serio problema de salud publica afectando fundamentalmente a
las poblaciones mas vulnerables. Entre estos grupos suelen encontrarse las comunidades indigenas, con alta exposicion a
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estas y otras enfermedades. Ciertas combinaciones de determinantes ecoldgicos, sociales, politicos y econdémicos
explicarian la ocurrencia de hotspots de NTDs a nivel global, uno de los cuales se localiza en el Gran Chaco con altas tasas de
transmisién de la enfermedad de Chagas a través de Triatoma infestans. Se realizd un estudio longitudinal detallado
durante 7 afos en una zona rural bien definida del Municipio de Pampa del Indio, Chaco habitada principalmente por
familias gom (toba) para evaluar el efecto de una intervencién masiva de rociado de las viviendas e identificar los
determinantes ecoldgicos y sociales asociados a la presencia de T. infestans en las mismas. Esta area incluia unas 400
viviendas en las cuales se realizaron relevamientos ambientales, socio-demograficos y entomoldgicos en la linea de base y
periddicamente luego del rociado masivo. La infestacion de las viviendas por T. infestans en el estudio de base realizado en
octubre de 2008 (31,9%) fue menor a la esperada dada la ausencia de intervenciones de control reciente y se hallé
principalmente en los domicilios. La alta tasa de movilidad de las familias gom dentro del drea de estudio junto con una
gran proporcion de viviendas de construccidn reciente podrian estar asociadas con esta menor prevalencia de infestacion
observada. El clima educativo del hogar y el grado de hacinamiento, junto con variables ecoldgicas (disponibilidad de
refugio, hospedadores y ausencia de insecticidas) presentaron alta importancia relativa en relaciéon a la presencia y
abundancia de T. infestans en los domicilios, a través de un abordaje de inferencia multimodelo. Las poblaciones de
insectos colectadas en el estudio de base presentaron una susceptibilidad disminuida a los piretroides en ensayos de
laboratorio. Sin embargo, los porcentajes de infestacion luego del rociado masivo resultaron menores al 1% y en abril de
2015 no se hallé ninguna vivienda infestada. Ademas, la notificacion de los moradores sobre la presencia de vectores en sus
viviendas a lo largo de todo el estudio convalidaron los bajos porcentajes de infestacion hallados. Estos resultados
contrastan fuertemente con los patrones de reinfestacion hallados en otras areas rurales del mismo municipio donde se
aplicaron protocolos de intervencion muy similares. Esta heterogeneidad en el impacto de las intervenciones ejemplifica
una de las dificultades del control de la transmisién vectorial de esta enfermedad. Es necesario disefiar estrategias
integrales adaptadas localmente y basadas en la participacién de las comunidades de manera de lograr la sostenibilidad de
los logros alcanzados.

MR2.4- iCUIDADO! MODELOS DE RIESGO DE TRANSMISION Y DISTRIBUCION DE ESPECIES

Anibal E Carbajo.

Ecologia de Enfermedades Transmitidas por Vectores, Instituto de Investigacion e Ingenieria Ambiental, Universidad
Nacional de San Martin. E-mail: acarbajo@unsam.edu.ar

El estudio espacial de los casos de enfermedades asi como de sus vectores u hospedadores ha sido de reconocida
importancia desde comienzos del siglo XIX. En los Ultimos afos han proliferado los estudios espaciales de riesgo de
transmisién de enfermedades como asi también los de distribucidn geografica de especies. El modelado de la distribucion
de especies se suele enmarcar en el mapeo de nichos ecolégicos, donde se delimitan para multiples variables ambientales,
los rangos de valores dentro de los cuales la especie puede existir. Algunos modelos de riesgo, se enmarcan en la
epidemiologia de paisajes, donde se considera que la transmisidn de las enfermedades es el producto de una combinacion
de factores ambientales fisicos, climaticos, biolégicos y sociales determinados, que coinciden en tiempo y espacio. Ambos
marcos tedricos permiten una aproximacion metodoldgica similar, ya sea para modelar la distribucién de casos de
enfermedades o la ocurrencia de la especie. En la presentacion se discuten los cuidados que deben prestarse y los
problemas frecuentes a la hora del modelado espacial en funcidn de la informacién disponible, los conocimientos previos,
del objetivo, etc. También se discute sobre la vinculacion de estos estudios al cambio global.

MR3- ASPECTOS DE LA RELACION PARASITO - HUESPED
Coordinador: Juan Mucci

MR3.1- LA PROTEOLISIS INTRAMEMBRANA DE LA PROTEINA AMA1 DE TOXOPLASMA FACILITA LA INVASION DE LA
CELULA HUESPED Y NO ES INDISPENSABLE PARA LA REPLICACION

Eabiola Parussini™”, Qing Tang(“, Syed M Moin'?, Jeffrey Mital™, Sinisa Urban®, Gary E Ward™.

(J)Departamento de Microbiologia y Genética Molecular, Universidad de Vermont, Estados Unidos. {Z)Departamento de
Biologia Molecular y Genética, Instituto Médico Howard Hughes, Universidad Johns Hopkins, Baltimore, Estados Unidos.
*Direccion actual: Instituto de Estudios Celulares, Genéticos, y Moleculares, Universidad Nacional de Jujuy, y Centro de
Investigacion y Transferencia Jujuy-CONICET, Argentina. E mail: fabiparu@hotmail.com

Los apicomplexas son un grupo de parasitos protistas, algunos de los cuales tienen significancia médica y veterinaria, tales
como Plasmodium sp., Toxoplasma, y Cryptosporidium. El proceso de invasion de la célula huésped por los parasitos
apicomplexas comprende multiples pasos que incluyen: movilidad dependiente de substrato, asociacion débil seguida por

26



una unidn adherente con la célula huésped, reorientacién del polo apical del parasito hacia la superficie de la célula
huésped, descarga del contenido de organelas secretorias, formacion de una union fuerte y estrecha entre las membranas
plasmaticas del pardsito y la célula huesped, y penetracion del parasito en el interior de la célula huésped. Un componente
clave de la maquinaria de invasién es el Antigeno 1 de Membrana Apical (AMA1), una proteina integral de membrana con
topologia tipo | que se conserva en el Phylum Apicomplexa. La proteina AMA1 de Toxoplasma gondii (TgAMA1), durante el
proceso de invasidn de la celula huesped, se secreta sobre la superficie del parasito, y su ectodominio posteriormente es
liberado por un clivaje proteolitico en su segmento transmembrana. Para elucidar la funcién de la protedlisis
intramembrana de TgAMA1, usamos un ensayo reconstituido en células COS para caracterizar los determinantes en la
secuencia de aminoacidos del segmento transmembrana de TgAMA1 (ALIAGLAVGGVLLLALLGGGCYFA) que gobiernan su
procesamiento proteolitico mediado por proteasas Romboides (ROM). Los analisis cuantitativos de actividad revelaron que
la mutacién TgAMAlL/G estimuld el clivaje, que fue 13 veces mayor que TgAMAlWT. En contraposicidn, la mutacion
TgAMAlAG/FF redujo 30 veces el procesamiento, mientras que la mutacidn TgAMAlGG/FF tuvo un efecto minoritario en el
mismo, y la mutacién de ambos motivos TgAMAlAG/FHGG/FF bloqueé completamente el procesamiento. Luego,
complementamos una linea de pardasitos TgAMAlKD (KD: knockdown condicional) con plasmidos que expresan estas
variantes de la proteina TgAMAL. Contrario a lo esperado, las mutantes que incrementan o disminuyen el procesamiento
de TgAMA1 por mas de 10 veces no provocaron consecuencias fenotipicas, lo cual revelé que los niveles de protedlisis
dependiente de proteasa Romboides en los pardsitos no estan altamente regulados. Solo, parasitos transgénicos que
expresan o contienen en sus genomas un alelo de la mutante no clivable TgAMAlAG/FHGG/FF presenté un crecimiento
defectuoso, que es el resultado de una eficiencia reducida de invasion de la célula huésped, sin la perturbacién de la
replicacion intracelular. Estos datos demuestran que el procesamiento intramembrana de TgAMA1 desempefia un rol en la
invasion, pero refuta un modelo propuesto en forma reciente en el cual la replicacidn intracelular del parasito es regulada
por el procesamiento intramembrana de TgAMA1 mediado por TgROMA4.

MR3.2- EFICACIA DE UNA VACUNA EXPERIMENTAL DE SUBUNIDADES PROTEICAS PARA LOGRAR PROTECCION CONTRA
LA INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI

Ivdn A Bontemplw, Gabriel Cabrera(”, Miguel H Vicco(”, Silvina R Vil/ar(z), Florencia B Gonzdlez(z), Eduardo A Roggero(z), Paul

Ameloot(g), Nico Callewaert(g), Ana R Pérez(z), lvdn S Marcigar(” .

Dracultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral. \IDICER-CONICET e Instituto de
Inmunologia, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario. B\Medical Biotechnology Unit, Inflammation
Research Center and Department of Biochemistry and Microbiology, Ghent University, Belgium. E mail:
imarcipr@fbcb.unl.edu.ar

Estudios preclinicos de vacunas, indican que la inmunizacidn profilactica para el control de la infeccidn por T. cruzi podria
tener efectos beneficiosos para prevenir el desarrollo de la enfermedad. Asimismo, una administracién terapéutica podria
permitir revertir los dafios asociados a la infeccidon. Actualmente, los candidatos vacunales que acceden en forma mas
rapida a pruebas clinicas son aquellos basados en subunidades proteicas formuladas con adyuvantes habilitados. Sin
embargo, ese enfoque ha sido poco explorado en vacunas contra T. cruzi, por lo que en nuestro grupo nos hemos
propuesto avanzar en esa direccidn. En una primera instancia evaluamos una nueva la formulacién basada en una proteina
trans-sialidasa glicosilada inactiva (MTS), que puede ser producida en Pichia pastoris en cantidad y calidad requerida para
uso en produccion. Como adyuvante utilizamos ISCOMATRIX (IMX), que ha demostrado ser eficaz y seguro en los ensayos
clinicos humanos de vacunas destinadas a controlar otras infecciones intracelulares. Evaluamos la formulacién inmunizando
ratones Balb/c con tres dosis sucesivas. Los ratones inmunizados con MTS-IMX mostraron una respuesta humoral TS-1gG
especifica con titulos mayores a 10° y de alta avidez, un aumento de la relacién 1gG2a/IgG1 vy significativa hipersensibilidad
de tipo retardado (DTH). Quince dias luego de la Gltima inmunizacidn, el estimulo in vitro de esplenocitos con el antigeno TS
gatillé una marcada respuesta de IFNy e IL10 en el grupo MTS-IMX en comparacion con ratones inmunizados sélo con MTS
o IMX o vehiculo (PBS). Luego de un desafio con 1000 tripomastigotes de T. cruzi, todos los ratones inmunizados con MTS-
IMX sobrevivieron, mientras que los ratones inmunizados con solo MTS, IMX o PBS presentaron un alta mortalidad (mayor
al 60%). Durante la infeccion aguda, la parasitemia de los ratones inmunizados con MTS-IMX fue al menos 50 veces menor
en comparacién con los ratones control. A nivel cardiaco se determind una carga parasitaria de 4,5 veces menor, infiltrados
y lesiones inflamatorias disminuidas, tanto en la fase aguda como en fase cronica. Estos resultados indican que una
formulacion de subunidades recombinantes puede permitir proteccién contra la infeccién por T. cruzi sin necesidad de
recurrir a las plataformas, mayoritariamente evaluadas hasta la fecha, de ADN desnudo o virus recombinantes que son
considerados menos seguras por las agencias reguladoras. Debido a que la produccidon del adyuvante comercial
ISCOMATRIX ha sido discontinuada, hemos desarrollado un adyuvante basado en los componentes activos del mismo,
logrando niveles de proteccidn iguales a los antes descritos en el modelo de infeccidn estudiado. Proyectamos continuar
trabajando en esta linea complementando la formulaciéon con un nuevo antigeno para lograr una prevencion profilactica
esterilizante y estudiando la eficacia de la formulacion para un uso terapéutico en la fase crénica de la infeccién.

MR3.3- EXOSOMAS: NUEVOS MENSAJEROS INVOLUCRADOS EN LA PATOGENESIS DE TRICHOMONAS VAGINALIS
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Natalia de Miguel.

1IB-INTECH, Chascomus, Buenos Aires, Argentina. E mail: ndemiguel@intech.gov.ar

Trichomonas vaginalis es un parasito que coloniza el tracto urogenital humano y causa la infeccion de transmisién sexual no
viral mas difundida del mundo. La misma es una infeccion crénica no mortal pero de serias consecuencias, tales como
infertilidad tanto en hombres como mujeres, partos prematuros, una mayor susceptibilidad a la infeccién por VIH y como
factor de riesgo para el desarrollo del cancer cervical y prostético. Aunque se sabe que la adhesién y la citotoxicidad de T.
vaginalis son propiedades de virulencia necesarias, los mecanismos utilizados para el desarrollo y mantenimiento de la
infecciéon dentro del hospedador estan pobremente estudiados. Teniendo en cuenta que T. vaginalis es un pardsito
extracelular, es légico suponer que las proteinas de superficie se encuentran implicadas en adherencia y citotoxicidad. En
este sentido, nuestro grupo ha determinado el proteoma de superficie de seis cepas del parasito que difieren en cuanto a
su capacidad de adherencia y citotoxicidad a la célula hospedadora e identificamos proteinas expresadas diferencialmente
entre cepas. Estudios recientes de nuestro grupo sugieren que la expresion de estos genes, y la virulencia del parasito,
estarian regulados por mecanismos epigenéticos. Por otra parte, a partir del proteoma de superficie identificamos una
proteina tetraspanin, TSP1, que se encuentra localizada en la superficie y en exosomas. El estudio de los exosomas ha
adquirido un creciente interés debido a que se ha demostrado que estas microvesiculas son capaces de mediar la
comunicacion entre células. Nuestros resultados demuestran que los exosomas secretados por T. vaginalis poseen tanto
proteinas conservadas como otras presentes Unicamente en este parasito asi como también ARNs pequefios. Ademads, los
exosomas secretados por el parasito interaccionan y descargan su contenido en las células epiteliales de vagina, poseen
propiedades inmunomoduladoras y aumentan la adhesion a las células hospedadoras. Estos datos abren un nuevo campo
de investigacion acerca de la importancia de los exosomas en el mecanismo de infeccion de T. vaginalis ya que los
resultados aqui presentados sugieren que las microvesiculas secretadas tendrian un papel importante en la comunicacion
celular.

MR3.4- THE USE OF IN-SILICO TOOLS AS A GUIDE FOR RATIONAL T CELL EPITOPE DISCOVERY: LESSONS LEARNED FROM
LARGE DATA SET

Morten Nielsen.

Center for Biological Sequence Analysis, Department of Systems Biology, The Technical University of Denmark, Denmark.
Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, Universidad Nacional de San Martin, Buenos Aires, Argentina. Email:
mniel@cbs.dtu.dk

The immune system reacts to foreign molecules in a highly specialized manner. T cells play a central role in the cell-
mediated immunity. T cells scrutinize small peptide fragments, also called epitopes, presented in complex with major
histocompatibility complexes (MHCs) on the surface of most cells in the host. Cytotoxic T cells kill cells that present
peptides of foreign or abnormal origin. T helper cells, on the other hand, orchestrate the immune response by simulating
other immune cells. Identifying which peptides will be presented in complex with a given MHC molecule therefore is of
pivotal importance for understanding cellular immunity.

In my talk, | will give an overview of the advances during the last decade in bioinformatics prediction methods for rational
epitope discovery and demonstrate how these advances combined with high throughput and accurate data generation has
allowed us to arrive at very simple yet highly precise models for prediction of peptide T cell immunogenicity applicable to
any type of pathogen infection.

While these models are precise they are not perfect. In particular for pathogens with large proteomes like bacteria and
parasites, remains epitope identification a challenge. In the end of my talk, | will discuss in some detail these challenges,
outline one approach to deal with these challenges, and some preliminary results of applying the approach for the
identification of T cell epitopes in the proteome of T. cruzi.

MR4- BIOLOGIA CELULAR Y MOLECULAR DE PARASITOS HELMINTOS: CLAVES PARA COMPRENDER SU BIOLOGIA Y
POTENCIALES APLICACIONES AL CONTROL
Coordinadores: Henrique Ferreira y Mara Rosenzvit

MR4.1- COMPARATIVE AND FUNCTIONAL PROTEOMICS OF ECHINOCOCCUS SPP.
Karina R Lorenzatto(l), Karina M. Monteiro(“, Aline Teichmannm, Jodo A Debarba(z), Guilherme B dos Santos{z), Jeferson C de

Limam, Arnaldo Zaha(z), Henrigue B Ferreira™*",

@ aboratério de Gendémica Estrutural e Funcional, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre, Brazil.
@1 aboratério de Biologia Molecular de Cestodeos, CBiot, UFRGS; Porto Alegre, RS, Brazil. E-mail: henrique@cbiot.ufrgs.br
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Echinococcus spp. metacestode larval forms (hydatid cysts or vesicles) cause different forms of echinococcosis and are good
models for the study of long-term parasite-host interactions. The Echinococcus granulosus complex of cryptic species,
which causes cystic echinococcosis (CE), and Echinococcus multilocularis, which causes alveolar echinococcosis (AE), are the
most relevant species in the genus in terms of human and animal public health. Previously, our research group performed
prospective proteomic studies to characterize the E. granulosus protein repertoires of different metacestode components,
namely the germinal layer, protoscoleces (pre-adult forms), and hydatid fluid (containing parasite’s excretion-secretion — ES
— products). Especially in the hydatid fluid, several host proteins were also identified, providing clues on processes relevant
for the immunopathogenesis of CE. Here, we report part of the work in progress in our laboratory, comprehending
comparative and functional proteomic studies focused in aspects that range from metacestode fertility and host preference
to protoscolex development and post-translational modifications (PTMs). Comparative proteomic analyses were carried out
to identify differences between hydatid fluid (ES products) of E. granulosus and E. multilocularis, whose metacestodes are
adapted to different host species and/or present developmental differences. A similar approach was used to compare ES
products from E. granulosus fertile and sterile cysts, in order to identify possible fertility markers. A methionine analog (4-
azide-L-homoalanine) was used to investigate newly synthesized proteins, which allowed the identification of several
proteins expressed upon protoscolex activation by pepsin. E. granulosus 14-3-3 protein family members were also studied
in order to identify the protein partners of the four 14-3-3 isoforms expressed by the metacestode, providing insights on
their shared and exclusive protein ligands and associated biological functions. Top-down proteomic approaches are being
used to investigate unique protein forms (proteoforms) in E. granulosus protoscoleces subcellular fractions. Along with a
complementary bottom-up approach, the peformed top-down strategy provided the first description of the low mass (>30
kDa) proteome of E. granulosus nuclear and cytosolic fractions and highlighted several parasite proteoforms with PTMs. So
far, the results provided by our proteomic studies of Echinococcus spp. allowed to identify several molecules that are likely
important for parasite survival, virulence and/or development. We also paved the way for the investigation of Echinococcus
proteoforms with PTMs, whose characterization is expected to lead to another level of understanding about molecular
mechanisms controlling parasitic flatworm biology. Moreover, several of the identified proteins are potential
developmental markers, drug-targets, and/or diagnostic and vaccine antigens for CE and/or AE.

Financial support: CAPES, CNPq and FAPERGS.

MR4.2- LAS CELULAS MADRE DEL CESTODO ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS, UN PARASITO INMORTAL
Uriel Koziol(l), Klaus Brehm"

Wseccion Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica, Uruguay. @ypstitute for
Hygiene and Microbiology, University of Wiirzburg, Germany. E-mail: ukoziol@gmail.com

En cestodos, se cree en base a estudios cldsicos que la Unica fuente de proliferacién celular es una poblacién de células
madre indiferenciadas, llamadas “células germinativas”, similares a las células madre pluripotentes (neoblastos)
encontradas en platelmintos de vida libre. Sin embargo, las células madre de cestodos no habian sido estudiadas con
métodos modernos, y nada se sabia en cuanto a su posible heterogeneidad y a sus patrones de expresion génica. En esta
presentacidn, se resumiran nuestros estudios sobre las células madre de la larva de Echinococcus multilocularis, que es
capaz de infectar al ser humano (y esta estrechamente emparentada con E. granulosus, un parasito humano que afecta en
forma endémica al cono sur de Latinoamérica). Esta larva crece continuamente como una masa de vesiculas que infiltran
los tejidos del hospedador, generando a su vez por gemacidn asexual los protoescdlices (la forma larvaria infectiva para el
hospedador definitivo). Tras desarrollar por primera vez marcadores moleculares para las células germinativas y para
diversos tipos de células diferenciadas en E. multilocularis, demostramos que en efecto las células germinativas son las
Unicas células capaces de proliferar, y que las células diferenciadas se originan a partir de esta poblacion de células madre
indiferenciadas. Sin embargo, la poblacidn de células germinativas de E. multilocularis es heterogénea en cuanto a su
expresion génica, ya que solo sub-poblaciones especificas expresan homdlogos de los reguladores post-transcripcionales
nanos y argonaut. Esto sugiere que existen diferentes linajes de células madre en Echinococcus, tal vez con diferentes
potencialidades. A partir de analisis clonales de las células proliferantes en larvas de E. multilocularis, demostramos que al
menos una parte de las células germinativas muestran una capacidad extensa de auto-renovacién, como es de esperar de
células madre auténticas. A pesar de las similitudes en morfologia y funcién entre las células germinativas de E.
multilocularis y las células madre de otros platelmintos, observamos diferencias importantes en sus patrones de expresion
génica, y de hecho, muchos marcadores tipicos de células germinales y células somaticas pluripotentes (como piwi y vasa)
se encuentran ausentes del genoma de E. multilocularis y otros cestodos. Estos genes tienen funciones conservadas en el
control de elementos transponibles en otros animales, pero a pesar de su ausencia, existen muy pocos de estos elementos
en el genoma de E. multilocularis. Esto sugiere que existen mecanismos moleculares alternativos para su represién y
control. Finalmente, demostramos la existencia de una nueva familia de retrotransposones no-auténomos en E.
multilocularis y especies cercanamente emparentadas, que no son reprimidos en forma eficiente, y que se expresan en
forma masiva y especifica en las células germinativas.
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MR4.3- NUEVO GENOMA DE UNA ESPECIE DESATENDIDA CAUSANTE DE HIDATIDOSIS QUISTICA: ECHINOCOCCUS
CANADENSIS

Lucas L Ma/donado(”, Juliana Assis(z), Flavio Gomes Arudjo(z), Izinara Rosse(z), Natalia Macchiaroli, Marcela Cucher™ Mara

Rosenzvit{“, Guilherme Oliveira(z), Laura Kamenetzkzm .

@iMPAM, CONICET, Facultad de Medicina — UBA. ?CEBio - CPGRR — Fundacién Oswaldo Cruz, Minas Gerais, Brazil. E-mail:
Ikamenetzky@fmed.uba.ar

Echinococcus canadensis es un parasito platelminto de la clase Cestoda perteneciente al complejo de especies de
Echinococcus granulosus sensu lato causantes de la echinococcosis quistica, enfermedad considerada desatendida por la
OMS. En Sudamérica circulan tres especies pertenecientes a este complejo: Echinococcus granulosus sensu stricto (s. s.),
Echinococcus canadensis y Echinococcus ortleppi. En humanos del Cono Sur de América, las especies mas frecuentes son E.
granulosus s. s. y E. canadensis. Si bien ambas especies causan echinococcosis unilocular no pueden distinguirse
macroscopicamente en cuanto la morfologia de los quistes y durante muchos afios fueron consideradas la misma especie.
Nuestro grupo asi como otros grupos aplicaron sistematicamente técnicas de tipificacion en conjunto con estudios de
desarrollo logrando determinar que estas especies difieren en caracteristicas de importancia como ser especificidad de
hospedador intermediario, desarrollo de quistes en infecciones experimentales, antigenicidad, infectividad y patogenia en
humanos. Recientemente el grupo de Gendmica de Pardsitos del Instituto Sanger Wellcome Trust ha secuenciado los
genomas de Echinococcus granulosus s. s. (G1) y Echinococcus multilocularis (causante de echinococcosis alveolar).
Nuestro grupo ha colaborado en su anélisis y anotacion siendo el primer trabajo sobre genomas completos de parasitos
cestodes. Actualmente, en el marco del consorcio Argentina-Uruguay-Brasil sobre estudios x-dmicos de parasitos
platelmintos (FlatDB) hemos obtenido el genoma completo de Echinococcus canadensis genotipo G7
(http://parasite.wormbase.org) y realizado una exhaustiva anotacién y analisis de regiones codificantes y no codificantes.
Hemos determinado que el genoma de E. canadensis presenta alto grado de sintenia con Echinococcus granulosus s. sy E.
multilocularis 'y posee grupos de genes ortdlogos especificos de cestodes. Este conjunto de genes es de particular
importancia para la seleccion de genes blancos de drogas o vacunas dado que se encuentran ausentes en todas las especies
de hospedadores. Asimismo, el andlisis de SNPs sobre los genomas completos mostré una tasa de sustituciones sindnimas
mayor que las no sindnimas entre las tres especies de Echinococcus. De manera interesante, se observé que la tasa de
sustituciones no sinénimas entre E. canadensis y E. granulosus s. s. es mayor a la observada entre E. canadensis y E.
multilocularis. Este resultado refuerza la clasificacion de E. canadensis como una especie filogenéticamente diferente a E.
granulosus s. s. y pone de manifiesto la necesidad de enfocar la investigacién y desarrollo a cada especie de Echinococcus
en particular. La anotacién y analisis de expresion de RNAs no codificantes permitid identificar y cuantificar pre-microRNAs
y elementos repetidos de E. canadensis que podrian estar involucrados en el desarrollo del parasito. La integracidn de los
datos de variacidn genética con la funcidn de cada regidn gendmica asociada nos brindara un mapa completo de similitudes
y diferencias entre las dos especies principales que circulan en la Argentina y la regién del Cono Sur de América. Esta
informacién podra ser aplicada al desarrollo de métodos diagndsticos, prevencidn y control de la echinococcosis quistica.

MR4.4- PROTEINAS NUEVAS QUE UNEN LiPIDOS DE NEMATODES PARASITOS. CARACTERIZACION ESTRUCTURAL Y
EVALUACION COMO BLANCOS TERAPEUTICOS Y MARCADORES DIAGNOSTICOS

Gisela R Franchini(”, Marina /bdﬁez—Shimabukurom, M Florencia Rey(l), Julign A Belgamo{l), A Nahili Giorello{”, Marcos
Buttlw, Nilda A Radman(z), Brian Smith(3), Malcolm W KennedyB), Betina Cérsico™.

@instituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata, UNLP. @1 aboratorio de Parasitosis Humanas y Zoonosis Parasitarias,
Cdtedra de Parasitologia Comparada, Fac. de Veterinaria, UNLP. Binstitute of Biomedical & Life Sciences, University of
Glasgow, United Kingdom. E-mail: gfranchini@conicet.gov.ar

Los parasitos helmintos, en general, presentan ciertas limitaciones en su metabolismo lipidico, y en algunos casos carecen
de las rutas de sintesis de acidos grasos y esteroles. Estos organismos dependen por tanto, del suministro de estos
nutrientes desde sus hospedadores para ser incorporados en lipidos complejos, utilizarlos como fuente de energia y
mantener mecanismos de sefalizacién. De manera reciente se ha descubierto una gran variedad de proteinas que unen
lipidos (LBPs) producidas por nematodes parasitos, las cuales son prominentes por su rol inmunodominante en los
distintos tipos de infecciones. Si bien no se conoce con exactitud las funciones de las mismas, se postula que estas
proteinas podrian estar involucradas en la captacion de los lipidos desde el hospedador, asi como en la modulacién del
entorno tisular local del hospedador mediante el secuestro de moléculas mediadoras. Uno de los aspectos mds relevantes
de estas proteinas es que son estructuralmente distintas de las LBPs de sus hospedadores, posicionandolas como
excelentes candidatas para el disefio de farmacos y vacunas, asi como también para su uso en diagndstico.

Los objetivos generales de este proyecto se centran en la exploracidn estructural y biofisica de estas proteinas especificas
de nematodes parasitos potencialmente involucradas en la supervivencia de dichos organismos. Conocer mas acerca de las
estructuras de estas proteinas, asi como de sus interacciones con ligandos y membranas, es de fundamental importancia
para intentar comprender las interacciones parasito-hospedador que ellas pudieran mediar.

Mediante la utilizacion de las técnicas de resonancia magnética nuclear (RMN) y cristalografia de rayos X hemos
determinado la estructura tridimensional de dos LBPs provenientes de parasitos de importancia global y local: Na-FAR-1 de
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Necator americanus y As-p18 de Ascaris suum. En ambos casos se observaron estructuras novedosas y/o distintas de las
LBPs descriptas en sus respectivos hospedadores, reforzando la idea de su utilizacion como blancos terapéuticos. De la
misma manera se esta procediendo en la obtencién de la estructura tridimensional de la poliproteina ABA-1A de A. suum
en presencia y ausencia de distintos ligandos. Por otra parte, hemos analizado mediante diversas técnicas bioquimicas la
preferencia de estas proteinas por distintos ligandos provenientes de entornos biolégicos como E. coli. Se han encontrado
distintos tipos de ligandos lipidicos para los distintos casos estudiados. Na-FAR-1 es capaz de unir acidos grasos y
fosfolipidos mientras que As-p18 une exclusivamente acidos grasos.

Recientemente y con el objetivo de evaluar su utilidad en pruebas diagndsticas, hemos iniciado la buisqueda de LBPs
presentes en el nematode parasito de importancia zoondtica Dioctophyma renale. De acuerdo a resultados obtenidos
mediante técnicas bioquimicas y biofisicas hemos encontrado una proteina que une acidos grasos en el liquido
pseudoceldémico de este organismo.

MR5- IDENTIFICACION DE POTENCIALES BLANCOS TERAPEUTICOS Y TAMIZAJE DE DROGAS
Coordinadores: Vanina Alvarez - Claudio Pereira

MR5.1- STRATEGY FOR THE CONFIDENT IDENTIFICATION OF TIGHT-BINDING PROTEASE INHIBITORS BY THE
COMBINATION OF ENZYMATIC AND INTERACTION-BASED ASSAYS.

Emir Salas.
Facultad de Biologia, Universidad de La Habana, Cuba; IIB-INTECH, UNSAM, Bs. As. E-mail: emirsalas@gmail.com

Plasmodium falciparum and Trypanosoma cruzi are the causative agents of Malaria and Chagas Disease, two prevalent
protozoal infections affecting millions of people worldwide. Given the lack of effective vaccines and the reduced
effectiveness of current treatments, there is a desperate need for new antiparasitic drugs, showing innovative mechanisms
of action and directed toward novel targets. In this regard, proteases have gained considerable attention, as some of them
play central roles in essential processes for these organisms, rising as attractive targets for therapeutic intervention. In
consequence, the identification of potent and selective inhibitors for such targets is considered a promising approach to
develop new leads with high therapeutic potential.

Two main methodologies have been used alternatively for the identification of protease inhibitors: enzyme-specific activity
assays (for the evaluation of inhibitory activity) and interaction-based assays (which sense directly the binding to the target
enzyme). Separately, both methodologies show intrinsic limitations that difficult their applicability during the inhibitor
screening process, in particular when: (i) highly potent inhibitors are desired and/or (ii) complex heterogeneous samples,
such as natural extracts, are evaluated.

Here, we present a general strategy for the confident identification of tight-binding protease inhibitors. The strategy
combines modified enzymatic activity assays with binding assays in a two-round process to achieve maximal identification
confidence, high-throughput and economy. This strategy was successfully applied to the identification of tight-binding
protease inhibitors for Cruzipain (T. cruzi), Plasmepsin Il and Falcipain 2 (P. falciparum) from both, small collections of
synthetic compounds and complex natural extracts. Given the versatility of the methodologies used, this strategy could be
easily adapted to other enzymes.

MR5.2- IMPORTANCE OF DRUG REPOSITIONING FOR THE DEVELOPMENT OF INNOVATIVE THERAPIES FOR TROPICAL
DISEASES

Alan Talevi(l), Carolina Be/lera(“, M Laura Sbaraglini(“, Lucas Alberca(l), Dario Ba/cdzar(z), Laura Fraccaroli(z), M Cristina
Vanrel/(s), A Florencia Casassam, Carlos Labrio/am, Catalina D Alba Soto(s), Patricia S Romanom, Carolina Carrillo .

(I)Qu/mica Medicinal/Laboratorio de Investigacién y Desarrollo de Bioactivos, Departamento de Ciencias Biolégicas, UNLP,
La Plata. Pinstituto de Ciencia y Tecnologia Dr. Cesar Milstein, Buenos Aires. Binstituto de Histologia y Embriologia -
CONICET — Facultad de Medicina, Universidad Nacional de Cuyo, Mendoza. @nstituto de Investigaciones Bioquimicas de
Buenos Aires; 5IMPAM, Facultad de Medicina, UBA- CONICET, Buenos Aires. E-mail: atalevi@biol.unlp.edu.ar

The term “drug repositioning” refers to the identification of second or further medical uses for known drugs, including
approved, experimental, abandoned and discontinued ones. It is an efficient approach from the translational viewpoint:
repositioned drugs required relatively low resource investment compared to de novo drugs, since usually a number of
preclinical and clinical studies can be bypassed when investigating second medical uses, as they been done previously when
studying the original therapeutic indication. Furthermore, the probability of surviving clinical trials is substantially higher for
repurposed drug candidates than for novel ones. International organizations, including the US NIH, have recently launched
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funding programs to foster public-private consortiums oriented to drug repositioning. The approach could have a
prominent role in the development of innovative treatments for rare and neglected diseases, including tropical parasitic
diseases. In fact, most of the drugs for such conditions currently going through clinical trials are repositioned drugs.

Here we will briefly describe different rational approaches to drug repositioning, with an emphasis on computer-guided
approaches, and we will present some results from our research network using this strategy in the search of novel
therapeutics for trypanosomatid infections, including cruzipain inhibitors and polyamine analogs.

MR5.3- METABOLISMO DE TRIPANOTION Y POLIAMINAS COMO POTENCIAL BLANCO TERAPEUTICO CONTRA LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

Rodrigo A Lo'pez—Muﬁoz{“, Juan D. Maya(z) .

@instituto de Farmacologia Y Morfofisiologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Austral de Chile, Valdivia,
chile. instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile, Santiago, Chile. E-mail:
rodrigo.lopez@uach.cl

La enfermedad de Chagas, producida por el parasito Trypanosoma cruzi, es una patologia endémica en América Latina. El
tratamiento de esta patologia se basa en el uso de los farmacos nifurtimox y benznidazol, los cuales han demostrado ser de
eficacia limitada, ademds de contar con efectos adversos frecuentes. En la busqueda de nuevas estrategias contra la
enfermedad, el metabolismo del tripanotion ha sido uno de los blancos terapéuticos mas explorados. Tripanotion (T(SH)2),
formado por dos moléculas de glutation y una molécula de espermidina (una poliamina), es fundamental para el balance
redox del parasito y su resistencia a nifurtimox y benznidazol. Durante los uUltimos 10 afios, hemos estudiado dos procesos
claves de la sintesis de tripanotion como herramientas de potenciacién de farmacos antichagasicos: la sintesis de glutation
y el transporte de poliaminas. La sintesis de glutation es eficientemente inhibida por butionina sulfoximina (BSO), inhibidor
de la enzima cisteina-glutamato ligasa. BSO disminuye significativamente los niveles de T(SH)2 en las tres formas del
parasito (epimastigote, tripomastigote y amastigote), e incrementa el efecto de nifurtimox y benznidazol en células
infectadas. En ratones infectados, BSO también demostré incrementar el efecto de benznidazol, pero disminuye de manera
no selectiva los niveles de glutation en los animales, especialmente a nivel hepatico. En consecuencia, es necesario buscar
inhibidores mas especificos de la sintesis de glutation. Por otra parte hemos estudiado el transporte de poliaminas como
estrategia para aumentar el efecto de antichagdsicos. En T. cruzi, la sintesis de poliaminas es limitada, dada la inexistencia
de la enzima ornitina decarboxilasa, presente en todas las demds células eucariotas conocidas. Por tanto la disponibilidad
de putrescina es dependiente se su transporte desde el medio extracelular. Hemos descrito que pentamidina, un antiguo
antoprotozoario, inhibe el transporte de putrescina y tiene leve actividad antichagasica. No obstante, estudios en células y
ratones infectados han mostrado que pentamidina antagoniza el efecto de farmacos como benznidazol, a través de
mecanismos aun no conocidos. Tripanotion sigue siendo una molécula interesante desde el punto de vista
quimioterapéutico, por tanto es indispensable continuar estudiando la sintesis de tripanotidn y los mecanismos que regulan
el transporte de poliaminas en el parésito. Financiado Por Direccidn de Investigacion y Desarrollo (DID), Universidad Austral
de Chile (RALM) y Proyecto FONDECYT 1130189 (JDM)

MR5.4- ESTUDIOS DE TRADUCCION POR "RIBOSOME PROFILING" EN TRYPANOSOMA CRUZI

Pablo Smircich”), Guillermo Eastman(z), Saloe Bispom, Maria A Duhagon(l), Beatriz Garatm, Samuel Go/denberg(g}, David
Munroe(5), Bruno Da/lagiovanna(3), Fabiola Ho/etz(z), José R. Sotelo-Silveira.

@) aboratorio de Interacciones Moleculares, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay.
(Z)Departamento de Genomica, Instituto de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable, Montevideo, Uruguay.
BlLaboratorio de estudios de regulacion de la expresion génica. Instituto Carlos Chagas, FIOCRUZ. Curitiba, Brazil.
“1 aboratorio de Interacciones Moleculares. Facultad de Ciencias. Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay.
®lcancer Research Technology Program, Leidos Biomedical Research, Inc., Frederick National Laboratory for Cancer
Research. Frederick, USA. E-mail: sotelojos@gmail.com

La regulacion post-transcripcional constituye el principal nivel regulatorio en tripanosomatidos. Por lo tanto, el estudio de
los transcritos que estan siendo traducidos (traductoma) resulta clave para entender el control de su expresion génica. En
este trabajo, determinamos el traductoma de Trypanosoma cruzi en los estadios epimastigota y trypomastigota
metaciclico, usando la metodologia ribosome profiling. El estadio tripomastigote metaciclico es el responsable de la
infeccion del mamifero y resulta de un proceso de diferenciacion a partir de los epimastigotas replicativos. Nuestros
resultados correlacionan muy bien con datos proteomicos previos, siendo estas correlaciones mejores que las
correspondientes al transcriptoma. Esto revela que la aproximacion traductomica es mds adecuada que la transcriptomica
para estimar la expresidon a nivel de proteinas. Los datos muestran que una gran proporcion del traductoma de los
epimastigotas estd ausente en el estadio infectivo. Por otra parte, la eficiencia traduccional presenta un amplio rango
dindmico y varios genes cambian su eficiencia en ambos estadios, apoyando la importancia de este nivel regulatorio en la
expresion génica diferencial. En el estadio tripomastigote metaciclico, la eficiencia traduccional de importantes factores de
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virulencia como las proteinas de la superfamilia de las trans-sialidasas aumenta, mientras que la eficiencia de otras familias
génicas como las proteinas ribosomales disminuye. Por otra parte, el analisis del traductoma resulta en la deteccidn de
pausas traduccionales. El analisis del uso de codones diferencial en estos sitios sugiere que el uso de codones modula la
cinética del movimiento de los ribosomas sobre el ARNm en estos parasitos. Globalmente, el estudio resalta la importancia
de la regulacidon traduccional durante la diferenciacion del parasito.

MR6- TRANSMISION MATERNO INFANTIL DEL TRYPANOSOMA CRUZI
Coordinador: Sergio Sosa Estani

MR6.1- EVALUACION DE HERRAMIENTAS CONVENCIONALES Y MOLECULARES EN EL DIAGNOSTICO TEMPRANO DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS CONGENITO

Margarita MC Bisio, Nicolds Gonzdlez, Romina Volcovich, Samanta Moroni, Camila Kessler, Griselda Ballering, Guillermo
Moscatelli, Fernan Agliero, Carlos A Buscaglia, Facundo Garcia-Bournissen, Jaime Altcheh.

Servicio de Parasitologia y Enfermedad de Chagas, Hospital de Nifios Dr. Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina. E mail:
marguib@gmail.com

Introduccién: La enfermedad de Chagas (ECh), causada por Trypanosoma cruzi, es uno de los mayores problemas de salud
publica en América. La ECh congénita es el producto de la transmisidon de parasitos de la madre a su hijo. Constituye la
primera forma de aparicidon de nuevos casos en nuestro pais. La efectividad del tratamiento en nifios menores de un afio
alcanza niveles entre el 90% y 100%. Por esto el diagndstico temprano es clave, siendo fundamental en la prevencion y
control de la ECh. En el recién nacido se realiza mediante ensayos parasitoldgicos convencionales (EP). Los EP se
caracterizan por su escasa sensibilidad, laboriosidad, imposibilidad de realizar programas de control de calidad (QC) y
necesidad de microscopistas experimentados. La deteccion del parasito por PCR en neonatos demostrd ser mas sensible
que el diagndstico por EP. Sin embrago no fue evaluada en los sistemas de la salud, no hay programas de QC y su uso estd
limitado a instituciones con altos recursos tecnoldgicos. La serologia permite confirmar la ausencia de la infeccion una vez
eliminados los Ac IgG maternos pero implica el seguimiento del nifio por un tiempo prolongado pocas veces logrado.
Objetivo: estudiar la cinética de la parasitemia y titulos de Ac anti-T. cruzi en hijos de mujeres con ECh para evaluar la
calidad de los diferentes métodos disponibles en su capacidad para la deteccidén temprana de la ECh congénita.Pacientes y
métodos: estudio prospectivo observacional (junio 2012 a julio 2015). Diagndstico: a) < de 8 meses: EP positivo, b) > de 8
meses: serologia reactiva por 2 técnicas. PCR en tiempo real (PCRq): dirigida a secuencias satélite de T. cruzi. Tratamiento:
benznidazol (5-8 mg/kg/dia, 60 dias). Se obtuvieron muestras para EP a los 7d, 2 y 5 meses, para serologiaalos7dy 2,5, 7
vy 9 meses y para PCRq a los 7d y 9 meses.

Resultados: Se reclutaron 119 pacientes. Hasta el momento 81 (68%) completaron el seguimiento hasta los 9 meses, 13
(16,0%) presentaron la infeccidon y en 68 se descartd la infeccion. El EP fue positivo en: 10/119 pacientes. La PCRq fue
positiva en: 11/102 pacientes. En mayores de 7 meses la serologia fue positiva en 3/71 pacientes, en estos 3 pacientes la
PCRq fue positiva en la primera y Ultima muestra analizada. En los pacientes no infectados la mediana de negativizacion de
Ac fue de 7,5 meses (1Q25-75 6,1-9,1). Ninguno fue positivo luego de los 7 meses. Todos los pacientes infectados tratados
presentaron EP, PCRq y serologia negativas al final del seguimiento.

Conclusiones: Los métodos convencionales (EP y serologia) nos permitieron diagnosticar la infeccion asegurando una
adecuada atencién de los pacientes. La PCRg es un método de alta sensibilidad y podria ser util en centros de alta
complejidad si se utilizan los QC adecuados. El benznidazol es altamente efectivo en el tratamiento de la ECh congénito
agudo.

El estudio fue aprobado por el comité de ética del HNRG y fue financiado por el MinCyT (FONARSEC) y MSAL (beca Ramdn
Carrillo).

MR6.2- DIAGNOSTICO DE LA INFECCION CONGENITA POR TRYPANOSOMA CRUZI EN CHILE. ESFUERZOS CONSOLIDADOS
Y DESAFIOS PENDIENTES

(2)

t(l), Miguel Saavedra™ , Mauricio Canalsm, Victor Pefia””.

Inés Zulan tazm, Werner Ap
Dracultad de Medicina, Universidad de Chile. (Z)Departamento de Enfermedades Transmisibles, DIPRECE, Ministerio de
Salud. Chile. E-mail: izulanta@med.uchile.cl

En Chile, la transmisién vectorial de Trypanosoma cruzi por Triatoma infestans se encuentra interrumpida, la transmision
por hemoderivados practicamente controlada y como consecuencia, la meta se ha relevado a la interrupcidon de la
transmisién vertical. Los esfuerzos se han materializado en la principal indicacion de la "Norma General Técnica Control y
Prevencion Nacional de la enfermedad de Chagas (ECh)" (2014), que es establecer tamizaje en el 100% de embarazadas de
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zonas endémicas que ingresan a control perinatal y en embarazadas procedentes de zonas no endémicas con factor de
riesgo detectado a través de anamnesis dirigida. Recientes estudios realizados en localidades endémicas de la IV Region de
Coquimbo por nuestro grupo, evidenciaron un 3.4% de prevalencia de infeccidn por T. cruzi en la mujer embarazada y 4.7%
de transmision congénita, cifras que permiten proyectar para la region 25 recién nacidos (RN) infectados por afio. Se
pesquisaron 134 madres durante 2005-2009, 62 de las cuales (46.2%) fueron tratadas con nifurtimox (NFX) después del
periodo de lactancia (2009-2011). A los 22 meses promedio post-terapia, el 77.4% de ellas tenia carga parasitaria de <1
parasito equivalente/ml y el 56.5%, trazado electrocardiografico normal. El dltimo control post-terapia, se realizd en
enero/2014. En cuanto a los RN, se descartd la infeccion por T. cruzi en 122 casos (83%) mediante seguimiento seroldgico
y/o parasitoldgico. En 6 casos se confirmé la infeccién congénita por T. cruzi, pero sélo cuatro fueron tratados con NFX. 19
RN no fueron estudiados (12.9%). Se realizaron ademas: acciones de informacidén-educacién a la madre infectada y su
nucleo familiar, estudio seroldgico de la infeccion por T. cruzi en linea materna, estudios de histologia placentaria y, en
algunos binomios madre/hijo infectado, estudios del linaje de T. cruzi circulante. Estudios como éste han permitido que
equipos de salud de todo el pais, convocados anualmente por MINSAL, investigadores y expertos internacionales,
reconozcan la ECh congénita, como un importante desafio para la salud publica nacional. En relacidn a nuevas propuestas,
Fondecyt 1150514 (M.Canals) pretende analizar la dindmica de la ECh y construir mapas de riesgo de la enfermedad
constatando el cambio desde una transmisidén vectorial a una congénita, modelando preliminarmente la dindamica
epidemioldgica de la parasitosis. Basados en modelos de Canals & Cattan (1992) y Raimundo et al (2010), de transmision
vectorial y congénita, respectivamente, se propone que la transmision congénita es “alimentada” por la transmisién
vectorial y que sin ésta la ECh congénita debiera disminuir exponencialmente hasta desaparecer, hecho que dependerd de
la tasa de mortalidad de la poblacion humana, edad en que las mujeres comienzan su actividad sexual y proporcion de
mujeres e hijos infectados tratados precozmente con farmacos anti-tripanocidas. Financiamiento: Proyectos Fondecyt
1080445,1120382,1150514.

MR6.3- DIAGNOSTICO Y PERFIL INMUNOLOGICO DE NEONATOS CON INFECCION CONGENITA POR TRYPANOSOMA CRUZI:
RELACION CON LA CARGA PARASITARIA

Bibiana J Volta, Jacqueline Bua.

Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. M. Fatala Chaben”. ANLIS C.G. Malbrdn. Buenos Aires E mail: bvolta@gmail.com

La enfermedad de Chagas es causada por el protozoo parasito unicelular Trypanosoma cruzi. La transmision madre-hijo del
Trypanosoma cruzi es la forma no controlable de la diseminacidn del parasito, que no puede tratarse con drogas, por sus
efectos adversos en el embarazo. El diagndstico de la infeccién en bebés es complejo, se realiza por deteccion del agente
etioldgico y/o de anticuerpos especificos no transferidos por la madre, en ausencia de transfusidon sanguinea y transmision
vectorial Con el objetivo de analizar diferentes factores que podrian permitir el diagnéstico temprano de la enfermedad de
Chagas congénita, se estudiaron los niveles de parasitemia, los titulos de anticuerpos especificos contra un antigeno
secretado por el parasito (SAPA), las alteraciones en los perfiles inmunoldgicos de bebés no infectados y congénitamente
infectados y se aislaron y caracterizaron los parasitos infectantes. Como controles se incluyeron bebés no infectados,
nacidos de mujeres seropositivas y bebés sanos, nacidos de mujeres no infectadas. Los estudios de carga parasitaria se
realizaron por PCR cuantitativo, los de caracterizacidon del parasito infectante, por hemocultivo y amplificacion de ADN de
marcadores de linajes, los estudios serolégicos e inmunoldgicos por ELISA y citometria de flujo. Los titulos de anticuerpos
anti-SAPA se evaluaron en los binomios madre-hijo.

Se encontrd que la presencia de una alta parasitemia en bebés determina su posibilidad de diagnéstico oportuno y se
correlaciona con los anticuerpos anti-SAPA. Se estimé un indice diferencial-SAPA durante el primer mes de vida de los
bebés (DO ELISA-SAPA del bebé — DO ELISA-SAPA madre) que permitié detectar la infeccidon congénita en un 90,5% de los
casos. La sensibilidad de este indice aumentd al 100% cuando se calculé con muestras del binomio tomadas a los 6 meses
de vida del bebé (p<0.05). Las muestras de nifios congénitamente infectados que no se detectaron a través del indice
diferencial tuvieron en comuln que su carga parasitaria estuvo por debajo de la sensibilidad de nuestra técnica de PCR
cuantitativa (cut off= 0,14 eP/ ml). El linaje Tc V se identificé en 18 muestras de sangre de bebés infectados, mientras que el
linaje Tc | solo se detectd en un bebé que mostré una parasitemia muy baja. Las citocinas IFN-y e IL-17A y las quimiocinas
MCP-1 y MIG se expresaron diferencialmente en bebés infectados, encontrandose una fuerte correlacion entre MIG y la
carga parasitaria. Nuestros resultados permitiran proyectar posibles y novedosos desarrollos en el diagndstico precoz de la
infeccion en el recién nacido, que posibilitaria su inmediato tratamiento y curacién y contribuiria a la disminucién de la
prevalencia de la enfermedad de Chagas en Latinoamérica y en paises en el exterior, receptores de inmigrantes de area
endémica.

MR6.4- TRATAMIENTO TRIPANOCIDA EN MUJERES Y PREVENCION DE CHAGAS CONGENITO

Diana L Fabbrom, Emmaria Danesi(z), Veronica Olivera(“, Maria Olenka Codebé(g), Susana Dennerm, Cecilia Heredia(z),

Mirtha Streigerm, Sergio Sosa-Estani 2.3
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@ centro Nacional sobre Endemias Nacionales,, Facultad de Bioquimica y Cs. Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral,
Santa Fe. “centro de Diagndstico e Investigacion de Endemo-epidemias (CeNDIE), ANLIS Malbrdn, Buenos Aires. Binstituto
Nacional de Parasitologia (INP), "Dr Mario Fatala Chaben", ANLIS Malbrén, Buenos Aire. E-mail:
dianafabbro@yahoo.com.ar

La via transplacentaria es la forma mas frecuente de infeccién con Trypanosoma cruzi en regiones donde estan controladas
las vias vectorial y transfusional. Ademas, por migraciones ocurre en cualquier lugar del mundo. La administracion del
tratamiento tripanocida tiene indicaciones con evidencias limitadas en infectados crénicos mayores de 18 afios de edad y
esta contraindicada durante el embarazo. Este trabajo evalud la eficacia del tratamiento antiparasitario en la prevencién de
Chagas congénito y compard los cambios seroldgicos y clinicos entre madres tratadas y sin tratar. Se realizd un estudio
multicentrico, observacional de cohortes conformadas por mujeres-madres infectadas con Trypanosoma cruzi, con
seguimiento epidemioldgico, seroldgico y clinico de al menos 8 afios. Una cohorte habia recibido tratamiento tripanocida
antes de ser madre y la otra permanecio sin tratar (grupo control). Se estudiaron sus hijos para detectar infecciéon connatal.
Se analizaron 358 registros clinicos de binomios conformados por madre infectada—hijo bioldgico. De ellos, 134 provenian
de mujeres que habian recibido tratamiento tripanocida previo a ser madres y 224 no. Se diagnosticé infecciéon por
Trypanosoma cruzi en 45 (20%) hijos de madres no tratadas. De ellos, 34 nifios (15,2%) tenian como Unico antecedente la
serologia materna: 5 se diagnosticaron mediante xenodiagndstico o strout antes del afio, y el resto mediante serologia
después de los 10 meses de vida, con un promedio de edad al momento del diagndstico de 5,8 afios. Los 11 nifios restantes
infectados tenian ademas antecedentes de haber vivido en zonas de riesgo vectorial. De los 134 hijos nacidos de mujeres
que habian recibido tratamiento previo al embarazo ninguno tuvo infeccidon por Trypanosoma cruzi. El diagndstico fue
realizado a la edad promedio de 4,8 afios. La tasa de transmisién transplacentaria entre ambos grupos difirid
significativamente. Las madres con seguimiento clinico y seroldgico (n=117), se agruparon en: A) 25 tratadas antes de los 15
afios de edad (9,97+2,74); B: 46 tratadas a los 15 o mas afios de edad (27,9+6,7); Grupo C: 46 no tratadas (edad 29,2+6,2
afios al ingreso al estudio). El seguimiento para los Grupos A; B y C fue 16,3%5,8; 17,549,2 y 18,618,6 afios,
respectivamente. Negativizaron serologia: Grupo A 64% (16/25); Grupo B 32,6% (15/46); Grupo C, no se observd
seronegativizacion. Los cambios clinicos-electrocardiograficos compatibles con cardiopatia chagdsica observados fueron:
Grupo A 0,0% (0/25); B 2,2% (1/46) y C 15,2% (7/46). Estos resultados indicarian el beneficio de ofrecer el tratamiento
tripanocida a personas jovenes con infeccién crénica. Se comprobd su efectividad para interrumpir la cadena de
transmisién madre-hijo ya sea por disminucion o eliminacién de la carga parasitaria; demostré un efecto protector en la
evolucion clinica y produjo desparasitacion en al menos 43,7 % de las mujeres tratadas.

MR7- MODULACION DE LA RESPUESTA INMUNE EN ENFERMEDADES PARASITARIAS
Coordinadora: Fernanda Frank

MR7.1- LIGANDOS PPAR: PAPEL EN LA POLARIZACION DE MACROFAGOS Y LA RESPUESTA ANGIOGENICA CARDIACA EN
UN MODELO MURINO DE INFECCION CON TRYPANOSOMA CRUZI

Federico Penas(l), Gerardo Mirkin(l), Agata Cevey(”, M Sales(z), Nora Goren'™.

instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM, UBA-CONICET). @centro De Estudios
Farmacoldgicos Y Botdnicos (CEFyBO, UBA-CONICET).

La patogenia de la enfermedad de Chagas se caracteriza por su etiologia mixta en la que participan tanto el parasito como
procesos inflamatorios que conducen al dafio cardiaco. Los macréfagos (Md) juegan un papel critico en el transcurso de la
enfermedad. Su infeccion induce grandes cantidades de mediadores proinflamatorios que intervienen en el control del
parasitismo tisular, pero también pueden causar dafos irreversibles en los tejidos afectados. Los receptores activados por
factores de proliferacion peroxisomal (PPAR) y sus ligandos han sido implicados en la regulacion de la respuesta
inflamatoria y en la polarizacién de M¢ hacia un perfil alternativo. Sin embargo, su papel en la enfermedad de Chagas ha
sido poco estudiado. Por esta razén, nos propusimos evaluar el efecto de ligandos de PPAR sobre el perfil de activacion de
Md¢ vy sobre la neovascularizacién cardiaca con el fin de determinar su su posible implicancia en la resolucion de las
alteraciones cardiacas en ratones infectados con Trypanosoma cruzi. Primero, establecimos que mas del 75% de las células
adherentes de exudado peritoneal de ratones infectados expresan el marcador de F4/80 (FACS) y mediadores
proinflamatorios (NOS2, TNF-a, IL-6, IL-1B) (RT-PCR y WB). Los ligandos de PPAR estudiados (15dPGJ2, HP24 y Wy14643)
inhiben dicha respuesta: disminuyen la expresion de NOS2 (FACS, RT-PCR, WB) y la liberacion de NO (Griess). Ademas,
inhiben la expresidn de IL-6, TNF-a e IL-1B (g-RT-PCR) y aumentan la de Arginasa | (FACS, WB), del receptor de manosa, de
Ym1 y TGF-B (qRT-PCR) en los M@ infectados. Por ultimo, evaluamos el efecto de los ligandos sobre la expresion de
marcadores proangiogénicos en Md y corazones de ratones infectados. Observamos que el tratamiento diario con HP24
aumenta la expresién de VEGF y de Arginasa | en M¢ de ratones infectados. Ademas, analizamos la expresién de estos
marcadores en corazén de ratones infectados y tratados con el ligando de PPARy. Observamos que el tratamiento aumenta
la expresion de VEGF, CD31 y Arginasa | y disminuye la de NOS2. Estos resultados demuestran que agonistas PPAR cambian
el perfil de M@ inflamatorios a activados alternativamente, e inducen factores proangiogénicos en el tejido cardiaco.
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MR7.2- IMPACTO DEL TRATAMIENTO ETIOLOGICO DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS EN LA RESPUESTA INMUNE EN NINOS
EN ETAPAS TEMPRANAS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA

Maria Cecilia A/baredam, Ana M De Rissio(l),Marisa Fernandez(”, Maria A Serjan(z), Mari G Alvarez(3), Gretchen ColleyM),
Laura E Fichera”), Rodolfo Viottim, Rick L Tarleton(‘”, Susana A Laucella™.

NP Dr M Fatala Chaben,CABA. @ Hospital Fernandez, CABA. BIHIGA Eva Perdn, Bs.As. “center for Tropical and Emerging
Global Diseases, Athens, Georgia, USA. E mail: mcalbareda@gmail.com

La enfermedad de Chagas, producida por el protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, es la causa infecciosa mas frecuente
de miocardiopatia dilatada a nivel mundial. Debido a los procesos intensos de migraciones internacionales, la enfermedad
de Chagas genera también un gran impacto en areas no endémicas para la infeccién. Resultados previos del laboratorio han
demostrado que nifios en la fase indeterminada de la enfermedad de Chagas crénica presentan linfocitos T polifuncionales
especificos para Trypanosoma cruzi a pesar de que el compartimiento total de linfocitos T muestra signos de estimulacion
antigénica persistente. En este trabajo evaluamos el efecto del tratamiento con benznidazol sobre la respuesta inmune
humoral y celular T especifica para Trypanosoma cruzi, asi como también, el fenotipo del compartimiento total de los
linfocitos T en nifos infectados con Trypanosoma cruzi seguidos hasta los 50 meses postratamiento. El tratamiento con
benznidazol indujo una disminucién en la frequencia total de linfocitos T CD4" y CD8" activados (HLA-DR"), de memoria
altamente diferenciados (CD45RA"CD27 CD287) y efectores (CD45RA"CCR7 CD62L) a los 6 meses postratamiento. Por otro
lado observamos una disminucion en la produccion de linfocitos T productores de IFN-2 e IL-2 especificos para antigenos de
T. cruzi a partir de los 24 meses postratamiento. Entre las pruebas seroldgicas convencionales, ELISA fue la mas sensible,
detectando una disminucién significativa a los 6 meses después del tratamiento mientras que recién a partir de los 24
meses observamos una disminucién de los valores por inmunofluorescencia. El ensayo no convencional de multiplex
también detecté un impacto significativo en la respuesta humoral especifica para Trypanosoma cruzi a los 6 meses
postratamiento. El temprano descenso en los niveles de anticuerpos, observado en los nifios contrasta con los hallazgos en
pacientes adultos tratados con benznidazol, en los que la caida de anticuerpos empieza a evidenciarse a partir de los dos
afos postratamiento. Sin embargo, los pacientes adultos muestran un descenso significativo en linfocitos T productores de
IFN-y al afio postratamiento pero sin cambios significativos en el fenotipo de la poblacién T total. Nuestros resultados
sustentan que el impacto del tratamiento con benznidazol sobre el sistema inmune es diferente entre nifios y adultos con
infeccion por Trypanosoma cruzi probablemente debido a un mayor deterioro de la respuesta inmunoldgica en pacientes
con largo tiempo de evolucion.

MR7.3- GALECTINA-1 PROTEGE A LA CELULA CARDIACA DE LA INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI.

Alejandro F. Benatar(l), Gabriela A. Garcia(z), Jacqueline Buaz, Juan P. Cerliani® , Miriam Postanz, Laura M. Tassol, Juan
Scaglione", Juan Stupirskig, Marta Toscano3, Gabriel Rabinovichs, Karina A. Gémez"

Laboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas (LabMECh), INGEBI-CONICET, Bs. As. ?Instituto Nacional de
Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben”, Bs. As. *Laboratorio de Inmunopatologia, IBYME-CONICET, Bs. As. 4Hospital Pedro
de Elizalde, Servicio de Cardiologia, Bs. As. E-mail: drkagomez@gmail.com

La cardiopatia chagasica crénica, causada por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi, es el resultado de un proceso
patolégico que puede comenzar durante la fase aguda de la infeccidn y, en el cual intervienen multiples factores. Entre
ellos, el reconocimiento especifico de las estructuras de glicanos presentes en la superficie del parasito o de las células del
mamifero hospedero por proteinas de unidn a glicanos, como las galectinas, podria tener un papel critico no sélo en la
evolucion de la miocarditis sino también en el control de la infeccion por T. cruzi.

Galectina-1 (Gal-1), un miembro “proto-tipo” de la familia de galectinas, participa en la regulacion de diversos procesos
inmunoldgicos como la inflamacién y en la interaccidn patégeno-hospedador. En el caso particular de la infeccion por T.
cruzi, la expresion de Gal-1 se encuentra aumentada en macréfagos y en células B infectadas experimentalmente, asi como
también en biopsias de corazén y suero de pacientes con enfermedad de Chagas crénica. En este trabajo, observamos que
la infeccion de células cardiacas HL-1 con tripomastigotes de las cepas Tulahuén (DTU VI) y Brazil (UDT I) no aumenté la
expresion de Gal-1 pero si su liberacién de Gal-1, hecho que se relaciona con la lisis celular inducida por el parasito. Gal-1
disminuyd significativamente el porcentaje de células cardiacas HL-1 infectadas con tripomastigotes de ambas cepas, asi
como también protegio a los cardiomiocitos de los primeros eventos (exposicion de fosfatidilserina) que ocurren en el
evento de apoptosis inducidos por el parasito. La ausencia de union de Gal-1 a los tripomastigotes sugiere que ambos
procesos involucran la interaccion directa de Gal-1 con estructuras de glicanos presentes en a la superficie de las células HL-
1, a través de su dominio de unidn a carbohidratos (CDR). Por otra parte, la infeccion por T. cruzi alteré el perfil de
glicosilacion de los cardiomiocitos, induciendo una disminucidn de la unién Gal-1 a los glicanos de la célula. En concordancia
con los resultados “in vitro”, ratones C57BL/6 deficientes Gal-1 (Lga/s'/') presentaron mayor parasitemia, disminucion de los
signos de inflamacidn en el corazén y los tejidos del musculo esquelético, y menor tasa de supervivencia en comparacion
con los animales salvajes (WT) en respuesta a la infeccién intraperitoneal con 2.500 tripomastigotes metaciclicos de la cepa
T. cruzi Tulahuén. Contrariamente, no se hallaron diferencias en estos pardmetros entre los ratones transgénicos y salvajes
infectados con la cepa Brazil, dado que la mayoria de los animales sobrevivié a la infeccidn, y desarrollé baja parasitemia,
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en concordancia con la menor infectividad de esta cepa. Los resultados en su conjunto, sugieren que Gal-1 protegeria a la
célula cardiaca de la infeccion por T. cruzi, mientras que el parasito induciria un cambio en los glicanos de superficie de la
célula, hacia un fenotipo resistente a la union de esta lectina. Estos datos proporcionan nuevos conocimientos sobre la
relevancia de la interaccidn entre las galectinas y sus ligandos en la relacién huésped-parasito.

MR7.4- TOXOLASMA GONDII AND MODULATION OF THE SUSCEPTIBILITY TO DEVELOP ALLERGIC LUNG INFLAMMATIONS

Ignacio Fenoy, Alejandra Goldman.

CECyMA, Escuela de Ciencia y Tecnologia, Universidad Nacional San Martin, Bs. As. E-mail: agoldman@unsam.edu.ar

Allergic asthma is an airway chronic inflammatory disease characterized by increased allergen specific IgE production,
eosinophilic airway inflammation, increased mucus secretion and airway hyperreactivity dependent on increased
production of Th2 cytokines. The reasons for the increased incidence of allergy registered in last decades are not well
understood. The lack of some infections arising from modern life style would be mainly responsible for the growing
prevalence. Epidemiological studies show that allergies are less frequent in people exposed to orofecal and foodborne
microbes such as the protozoan T. gondii. Infection with this parasite induces a strong Thl immune response. To prevent
the imbalance of the strong Thl response resulting in immunopathology, anti-inflammatory cytokines including IL-10 and
TGF-B are produced. Using a mouse model of asthma, we studied the outcome of T. gondii infection on the development of
allergic lung inflammation. Acute and chronic infection with T. gondii before sensitization blocked the development of
inflammation in BALB/c mice as shown by a decrease in bronchoalveolar lavage (BAL) eosinophilia, cell infiltrate around
airways and vessels and goblet cell hyperplasia. Low levels of serum allergen-specific IgE and IgG1 and high levels of 1gG2a
were detected. A decreased IL-4 and IL-5 production by thoracic lymph node cells (TLNC) was observed. These results
suggested that the protective effect might be related to the high levels of Thl cytokines associated with the response
against T. gondii. Nevertheless, other mechanisms could also be involved. The possibility that regulatory T cells normally
prevent and control the development of atopic disorders is supported from research in murine models and humans. Our
results show that TLNC from mice sensitized after parasite infection have suppressor activity. Suppression was detected
both in vitro, on allergen specific T cell proliferation and in vivo, on allergic lung inflammation after adoptive transference
from infected/sensitized mice to previously sensitized animals. This ability was found to be contact- independent and
correlated with an expansion of CD4'FoxP3" cells. Experiments with IL-10-deficient mice suggested that IL-10 is not
mediating the protection from allergic inflammation. High levels of TGF-3 were detected in mice sensitized during chronic
infection. In addition to lung airway inflammation, T. gondii infection can suppress allergic responses at systemic level. A
decreased active cutaneous anaphylaxis was observed. These results open the possibility that this protozoan infection
could modulate other allergic disorders such as atopic dermatitis or oral allergies. Our work shows for the first time the
ability of a protozoan to prevent the development of allergic inflammations. Understanding the mechanisms by which
different microorganisms regulate inflammation may potentially lead to the development of strategies aimed to control
atopic diseases.

MRS8- EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR DE PROTOZOARIOS
Coordinadora: M. Victoria Cardinal

MRS.1- EL GANADO VACUNO COMO RESERVORIO DE VARIEDADES ZOONOTICAS DE CRYPTOSPORIDIUM PARVUM Y
ENTEROCYTOZOON BIENEUSI

Valeria F. Del Coco{l’z), Maria A. Cérdoba™?.

Mcentro Universitario de Estudios Microbioldégicos y Parasitolégicos (CUDEMyP), Facultad de Ciencias Médicas, UNLP.
\cONICET. ? CIC Provincia de Buenos Aires. E-mail: vdelcoco@med.unlp.edu.ar

El ganado vacuno puede convertirse en una de las principales fuentes de infeccidon de agentes zoonéticos si el desarrollo de
la industria ganadera no esta acomparfiado de adecuadas medidas de prevencién. Un gran nimero de agentes zoondticos
estan asociados a diarrea cuya gravedad dependerd del inéculo infectivo y del estado inmune del hospedador.
Cryptosporidium y Enterocytozoon son patdgenos zoondticos emergentes los cuales se transmiten a través de las heces de
un gran rango de hospedadores. Durante el periodo 2010-2012, en colaboracién con el Laboratorio de Microbiologia Clinica
y Experimental de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la UNCPBA y el Departamento de Agricultura de los Estados
Unidos, nuestro grupo de trabajo efectudé un relevamiento de Cryptosporidium parvum y Enterocytozoon bieneusi
(principales especies zoondticas de los respectivos géneros) en materia fecal de terneros menores de 2 meses de vida.
Estos se encontraban ubicados en tambos lecheros distribuidos en 12 partidos de la cuenca Mar y Sierras de la Provincia de
Buenos Aires.

Para la deteccién de subtipos de C. parvum, se utiliz6 como marcador genético polimdrfico al gen de la glicoproteina de
superficie GP60; en el caso de E. bieneusi, la deteccion de genotipos se basé en el polimorfismo de la secuencia de la region
espaciadora interna de su ARNr.
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MESAS REDONDAS

En relacién a C. parvum, se detecté una amplia variedad de subtipos zoondticos dentro de esta especie, tales como
11aA16G1R1, 11aA18G1R1, 11aA19G1R1, 11aA20G1R1, 11aA21G1R1, 1laA22G1R1, 11aA23G1R1, siendo el subtipo prevalente el
11aA20G1R1. Se detectd coinfeccion por los subtipos 11aA21G1R1 y [1aA22G1R1 en dos muestras.

En cuanto a E. bieneusi, se identificaron los subtipos D, I, J, y BEB4, descriptos previamente en terneros y humanos; por
primera vez en estos animales, fue encontrado el genotipo EbpC, el cual habia sido descripto con anterioridad en humanos
y un nuevo genotipo, BEB10, fue identificado en un ternero. El genotipo mas prevalente fue el J, seguido por |. No se
detectd infeccidon mixta.Cinco de los seis genotipos identificados son zoonéticos.

En un total de 5 animales se detectd presencia tanto de C. parvum como E. bieneusi, encontrandose las siguientes
asociaciones: subtipo [laA18G1R1 con genotipo |, 11aA20G1R1 con genotipo D, 11aA20G1R1 con genotipo J, laA21G1R1 con
genotipo Beb 4 y [1aA22G1R1 con genotipo J.

Los resultados obtenidos ponen de manifiesto la diversidad genética de C. parvum y E. bieneusi en terneros de la region. La
presencia de estos microorganismos en terneros sugiere que estos animales podrian representar un riesgo para la salud
publica a través de la contaminacidn de las aguas de bebida con los elementos infectivos de tales microorganismos. Para
una mayor comprension de la transmisidon zoonética de estos agentes, es fundamental llevar a cabo estudios moleculares
de aislamientos provenientes de humanos que convivan o estén en contacto con estos animales.

MR8.2- GENES CANDIDATOS PARA LA TIPIFICACION MOLECULAR DE LEISHMANIA SPP.

Jorge D Marco(l’z), Paola A Barroso(l’z), Fabricio M Locatel/i(g), S. Pamela Cajal(z), Carlos L Hoyos(z), M Cecilia NevotM), Juan J
Lauthier“), Nicolds Tomasini“), Marisa Juarez(z), J Octavio EstévezM), Masataka Korenagam, Julio R Nasser{z), Yoshihisa
Hashiguchi (3’5), Paula Ruzbal(s).

@ instituto de Patologia Experimental, Facultad de Cs de la Salud, UNSa/CONICET, Salta. @ instituto de Investigaciones en Enf
Tropicales, Sede Regional Ordn, UNSa, Salta. (3)Department of Parasitology, Kochi Medical School, Kochi University,
Nankoku, Japon. “Neterinaria del Oeste, Posadas, Misiones. Clcentro de Biomedicina, Universidad Central del Ecuador y
Proyecto Prometeo, SNESCYT, Quito, Ecuador. ®nstituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica,
UBA/CONICET, Buenos Aires. E mail: pruybal@gmail.com

La leishmaniasis es un conjunto de enfermedades causadas por pardsitos protozoarios del orden Kinetoplastida, familia
Trypanosomatidae y género Leishmania transmitidos a través de las picaduras de fleb6tomos infectados. Pueden
presentarse como infecciones asintomaticas, o manifestarse segun 3 sindromes clinicos principales: Leishmaniasis Cutdnea
(LC), Muco-Cutanea (LMC) y Visceral (LV).

En Argentina el drea endémica corresponde a 10 provincias del norte del pais y hasta el momento se ha descripto la
presencia de 5 especies: L. (Viannia) braziliensis (LC y LMC), L. (Leishmania) amazonensis (LC), L. (V.) guyanensis (LC), L. (V.)
panamensis (LC) y L. (L.) infantum (LV). Sin embargo, es frecuente que frente a un caso o foco dado se realice la
determinacidn de género pero no la especie del parasito. Ademads, la inferencia de especie basandose en su distribucién
geogrdfica tradicional deberia ser considerada con cautela debido a que el contexto actual de movimientos migratorios,
urbanizacién y cambio climatico ha llevado a la expansiéon y movimiento de ciclos de transmisién pudiendo causar la
circulacién de nuevas especies en una regién dada.

La OMS establece que es crucial que la descripcidn clinico-epidemiolégica sea acompafiada con la identificacidon basada en
técnicas moleculares de el o los agentes etioldgicos causales de leishmaniasis involucrados en un foco dado sugiriendo
como método de referencia el Multilocus Enzyme Electrophoresis (MLEE), técnica trabajosa, lenta, y que requiere cultivos
masivos de parasitos. Esto ha provocado el interés en estudiar posibles marcadores moleculares que logren reemplazar el
MLEE.

En este contexto llevamos a cabo la determinacidn de especie de aislados autdctonos de Leishmania spp. (andlisis de
secuencia del citocromo b) y la determinacidon de variantes intraespecie a través un enfoque multilocus (seis genes
housekeeping). Fueron analizados 12 aislados de los cuales 10 pertenecian a la especie L. (V.) braziliensis y 2 a L. (L.)
infantum. Estos aislados fueron analizados en el contexto de 4 cepas de referencia y 18 genomas. Tanto la reconstruccion
filogenética de las secuencias concatenadas como de los haplotipos obtenidos mostraron una clara organizacién de los
aislados de acuerdo a la taxonomia del género. Los 2 aislados de L. (L.) infantum presentaron un 100% de homologia con las
cepas de referencia europeas mientras que se obtuvo una primera aproximacién de variabilidad genética en funcion de la
distribucién geografica de los aislados de la especie L. (V.) braziliensis ya que el aislado mas distante de la coleccidn
presentdé dos haplotipos exclusivos dentro de la coleccién analizada. Estos resultados se ajustan a la historia de casos
causados por L. (V.) braziliensis en la region.

Se propone a futuro ampliar el set de genes housekeeping en un nimero mayor de aislados de manera de obtener un
esquema multilocus que logre un poder discriminatorio mas elevado para la descripcion de variantes genéticas del género.

MR8.3- RELACION DE LOS GENOTIPOS DE TOXOPLASMA GONDII AISLADOS EN ARGENTINA CON LA SALUD ANIMAL Y
SALUD PUBLICA

Maria C Venturinim, Lais L. Pardini(l’z), Gaston Moré (1’2), Juan Manuel Unzaga !
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@ aboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. 2 CONICET. La Plata, Argentina. E-mail:
cventuri@fcv.unlp.edu.ar

Toxoplasma gondii es un protozoo de localizacidn intracelular que afecta a mamiferos y aves, que se encuentra distribuido
mundialmente. Tiene un ciclo evolutivo indirecto facultativo, los félidos son los hospedadores definitivos y numerosas
especies de mamiferos y aves son los hospedadores intermediarios. La caracterizacién molecular de T. gondii, ha permitido
identificar en Europa y América del Norte 3 genotipos denominados I, Il y Ill, que pueden estar asociados a caracteristicas
biolégicas o fenotipos expresados en términos de virulencia, patogenicidad o desarrollo in vitro. Sin embargo en
Sudamérica y en particular en Brasil, se ha demostrado una mayor diversidad genética, identificando aislamientos atipicos.
En el Laboratorio de Inmunoparasitologia, desde hace mas de 15 afios se estan desarrollando métodos de diagndstico
directos, como el aislamiento del protozoo a partir de muestras de tejidos provenientes de diferentes especies de animales
domésticos y de zooldgico y mas recientemente se han obtenido los primeros aislamientos a partir de infecciones
congénitas en humanos. La caracterizacién molecular de los mismos se ha realizado utilizando 9 marcadores con métodos
de nested- PCR-RFLP. Son particularmente interesantes desde el punto de vista epidemioldgico los aislamientos atipicos I-IlI
obtenidos de pollos con infeccién subclinica y I-lI-Ill aislado de abortos de cabras, considerando que la mayoria de las cepas
aisladas patdgenas para el raton y relacionadas con infecciones oculares severas para el hombre son del tipo | o
combinaciones I-lll. Hasta 2015 se realizaron 34 genotipificaciones provenientes de aislamientos del parasito o bien de
ADN, 18 de ellos identificados como atipicos. Se demostrd que los pollos criados en traspatio son excelentes indicadores de
la contaminacién ambiental con ooquistes. Seria importante relacionar los genotipos hallados en animales con los que
recientemente se han identificado en seres humanos, determinado el origen y distribuciéon de los mismos. El riesgo de
infeccién y el tipo de manifestaciones clinicas de la poblacion humana y animal podrian verse influenciados por las
condiciones del medio ambiente que habitan. Dado que en Argentina se encuentran genotipos tipicos y atipicos, los
estudios de caracterizacién molecular que se estan llevando a cabo nos permitirdan conocer mas profundamente la
epidemiologia regional de la toxoplasmosis.

MR8.4- EPIDEMIOLOGIA DE INFECCIONES POR BABESIA BOVIS Y B. BIGEMINA DE BOVINOS Y BUFALOS DE AGUA
CRIADOS JUNTOS EN CAMPOS HIPERENDEMICOS

Dora Romero-Salas(l*), Anabela Mira(z*), Juan Mosqueda(3), Zeferino Garcia-dequezM), Mario Hida/go-Ruiz{3), Noot A Ortiz

Vela(l), Adalberto Perez de Leén(5), Monica Florin-Christensen (2’5), Leonhard Schnittqer(z’s) .

*Contribuyeron igualmente al trabajo

M racultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad Veracruzana, Veracruz, Mexico. @instituto de Patobiologia,
CICVyA, INTA-Castelar. ®Eacultad de Ciencias Naturales. Universidad Auténoma de Querétaro, Campus Juriquilla, México.
“centro Nacional de Investigacion Disciplinaria en Parasitologia Veterinaria, INIFAP, Jiutepec, Morelos, México. CIUSDA-ARS
Knipling-Bushland, Kerrville, Texas, USA. "CONICET, Ciudad Auténoma de Buenos Aires, Argentina. E-mail:
schnittger.leonhard@inta.gob.ar

Babesia bovis y B. bigemina son agentes causales de babesiosis bovina, una enfermedad transmitida por garrapatas en
regiones tropicales y subtropicales, que afecta severamente la salud del ganado y genera pérdidas econdmicas
considerables en todo el mundo. En situaciones hiperendémicas, se desarrolla una estabilidad enzodtica en la que los
animales no muestran sintomas pero estdn crénicamente infectados con parasitemias extremadamente bajas. Ademas de
los bovinos, los bufalos de agua también pueden infectarse con ambas especies de Babesia, resultando en infecciones
inaparentes. En este estudio se determind y comparo la tasa de infeccion (por PCR) y la inmunidad del rodeo (por IFAT) de
bovinos y bufalos de agua criados bajo las mismas condiciones en campos de un area de estabilidad enzodtica. Para
optimizar la deteccion directa de los parasitos, se desarrollaron nuevos ensayos de PCR anidada (nPCR) para cada uno de
los dos patégenos. Se observaron porcentajes de seropositividad significativamente mas bajos en bufalos de agua que en
bovinos para B. bovis (71,4 % vs. 98 %) y B. bigemina (85 % vs. 100 %). Estas diferencias fueron considerablemente mas
pronunciadas cuando la deteccién de los parasitos fue directa por nPCR (16,2 % vs. 82,3 % y 24 % vs. 94,1 % para B. bovis y
B. bigemina, respectivamente). Como era esperado, los bovinos sujetos a controles sanitarios mostraron una tasa de
infeccidn significativamente mas baja determinada por nPCR comparada con la de bovinos no criados bajo estas medidas
(B. bovis 33,3 % vs. 90,7 %; B. bigemina 80 % vs. 96,5 %). Sin embargo, no se observaron diferencias entre estos grupos con
respeto a seropositividad, sugiriendo tasas similares de exposicion al parasito. Por nPCR, se determind que la infeccidn de
bifalos de agua con ambos parasitos era significativamente mads alta cuando fueron criados juntos con bovinos sin
controles sanitarios que cuando fueron criados con bovinos bajo control sanitario o sin bovinos Se observaron algunas
diferencias en las tasas de infeccion y seropositividad con respeto a edad y género que merecen estudios adicionales. En
resumen, nuestras observaciones indican que los bufalos de agua son mucho mas capaces de limitar y eliminar las
infecciones con Babesia spp., posiblemente por tener una defensa inmune mas eficiente. Ademas, la presencia de
reservorios bovinos de Babesia spp. parece aumentar las tasas de infeccion de bufalos de agua criados en los mismos
campos.
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CO1- Coordinadores: Claudio Pereira - Vanina Alvarez
ByBM26- TOXOPLASMA GONDII TGJ1 (TYPE | HSP40) RELOCALIZES TO PARASITE PELLICLE DURING GLIDING

Jonathan Munera Lopez, MJ Figueras, Maria Corvi, Sergio O Angel.

1IB-INTECH.

BYBM37- ADAPTACION DE TRYPANOSOMA VIVAX AMERICANO A LA TRANSMISION MECANICA: REMODELACION DEL
KINETOPLASTO

Gonzalo Greif”, Matias Rodriguez, Armando Reyna-Bello, Carlos Robello, Fernando Alvarez-Valin.

O institut Pasteur, Montevideo, Uruguay.

ByBM58- ANALISIS DE PERFILES DE EXPRESION GENICA GLOBAL EN EL CICLO CELULAR DE TRYPANOSOMA CRUZI

Santiago R Chdvez Garcia“), Guillermo Eastman, Pablo Smircich, José R Sotelo Silveira, Beatriz Garat, Maria A Duhagon
Serrat.

Begcultad de Ciencias, UdelaR, Montevideo, Uruguay.

CO2- Coordinadora: Soledad Santini

EyV13- ESTADO ACTUAL DE LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS PIRETROIDES EN TRIATOMA INFESTANS (REDUVIIDAE:
TRIATOMINAE) DE DIFERENTES PROVINCIAS ARGENTINAS

Georgina Fronza”), Ariel C Toloza, Maria | Picollo, Gaston A Mougabure Cueto.

Meentro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas, CONICET-CITEDEF.

DyQ2- LEISHMANIOSIS CANINA: ESTUDIO DIAGNOSTICO TRANSVERSAL EN PERROS DE AREA ENDEMICA DE LA
PROVINCIA DE MISIONES, ARGENTINA

Diego Eiras, M Leila Man’n”}, M Cecilia Nevot, Gaston A Moré, Andrea Dellarupe.

@} aboratorio de Inmunoparasitologia. Departamento de Epizootiologia y Salud Publica, FCV, UNLP, La Plata, Buenos Aires.
DyQ?29- EFECTO SINERGICO ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DE BENZNIDAZOL COMBINADO CON CLOMIPRAMINA

Monica C Garcia”), Nicolds E Ponce, Liliana M Sanmarco, Rubén H Manzo, Héctor W Rivarola, Alvaro F Jimenez-Kairuz, M
Pilar Aoki.

M Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA)-CONICET. Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba.

DyQ19- TRATAMIENTO INTERMITENTE DE BENZNIDAZOL COMBINADO CON ALOPURINOL EN LA INFECCION CRONICA
MURINA POR T. CRUZI NICARAGUA (TcN)

Lujan Scalise, Marcela Rial, Mdnica | Esteva, Jacqueline Bua, Nilda Prado, Adelina Riarte, Laura E. Fichera.
INP Dr. M. Fatala Chaben ANLIS/Malbrdn.

CO3- Coordinador: Juan Mucci

IyP2- LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE TCTASV-C DE TRIPOMASTIGOTES DE TRYPANOSOMA CRUZI SE SECRETAN
MAYORITARIAMENTE EN VESICULAS PEQUENAS
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Lucas Caeiro, Daniel O Sdnchez,Valeria Tekiel.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas "Dr. Rodolfo A. Ugalde", 11B-INTECH, UNSAM CONICET.

lyP9- ACTIVATION OF DENDRITIC CELLS BY GIARDIA VARIANT-SPECIFIC SURFACE PROTEINS (VSP) AND VSP-PSEUDOTYPED
VIRUS-LIKE PARTICLES

Lucia L. Rupil, Marianela C. Serradell, Romdn A. Martino, Pablo R. Gargantini, Hugo D. Lujdn.

Center for Research and Development in Immunology and Infectious Diseases (CONICET), Laboratory of Biochemistry and
Molecular Biology, School of Medicine, Catholic University of Cordoba. Cordoba. Argentina.

lyP4- TRYPANOSOMA CRUZI POTENCIA LA POLARIZACION ALTERNATIVA DE MACROFAGOS EN TEJIDO ADIPOSO VISCERAL
Y FAVORECE LA PROGRESION A DIABETES EN RATONES OBESOS

Maria E. Cabalén, Maria F. Cabral, Marta C. Andrada, Liliana M. Sanmarco, Maria P. Aoki, Susana Gea, Roxana C. Cano™?.

Wrgcultad de Ciencias Quimicas, UA Area CS. AGR. ING. BIO Y S CONICET. Universidad Catdlica de Cérdoba, Cérdoba.
@centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET), Cérdoba.

CO4- Coordinadores: Henrique Ferreira y Mara Rosenzvit

ByBM18- EL ANTIGENO B DE ECHINOCOCCUS GRANULOSUS: UNA PROTEINA DE UNION A LiPIDOS EN LA INTERFAZ
HOSPEDERO-PARASITO

Ana Maite Fo/le(l), Valeria Silva-Alvarez, Eduardo S Kitano, Leo K Iwai, Ana M Ferreira.

Wcgtedra de Inmunologia, Facultad de Ciencias/Facultad de Quimica, Universidad de la Republica (UdelaR), Montevideo,
Uruguay.

ByBM30- ANALISIS DE LA SECRECION DE VESICULAS EXTRACELULARES EN MESOCESTOIDES CORTI

Maria E Ancarola”), Antonio Marcilla, Carolina Poncini, Mara Rosenzvit, Marcela Cucher.

@ IMPaM, Universidad de Buenos Aires.

lyP1- ANTIBODY-DEPENDENT CELLULAR CYTOTOXICITY MECHANISMS: ROLE IN BALB/C AND C57BL/6 MICE DIFFERENTIAL
SUSCEPTIBILITY TO ECHINOCOCCUS GRANULOSUS INFECTION

Gustavo Mourglia Ettlin, Sylvia Demattei.

Cdtedra de Inmunologia Facultad de Quimica Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay.

DyQ13- ESTUDIO IN VIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE NANOCRISTALES DE ALBENDAZOLE SOBRE EL ESTADIO
LARVAL DE ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS

Patricia Pense/(l),
Elissondo.

Alejandro Paredes, Clara M Albani, Daniel Allemandi, Sergio Sanchez Bruni, Santiago D Palma, Maria C

@ aboratorio de Zoonosis Parasitarias, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Mar del Plata.
CONICET

CO5- Coordinadores: Vanina Alvarez - Claudio Pereira

ByBM1- COMPARATIVE SECRETOME ANALYSIS OF TWO TRYPANOSOMA CRUZI STRAINS DURING THE EMERGENCE OF
TRYPOMASTIGOTES FROM CELLS

Jean-Yves Brossas(l), George Palazon, Manuel Chapelle, Luc Paris, Dominique Mazier, Ernesto Gullin, Margarita Bisio, Jaime
Altcheh.

M Université Pierre et Marie Curie-Paris 6, UMRS1135, Hépital Pitié-Salpétriére, Service de Parasitologie-Mycologie. Paris,
France.

ByBM36- TRYPANOSOMA CRUZI PROTEIN LIPOILATION PATTERN IS MODIFIED BY THE LIPOATE BIOSYNTHESIS/SALVAGE
INHIBITOR 8-BROMO-OCTANOATE AND ITS METHYL DERIVATIVE
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COMUNICACIONES ORALES

Paola Vacchina, Daniel A Lambruschi, Antonio D Uttaro.

IBR-CONICET.
ByBM60- INTERACTOMA REDOX DE TRYPANOSOMA CRUZI: EL PAPEL DE LAS TRIPARREDOXINAS

Maria D Piﬁeyrom, Diego G Arias, Adriana Parodi-Talice, Alberto A Iglesias, Sergio A Guerrero, Carlos Robello.

DUnidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur Montevideo: Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Montevideo-Uruguay.

CO6- Coordinador: Sergio Sosa Estani

DyQ36- COMPARACION DE NUEVOS METODOS DE AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ADN (LAMP Y RPA-LF) PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION CONGENITA POR TRYPANOSOMA CRUZI.

Rocio Riverom, Alejandro Castellanos-Gonzalez, Omar Saldarriaga, Elsa B Veldzquez, Mdnica | Esteva, Margarita Bisio,
Bruno Travi, Andrés M. Ruiz.

@ instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben.
DyQ38- FORMULACION MAGISTRAL DE BENZNIDAZOL: TRATAMIENTO EN CHAGAS CONGENITO

Maria A. Serjan(“, Maria T. Orcinoli, Karenina Scollo.
Dital Juan A. Fernandez, CABA

DyQ8- TRANSFERENCIA DE ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE CHAGAS CONGENITO AL SISTEMA
SANITARIO PUBLICO NACIONAL: ENSAYO DE IMPLEMENTACION

Carolina | Cura, Juan C Ramirez, Constanza Lopez AIbizum, Karenina Scollo, Sergio Sosa-Estani.

@ nstituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chaben", ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran".
DyQ18- DIAGNOSTICO DE CHAGAS CONGENITO: ¢{PODEMOS MEJORAR EL ALGORITMO DE TRABAJO?

Romina Volcovich, Nicolds Gonzdlez, Samanta Moroni, Guillermo Moscatelli, Griselda Ballering, Margarita Bisio, Indira D
Amico, Facundo Garcia Bournissen, Jaime Altcheh.

Servicio de Parasitologia y Chagas — Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires.

CO7- Coordinadora: Fernanda Frank

IyP6- EVALUACION DE LA RESPUESTA CELULAR HACIA TRYPANOSOMA CRUZI EN PACIENTES CON SEROLOGIA
DISCORDANTE

Melisa D. Castro Eiro(l), Maria G. Alvarez, Gretchen Colley, Rodolfo Viotti, Maria C. Albareda, Marcos Petti, Rick L. Tarleton,
Susana Laucella.

@ instituto Nacional de Parasitologia “Dr. M. Fatala Chaben".

lyP14- ESTRATEGIAS DE INMUNIZACION “PRIME — BOOST” EN RATONES COMBINANDO VECTORES VIRALES NO
REPLICATIVOS QUE EXPRESAN UN MULTIANTIGENO CONTRA BABESIA BOVIS

José M. Jaramillo Ortiz, Martina S Paoletta, Maria P Molinari, Maria J Gravisaco, Maria P Del Médico, Silvina E Wilkowsky.

Laboratorio de Hemopardsitos. CICVyA- INTA, Castelar.

IyP17- MITOCONDRIAS DE MUSCULO ESQUELETICO Y FRACCION LINFOMONOCITARIA COMO MARCADORES DE DANO
MIOCARDICO EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Alejandra L. Bdez, Maria S. Lo Presti, Maria N. Reynoso, Paola C. Bazan, Mariana Strauss, Noemi Miler, Daniela A. Velazquez
Lopez, Hector W. Rivarola, Patricia A. Paglini.

Centro de Estudios e Investigacion de la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis. Fac de Ciencias Médicas. U.N.C. Cordoba,
Argentina. INICSA-CONICET.
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CO8- Coordinadora: M. Victoria Cardinal

DyQ3- EVALUACION DE TSSA COMO MARCADOR DE EFECTIVIDAD EN EL TRATAMIENTO CONTRA LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

Virginia Balouz”), Luciano J Melli, Romina Volcovich, Guillermo Moscatelli, Samanta Moroni, Nicolas Gonzalez, Andrés E
Ciocchini, Carlos A Buscaglia, Jaime Altcheh.

Winstituto de Investigaciones Biotecnoldgicas “Dr. Rodolfo A. Ugalde” (UNSAM-CONICET), Buenos Aires.
DyQ11- DESARROLLO DE UN NUEVO ANTIGENO MULTIEPITOPE PARA OPTIMIZAR EL DIAGNOSTICO DE CHAGAS

Luz Peverengo(l), Valeria Garcia, Bruno Belluzo, Andrea Racca, Luz Rodeles, Miguel Vicco, Luis Gugliotta, Claudia Lagier,
Verénica Gonzalez, lvan Marcipar.

@1 aboratorio de Tecnologia Imunoldgica, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral,
Sante Fe, Argentina.

DyQ15- PROGRAMA DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO PARA EL MONITOREO POR PCR EN TIEMPO REAL EN ENSAYOS
CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Juan C Ramirez”), Rudy Parrado, Elena Sulleiro, Sandro Villarroel, Anabel de la Barra, Marcelo Rodriguez, Lucia Irazu, Maria
de los A Curto, Lineth Garcia, Israel Molina, Isabela Ribeiro, Alejandro G Schijman.

Winstituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI-CONICET),

EyV24- INFECCIONES UNICAS Y MULTIPLES POR TRYPANOSOMA CRUZI Y SU ASOCIACION CON LOS ANTECEDENTES
EPIDEMIOLOGICOS

Maria Laura Bizai“), Lorena V Olivera, Florencia Petroli, Mariana Baroni, Antonella Simonetto, Elena Ross, Gustavo Fossaroli,
Marcelo Leguizamdn, Diana Fabbro, Cristina Diez.

@centro de Investigaciones sobre Endemias Nacionales-FBCB-UNL.
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SECCION: EPIDEMIOLOGIA Y VECTORES (EyV)

EyV1- CARACTERIZACION HEMATOLOGICA Y EPIDEMIOLOGICA DE LA HEPATOZOONOSIS CANINA EN EL SUR DEL GRAN
BUENOS AIRES

Diego F Eiras”’z), Carla F Scodellaro(z’a), Dario Vezzani™®,

@y aboratorio de Inmunoparasitologia. Departamento de Epizootiologia y Salud Publica, FCV, UNLP. @ aboratorio DIAP
(Diagndstico en Animales Pequerios), Banfield, Buenos Aires. )1 aboratorio Central. FCV, UNLP. “instituto de Ecologia,
Genética y Evolucion (CONICET-UBA), Ciudad Universitaria, Buenos Aires. ®)CONICET. E-mail: bpleiras@gmail.com

La hepatozoonosis canina es una enfermedad parasitaria trasmitida por garrapatas, causada por protozoarios del género
Hepatozoon (Apicomplexa, Eucoccida). En Argentina, fue detectada recién en 1999 y Hepatozoon canis fue identificado
como agente etioldgico en 2007. Con el objetivo de caracterizar la enfermedad en perros del sur del Gran Buenos Aires, se
analizaron los resultados del hemograma en 100123 muestras clinicas de sangre canina, remitidas entre 2002-2013 al
Laboratorio DIAP. La presencia de gamontes de Hepatozoon se detecté mediante observacion microscopica de frotis
sanguineos coloreados con May Griinwald-Giemsa. Se registraron 2328 (2,3%) muestras positivas, observandose el parésito
generalmente en neutréfilos y mds raramente en monocitos (menos del 1 % de las veces). La parasitemia fue elevada (> de
800 gamontes/ul), moderada (entre 100 y 800) y baja (< 100) en el 29,2%, 46,7% y 18,6% de las muestras, respectivamente.
El 56,9% de los casos presentd anemia, que se clasificd en no regenerativa (69,7%), regenerativa (18,6%) y muy
regenerativa (11,7%). Si bien solo el 36,3% tenia leucocitosis, el 74,1% de los perros parasitémicos presentaba leucograma
inflamatorio (constatable en la férmula leucocitaria absoluta como neutrofilia con o sin leucocitosis, neutrofilia con o sin
desvio a la izquierda y desvio a la izquierda con o sin neutrofilia). Desde la perspectiva epidemioldgica, se registré una
marcada variacidn estacional de la prevalencia, con maximas en verano (hasta 5,9%) y minimas en invierno (entre 0,1 y
0,7%). La prevalencia fue significativamente mayor en perros machos (X2=48.548 P<0.001), de razas mestiza (x2=385.650
P<0.001), y menores de 1 afio (X2(2)= 68.29, P<0.001). El presente estudio demuestra que la infeccion por H. canis es
endémica en el sur del Gran Buenos Aires, y que mas del 50% de los perros infectados presentan anomalias hematoldgicas
y niveles de parasitemia entre medianos y altos. La hepatozoonosis debe ser considerada como parte del diagndstico de
rutina, especialmente en los meses calidos donde hay mayor abundancia de garrapatas.

EyV2- CARACTERIZACION DE PATOGENOS TRANSMITIDOS POR VECTORES EN CANINOS DE LA CIUDAD DE GUAYAQUIL,
ECUADOR

Diego Eiras(l’z), Ernesto J. Olaya MartinezB), Gastén A Moré™?.

@ aboratorio DIAP (Diagndstico en Animales Pequefios), Banfield, Buenos Aires. @ aboratorio de Inmunoparasitologia.
Departamento de Epizootiologia y Salud Publica, FCV, UNLP. G aboratorio Diagnovet, Guayaquil, Ecuador. “CONICET. E-
mail: bpleiras@gmail.com

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos son causadas por distintos patdgenos (bacterias, protozoarios y
helmintos), cuya transmision depende de la bionomia y distribuciéon de ciertos vectores competentes (garrapatas,
flebétomos, mosquitos, etc.). El presente trabajo tuvo como objetivo detectar la presencia y describir los hallazgos
hematoldgicos asociados a la infeccidn con patdgenos de transmision vectorial en 500 muestras de perros de la ciudad de
Guayaquil (Ecuador), utilizando técnicas hematoldgicas y posterior confirmacién con técnicas moleculares. Mediante
microscopia éptica se detecté una tasa de infeccion general del 8%, conformada por piroplasmas intraeritrocitarios,
mérulas intraleucocitarias y microfilarias circulantes en el 5%, 2,2% y 0,8% respectivamente. No se registraron
coinfecciones con esta metodologia. Se realizé PCR especifica para los 3 grupos de patégenos y las secuencias obtenidas de
los productos de amplificacion se compararon con las secuencias reportadas en el Genbank. Se obtuvo 100% de identidad
con Babesia vogeli en 3 de las muestras con piroplasmas intraeritrocitarios. Ademas, el tratamiento con enzimas de
restriccion de los amplicones de todos los positivos a piroplasmas (25 muestras) mostré un patron de corte caracteristico
para la misma especie. Por otro lado, se obtuvo un 99-100% de identidad con Ehrlichia canis en las muestras que
presentaron morulas intraleucocitarias. Para finalizar, en 3 de las 4 muestras con microfilarias se obtuvo 99-100% de
identidad con Dirofilaria immitis y 100% de identidad con Dipetalonema (Acanthocheilonema) reconditum en la muestra
restante. En los animales infectados, las principales alteraciones hematoldgicas detectadas fueron: anemia, policromasia,
trombocitopenia, y presencia de macroplaquetas y monocitos activados. El presente estudio constituye la primer
descripcién molecular de B. vogeli, E. canis, D. immitis y A. reconditum en perros de la ciudad de Guayaquil.

EyV3- EPIDEMIOLOGIA DE LA CRIPTOSPORIDIOSIS EN TERNEROS DE RODEOS LECHEROS
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Carlos J Garro”}, Gabriel E Morici(l), Maren Ebingerm, Mariela L Tomazic(1’3), Leonhard schnittger(1’3) .

WINTA. @ Asesor privado. BICONICET. E-mail: garro.carlos@inta.gob.ar

Con el objeto de contribuir al conocimiento de la epidemiologia de Cryptosporidium spp. en terneros de rodeos lecheros se
realizd un estudio observacional transversal. Se investigd la relacién entre la excrecidon de ooquistes de Cryptosporidium
spp. con la falla en la transferencia de inmunidad pasiva (FTI) y la paridad de la madre (multiparas versus primiparas).
Muestras fecales fueron extraidas de 120 terneros de entre 1 y 77 dias de edad pertenecientes a 5 rodeos lecheros. Los
corrales de maternidad de vacas primiparas y multiparas estaban separados. El diagndstico de Cryptosporidium spp. se
realizé mediante frotis directo de materia fecal utilizando la tincién de Kinyoun. Se evaludé la FTI a través de la
determinacioén de las proteinas séricas totales (< 5,5 g/dL) por refractometria en la sangre de todos los terneros de entre 2 y
8 dias de edad. El analisis se realiz6 por regresion logistica utilizando el programa Statistix. El 25% (27/120) de los terneros
fueron positivos a Cryptosporidium spp. La edad media de los terneros positivos fue de 12 dias (minimo= 6; maximo= 21),
indicando que la excrecion de ooquistes de Cryptosporidium spp. ocurre principalmente entre la segunda y tercer semana
de vida. La FTl en terneros no estuvo asociada a la excrecién de ooquistes de Cryptosporidium spp. (OR=0,67; IC95%= 0,26-
1,68; P=0,3903). Ese resultado, en consistencia con la literatura, sugiere que la inmunidad pasiva no protegeria frente a la
infeccion por Cryptosporidium spp. Los terneros nacidos de vacas multiparas tuvieron 10 veces (OR=9,7; IC95%= 2,7-34; P=
0,0004) mas chances de excretar ooquistes de Cryptoporidium spp. en relacion a los terneros nacidos de vacas primiparas.
Los resultados sugieren que los terneros podrian adquirir la infeccion durante las horas subsiguientes al parto y que los
corrales de maternidad de vacas multiparas tendrian una mayor contaminacidn ambiental con ooquistes de
Cryptosporidium spp. que los corrales de vacas primiparas.

EyV4- ESTUDIO DE LA TASA DE INFECCION EN BOVINOS POR ESPECIES DEL GENERO TRYPANOSOMA EN ARGENTINA
MEDIANTE PCR

Martina S Pao/etta(l), Carlos Luciani(z), Ludmila S Lopez Arias(l), Maria V Rossner(z), Marisa D Farber(l), Silvina E Wilkowsky(l) .

instituto de Biotecnologia, INTA. 2EEA INTA Col. Benitez, Chaco. E-mail: paoletta.martina@inta.gob.ar

La tripanosomiasis causa pérdidas econdmicas en la ganaderia de regiones tropicales y subtropicales. Las especies
causantes son T. vivax y T. evansi, patégenos de bovinos y equinos respectivamente. T. theileri no es patégeno aunque
puede ser virulento en presencia de otros parasitos. En Argentina los reportes de T. vivax se basan sélo en la observacion
microscépica de frotis. El objetivo del trabajo fue realizar un relevamiento de la presencia de tripanosomas bovinos en
Argentina a nivel molecular para detectar e identificar las especies presentes. Se tomaron 92 muestras de sangre en 2
establecimientos de Formosa. Se amplificé por PCR una region del gen 18SrRNA parcialmente conservada entre especies
que permitid su identificacion por secuenciacién y realizar estudios filogenéticos. Con las secuencias se realizd una
bldsqueda por BLASTn, alineamientos con ClustalW y arboles de maxima similitud con el software MEGA. Se observé una
alta tasa de infeccidn (39%) por tripanosomas en la region encontrandose T. vivax (12%) y T. theileri (15%); no se hallé T.
evansi. Ademas se encontraron diferencias en la distribucidn de las especies entre los establecimientos. El anélisis
filogenético mostréd que ambas especies se agrupan en ramas diferenciadas: en T. theileri la secuencia obtenida resulté
idéntica entre todos los aislamientos y en T. vivax las muestras se distribuyen en 2 grupos filogenéticamente separados.
Sorprendentemente en ambos establecimientos se identificaron 12 muestras con una secuencia distinta a T. vivax y T.
theileri con un 91% de identidad con una especie de tripanosoma no identificada. Estas muestras forman un grupo
separado del resto sugiriendo la existencia de una nueva especie de tripanosoma bovino aun no descripta. Este trabajo
constituye un primer relevamiento molecular de la presencia de tripanosomas bovinos en Argentina. Estudios posteriores
permitiran analizar su distribucién en otras regiones y confirmar la identidad del nuevo grupo identificado.

EyV5- PHLEBOTOMINAE (DIPTERA: PSYCHODIDAE) EN EL ESTRATO HORIZONTAL Y VERTICAL, EN UNA ZONA INUNDABLE
DE LA PROVINCIA DEL CHACO, ARGENTINA

Matias A Parras(l), Juan R Rosa(l), Enrique A Szelag(l), Daniel O. Salomén™.
@instituto de Medicina Regional - Universidad Nacional del Nordeste. @ nstituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT). E-
mail: parrasmatias@gmail.com

Los flebétomos son vectores naturales de protozoarios del género Leishmania, los cuales son agentes etioldgicos de la
leishmaniasis tegumentaria y visceral. En el bosque subtropical el suelo y la copa de los arboles pueden ser vistos como
diferentes habitats, con componentes fisicos y bioldgicos distintos, y precisamente uno de los criterios para incriminar a las
especies de Phlebotominae como potenciales vectores de Leishmaniasis para el hombre, es el periodo de alimentacion a
nivel del suelo. Estudiar la distribucion de especies vectores en varios niveles de estratificacion vertical, aporta datos para
determinar el grado de interaccion Phlebotominae/fuente de alimentacidon. Se seleccionaron dos viviendas habitadas en la
localidad de Puerto Antequeras (27° 26’ 34"S, 58° 50’ 57”0), que presenten las caracteristicas de “peor escenario
epidemioldgico”. En cada una se escogieron tres arboles en el bosque, distantes 100 mts. entre si, siguiendo una transecta
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en profundidad desde el peridomicilio. En cada uno de los arboles se colocaron mensualmente dos trampas de luz tipo CDC
de una noche de permanencia (19:00 a 9:00hs), a 1,5 mts. y 10 mts. de altura. De enero a diciembre del 2012 se capturaron
26068 Phlebotominae en el estrato horizontal, registrandose: Nyssomyia neivai (98,64%), Migonemyia migonei (0,82%),
complejo cortelezzii (0,43%), Brumptomyia brumpti y Nemapalpus sp. (0,05%), Lutzomyia longipalpis (0,01%) vy
Psathyromyia shannoni (0,004%). Mientras que en el trato vertical se capturaron 1460 ejemplares, correspondientes a: Ny.
neivai (95,27%), Mg. migonei (3,36%), complejo cortelezzii (1,1%), Lu. longipalpis, Br. brumpti, Micropygomyia quinquefer y
Nemapalpus sp (0,07%). Estos resultados permiten resaltar la presencia de especies vectores de Leishmaniasis
Tegumentaria y Visceral en la zona, en proximidad al ser humano y los animales. Se destaca la gran abundancia de Ny.
neivaiy la presencia de Lu. longipalpis tanto en el estrato horizontal como en el vertical.

EyV6- CRIADEROS NATURALES DE PHLEBOTOMINAE (DIPTERA: PSYCHODIDAE) EN UNA ZONA INUNDABLE DE LA
PROVINCIA DEL CHACO, ARGENTINA

Matias A Parras(l), Enrique A Szelag(l), Juan R Rosa(l), Daniel O Salomén'.
instituto de Medicina Regional - Universidad Nacional del Nordeste. @ instituto Nacional de Medicina Tropical (INMeT). E-
mail: parrasmatias@gmail.com

La mayor parte de los estudios sobre flebotominos relacionados con la leishmaniasis se refieren a trabajos de abundancia y
diversidad de los imagos y su papel vectorial, pero poco se sabe de sus sitios de preferencia para la realizacion del ciclo
biolégico en condiciones naturales. Una de las razones se debe a que estos sitios son extremadamente dificiles de hallar,
principalmente debido a las dificultades de extraccién de los estados inmaduros de las muestras de suelo y materia
organica donde se los puede encontrar. Se seleccionaron dos viviendas habitadas en la localidad de Puerto Antequeras
(27°26'34"S, 58°50'57"0), que presenten las caracteristicas de “peor escenario epidemioldgico”. En cada una se instalaron
20 trampas de emergencia modificadas a partir del disefio de Casanova (2013), distribuidas en el domicilio (base de paredes
externas de la vivienda), peridomicilio (gallineros, corrales y caniles) y bosque (base y oquedades de arboles, base de
Bromeliaceae y troncos caidos). Las trampas fueron verificadas cada 15 dias, permanecieron en el sustrato durante 60 dias
y luego fueron reubicadas dentro del mismo ecotopo y punto de muestreo. Este procedimiento se repitié durante 2 afios
consecutivos. Desde abril de 2013 hasta abril de 2015 se obtuvieron 13 ejemplares adultos de Nyssomyia neivai (8 machos
y 5 hembras). Estos se distribuyeron entre 6 trampas de las cuarenta instaladas en total entre las dos viviendas. De estas
trampas, dos correspondieron al peridomicilio (gallinero) y las cuatro restantes al bosque (dos ubicadas en base de arbol,
una en oquedad de arbol y una en base de tronco caido). Se estimé una produccién de 3,60 fleb6tomos/100m?/dia.
Conocer y caracterizar los sitios de cria aplicando varias técnicas asociadas, permitird el desarrollo de disefios especificos
para conocer la distribucidon espacial de riesgo del vector en areas vulnerables, asi como también proponer y evaluar
medidas de intervencion comunitaria (ambiental) e institucional (quimica).

EyV7- LEISHMANIASIS VISCERAL EN EL NEA Y LOS CONOCIMIENTOS DE ESTUDIANTES UNIVERSITARIOS FORMOSENOS DE
CIENCIAS DE LA SALUD. ANO 2014

Diana Iris Muracciole, Alejandro Romero, Claudia Rodriguez, Maria de los A Lépez, Margarita Murdoch.
Universidad Nacional de Formosa. E-mail: irismura@hotmail.com

INTRODUCCION: La leishmaniasis visceral (LV), antropozoonosis grave, potencialmente letal y epidémica, registra unos 500
mil casos nuevos y 50 mil muertes por afio en el mundo. Las migraciones, reservorios (perros), la complejidad de la
prevencion y la coinfeccion con VIH facilitan la transmision del agente causal -protozoario del género Leishmania, por
picaduras de flebotomineos del género Lutzomya- en dreas urbanas, afecta mas a mujeres y menores de 14 afios.
OBJETIVO: Describir la situacion actual de LV en el Noreste Argentino (NEA) y el nivel de conocimientos sobre la
enfermedad de alumnos avanzados de las carreras de técnicos de laboratorios clinicos y de enfermeria de la FCS-UNaF.
METODOLOGIA: Estudio cuantitativo-descriptivo que analiza datos nacionales de las enfermedades de notificacidon
obligatoria y de las encuestas autoadministradas a 104 estudiantes de la FCS-UNaF. RESULTADOS: Del afio 2.006 al 2.014 el
NEA reporta 113 personas con LV. Son 101 de Misiones, 12 de Corrientes y ninguna de Chaco y Formosa. En el afio 2.008 el
8,4% de los perros de Clorinda (Formosa) eran positivos a LV. De los estudiantes encuestados, el 66% acusa un nivel de
conocimientos sobre LV entre regular e insuficiente (de 20 respuestas correctas propuestas reconoce menos de 10). El 37%
identifica la etiologia, 22% al vector; 33% la clinica, 38% el diagndstico, 11% el tratamiento y 10% al grupo de riesgo.
CONCLUSIONES En el panorama de aumento progresivo de LV previsto por la OMS a nivel mundial, de presentaciones de
casos humanos y caninos hallados positivos en el NEA, el desconocimiento encontrado en los estudiantes encuestados -
cuidadores de la salud en formacién- compromete la eficiencia asistencial, promocién y prevencion de la LV. Estos datos
fueron el insumo del diagndstico inicial y para el disefio de ajustes por parte de las areas correspondientes. La reiteracion
de la encuesta en las préximas cohortes, permitira evaluar los cambios por ellas introducidos.

46



EyV8- TOXOPLASMOSIS: CONOCIMIENTOS Y PREVALENCIA EN ALUMNOS DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL DE FORMOSA,
ANO 2.013

Diana Iris Muracciole, Alejandro Romero, Maria de los A Lépez.
Universidad Nacional de Formosa. E-mail: irismura@hotmail.com

La toxoplasmosis, de amplia difusidn mundial, esta presente en el 60% de la poblacién Argentina. Autolimitada en personas
inmunocompetentes, resulta severa en el recién nacido de madre primoinfectada durante la gestacién. La prevalencia en
embarazadas de Formosa varia de 49,8% en el afo 2.000 a 37,5% en el 2.008. Esta disminucion aumenta el riesgo a
primoinfeccion en el embarazo e incrementa la necesidad de contar con equipos de salud competentes para concientizar a
la poblacion sobre el control de gestantes negativas. Para establecer el nivel de conocimientos sobre toxoplasmosis en
estudiantes de la FCS-UNaF y la prevalencia de anticuerpos en este grupo, se realiza un estudio cuantitativo-descriptivo.
Mediante encuesta autoadministrada a 358 alumnos de las carreras de Enfermeria, Bromatologia, Nutricion y Tecnicatura
de Laboratorio Clinico, se obtienen datos personales y de conocimientos sobre Toxoplasmosis. Se establecié la
seroprevalencia en 203 participantes que aceptaron realizarse la prueba de hemoaglutinacion indirecta para toxoplasmosis.
Se aprecid que: 70% era menor de 30 afios, cada 3 mujeres participd un vardn, 80% estudia enfermeria, 52% presenta un
nivel regular de conocimientos. Los mecanismos de prevencion y trasmision son respectivamente reconocidos en un 22% y
30% por los Técnicos Analisis Clinicos, 18% y 22% por los Enfermeros y 0%por Bromatologia. 41% de las serologias
resultaron Toxoplasmosis positivas. En conclusion el estudiante promedio participante del estudio, es mujer, de menos 30
afios de edad, cursante de enfermeria, con un nivel de conocimientos sobre Toxoplasmosis entre regular e insuficiente. Y
uno de cada 2,5 evidencid infeccion Toxoplasmica, condicién desconocida por la mayoria. Estos hallazgos permiten ajustar
las intervenciones para que la Universidad asegure transferir conocimientos de excelencia, que distinguiran la calidad del
servicio que presten sus egresados en la promocidn, prevencién y cuidado de la salud.

EyV9- EL ZORRO GRIS PAMPEANO (LYCALOPEX GYMNOCERCUS) HOSPEDADOR INTERMEDIARIO DE SARCOCYSTIS SVANAI
N. SP (APICOMPLEXA: SARCOCYSTIDAE)

Nathalia P Scioscia(l’z), Dadin P Moore(z), Gaston Moré{m, Yanina P Hecker(z), Ignacio Gual(‘”, Laura Gos(a‘z), Guillermo M
{1,2)
Denegri™'.

@1 aboratorio de Zoonosis Parasitarias, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UNMdP.
'conicet. PLaboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. “gecario de Iniciacién PICT
2011-1179 MINCYT. E-mail: nathyvet@hotmail.com

Los protozoarios del género Sarcocystis son parasitos intracelulares causantes de infecciones en una amplia variedad de
hospedadores en todo el mundo. Los carnivoros/omnivoros domésticos y silvestres son hospedadores definitivos (HD) de
varias Sarcocystis spp., y eliminan esporocistos por materia fecal. Estos son la fuente de infeccién para los hospedadores
intermediarios (HI, la mayoria herbivoros) en los que se producen quistes tisulares (QT). Sin embargo, se han hallado QT en
canidos silvestres y domésticos. El objetivo de este estudio fue identificar QT de Sarcocystis spp. en diferentes musculos del
zorro gris pampeano (Lycalopex gymnocercus). Se necropsiaron 25 zorros en el acopio de Azul, durante la temporada de
caza comercial habilitada (2012-2013) en Provincia de Buenos Aires. Se tomaron muestras de los tejidos musculares
(lengua, diafragma, masetero, semitendinoso y corazon). Una alicuota fue fijada en formol tamponado al 4% durante 48
horas, para su posterior anadlisis histopatoldgico; la otra se mantuvo a -20°C hasta su homogeneizacién, observacion
microscépica y analisis molecular. La histopatologia reveld la presencia de quistes compatibles con el género Sarcocystis, en
el 60% (15/25) de los zorros analizados. Mediante homogeneizacion y observacion de pool de musculos se observaron QT
en 4 animales. Se realizé PCR al ADN extraido de quistes individuales y de pool de musculos; se obtuvieron un total de 13
muestras positivas. Se seleccionaron 7 amplificados que fueron purificados y secuenciados. Las secuencias consenso
obtenidas (~ 750 pb) fueron idénticas entre ellas y mostraron un 99% de identidad (solo una base de diferencia) con la
secuencia de Sarcocystis svanai n sp. Esta especie fue descripta y diagnosticada solo en musculo de perros y estd asociada
con severas miositis y hepatitis en este hospedador. Este es el primer reporte de S. svanai n sp. en musculos de canidos
silvestres.

EyV10- EL ZORRO GRIS PAMPEANO (LYCALOPEX GYMINOCERCUS) COMO HOSPEDADOR DEFINITIVO DE SARCOCYSTIS SPP.
EN ARGENTINA

Nathalia P Scioscia(l’s’, Gaston Morém), Dadin P Moore(g), Laura Gos(z'g), Yanina P Hecker(3), Ignacio GualM), Guillermo M
{1,3)
Denegri™.

@ aboratorio de Zoonosis Parasitarias, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UNMdP.
@1 aboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNL,. La Plata. (3)Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET), Argentina. “Becario de Iniciacién PICT 2011-1179 MINCYT. E-mail:
nathyvet@hotmail.com
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Sarcocystis spp., son protozoarios parasitos causantes de infecciones en diferentes animales de todo el mundo. Los canidos
son hospedadores definitivos (HD) de varias especies de Sarcocystis con una amplia variedad de hospedadores
intermediarios (HI), en los que se producen quistes tisulares. El zorro gris pampeano (Lycalopex gymnocercus) es uno de los
carnivoros mas abundantes de las areas rurales de la provincia de Buenos Aires (Bs As) y se desconoce su rol en la
epidemiologia de diversas infecciones producidas por protozoos. El objetivo de este estudio fue identificar
esporocistos/ooquistes de Sarcocystis spp. presentes en materia fecal (MF) y en intestino delgado (ID) (raspado intestinal)
de L. gymnocercus de la provincia de Bs As, mediante técnicas coproparasitoldgicas y estudios moleculares. Se colectaron
131 MF (recuperadas del recto) y 33 muestras de ID. Las muestras fueron analizadas por medio de una técnica coproldgica
de flotacién; las muestras con ooquistes/esporocistos fueron sometidas a sedimentacién en agua y concentraciéon por
flotacidn. Se extrajo el ADN a partir de alicuotas del sedimento con un kit comercial. Se realizé PCR dirigida a un fragmento
del gen 18S rRNA (=850 bp). Los amplicones fueron purificados y secuenciados. La infeccidon por Sarcocystis spp. se detecto
en el 13% (17/131) de las MF y en el 36% (12/33) de los ID analizados. Hasta el momento, las secuencias consenso
obtenidas de las muestras positivas mostraron > 99% de identidad con S. albifronsi y/o S. anasi (n=3), S. rileyi (n=1), S.
tenella (n=1) y Cytoisospora ohioensis (n=1); 100% (n=2) y 97% (n=1) de identidad con S. cruzi; 100% con S. miescheriana
(n=1) y 98% con S. turdusi (n=1). Se identificaron molecularmente numerosas especies que tienen como Hl a bovinos, aves,
cerdos y ovinos entre otros. Este estudio representa el primer reporte de L. gymnocercus como HD de varias especies de
Sarcocystis en Argentina.

EyV11- ABUNDANCIA Y PREFERENCIA EN LA ELECCION DEL CRIADERO EN BASE AL COLOR DEL RECIPIENTE DE AEDES
AEGYPTI Y CULEX QUINQUEFASCIATUS, EN COLON, ENTRE RIOS

Nicolas Flaibani(“, Ignacio Matias Barberom, Nora Edith Burronim, Mailen Soledad Garcia Fernandez™.
(I)Grupo de Estudio en Mosquitos, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales-Universidad de Buenos Aires-Instituto de
Ecologia, Genética y Evolucion. @) aboratorio de Neuroetologia CICYTTP-CONICET. E-mail: n.flaiba@hotmail.com

Aedes aegypti (Ae) y Culex quinquefasciatus (Cq) son mosquitos domiciliarios y de importancia sanitaria. Conocer mas sobre
sus sitios de cria puede ayudar a su control. Se estimé la abundancia de estas especies en Coldn, Entre Rios y se analizé la
posible preferencia en el color de los recipientes para la oviposicién. En 2014 (marzo-abril) se visitaron 207 viviendas en
Coldn, se censaron los recipientes que pudieran contener agua y se registrd: presencia de agua, inmaduros de mosquitos y
color del recipiente. Los mosquitos se colectaron e identificaron taxonémicamente. Se calculé para cada especie la media
de criaderos (MC=n° criaderos/n° viviendas visitadas), el % de infestacidn de viviendas (IV) y de recipientes (IR). Los colores
se categorizaron en: amarillo-naranja-rojo (ANR), blanco (B), celeste-verde (CV), negro-gris (NG), marrén (M), transparente
(T) y violeta-azul (VA). Se estudié la relacidn entre el color y presencia de cada especie con un analisis de correspondencia
(AC). Se encontraron 774 recipientes totales, 527 con agua y 132 tenian inmaduros de Ae (IR=25) y 33 de Cq (IR=6,3). La MC
fue de 0,64 (Aa) y 0,16 (Cq), en tanto que la IV resulté de 23,7 (Ae) y 13,5 (Cq). La mayor disponibilidad de sitios de cria (RA)
por color fue: B 25%, NG 21%, M 20%, VA 12%. Pero el porcentaje de ocupacion respecto de esta oferta fue para Ae: 37%
NG, 32% VA, y para Cq: 14% NG y 11% VA. El AC explico el 31,86% de la variabilidad y mostré una asociacién entre la
presencia de inmaduros de ambas especies y los colores VL y NG. Los resultados hallados sugieren una cierta preferencia de
las hembras de Ae y Cq en la oviposicidn por sitios de colores oscuros. En el caso de Ae es consistente con otros autores, en
el caso de Cq existe muy escasa informacidn, algunos lo citan como ecléctico para este caracter y otros coinciden con estos
colores. Por su parte, los altos valores del MC, IR e IV para Ae indicarian una situacion de riesgo para la transmision de
dengue para esta ciudad.

EyV12- CASOS DE NEUROCISTICERCOSIS DIAGNOSTICADOS EN LA CIUDAD DE MAR DEL PLATA

Julia Fabbri(l), Federico lbaﬁez(2’3), Daniela Giraudi(2’3), Carla Far/'as{2’3), Yanina Pérez de Villareal(z), Solange Francard(z),
Carlos Capie/(z"'), Joaquin Averbach(2’3), Maria C Elissondo™.

@y aboratorio de Zoonosis Parasitarias - FCEyN - UNMdP. CONICET .?Facultad de Medicina, UFASTA. ®Hospital HIGA
Alende. “nstituto Radioldégico Mar del Plata. E-mail: julia_fabbri@hotmail.com

La neurocisticercosis (NCC) es la infeccidn del sistema nervioso central causada por el cestode Taenia solium. La Argentina
no es considerada un pais endémico para esta enfermedad. Los fendmenos migratorios de paises limitrofes han generado
la presencia de casos importados, y el asentamiento de portadores de la parasitosis en nuestro pais ha provocado la
aparicion de casos autdctonos. Debido a que no es una enfermedad de denuncia obligatoria, no existen registros oficiales.
El objetivo de este trabajo fue estudiar la epidemiologia de la NCC en la ciudad de Mar del Plata (MDP), Provincia de Buenos
Aires. Se analizaron historias clinicas de pacientes diagnosticados con NCC en MDP, tomando como principal centro de
salud el Hospital Interzonal General de Agudos “Dr. Oscar Eduardo Alende” (HIGA), el cual es el centro de salud de
referencia para la Zona Sanitaria VIII de la Provincia de Buenos Aires. Se accedid a la historia clinica de 14 pacientes
diagnosticados con NCC, muchas de las cuales estaban incompletas en relacién a las variables estudiadas. Nueve son de
nacionalidad boliviana y 5 de nacionalidad argentina. Siete de los pacientes residen en MDP hace mas de 2 afios y 3 residen
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solo unos meses al afio (el resto del afio regresan a Bolivia). El promedio de edad al momento del diagnédstico fue de 35
afos. Ocho pacientes debieron ser internados y a 4 se les realizd tratamiento ambulatorio. Sélo uno requirid cirugia. El
sintoma de presentacién mas comun fue la convulsién, seguido de cefalea. El tratamiento antiparasitario de eleccién fue
albendazol 400 mg c/12 hs. Algunos pacientes también recibieron tratamiento con esteroides y/o tratamiento
antiepiléptico. La mayoria de los pacientes presentaron entre 1-5 quistes, siendo la localizacion mas comdn la
parenquimatica. La presencia de casos humanos evidencia la presencia del ciclo del parasito en la zona. Deberian
planificarse estudios prospectivos para determinar las zonas de riesgo e instrumentar medidas de control.

EyV13-CO2- ESTADO ACTUAL DE LA RESISTENCIA A INSECTICIDAS PIRETROIDES EN TRIATOMA INFESTANS (REDUVIIDAE:
TRIATOMINAE) DE DIFERENTES PROVINCIAS ARGENTINAS

Georgina Fronza”), Ariel C ToIoza(l), Maria | Picollo(l), Gastén A Mougabure Cueto™.

@eentro de Investigaciones de Plagas e Insecticidas, CONICET-CITEDEF, Buenos Aires, Argentina. @centro de Referencia de
Vectores (CeReVe) DETV-MSAL. E-mail: georginafronza@gmail.com

La vinchuca Triatoma infestans (Klug, 1834) es el principal vector en la Argentina del Trypanosoma cruzi, causante de la
Enfermedad de Chagas. La reduccion de la transmisidn vectorial se basa en el control quimico de triatominos con
insecticidas piretroides como la deltametrina. En los ultimos afios, se detectaron en Argentina y Bolivia poblaciones con alta
resistencia, manifestdndose a través de una alta infestacién en las viviendas tratadas y en fallas de control a campo. El
objetivo del presente trabajo es presentar el estado actual de la resistencia a deltametrina en distintas provincias de la zona
endémica. Los estudios toxicoldgicos se llevaron a cabo mediante la aplicacidn tépica de soluciones de los insecticidas sobre
ninfas I. Las muestras analizadas de las provincias de Mendoza, San Juan, Tucuman y Santiago del Estero resultaron ser
susceptibles a deltametrina. En el Departamento Gral. Gliemes, Chaco, se encontré un perfil toxicolégico complejo,
caracterizado por poblaciones susceptibles, de resistencia incipiente y alta resistencia, todas ellas geograficamente muy
cercanas. Dada la proximidad de estas ultimas a otros parajes en los que se detectaron previamente grados de resistencia
elevados y muy variables, se confirma la existencia y persistencia de un foco de resistencia, con extension adn no definida,
en los alrededores de la Ciudad de J.J. Castelli. Todas las poblaciones resistentes a deltametrina resultaron susceptibles a
fenitrotion, indicando a este insecticida como la alternativa para el control de las poblaciones sefialadas. Se discute la
importancia de profundizar el estudio de este foco resistente y aportar al conocimiento de los diversos mecanismos que
generan resistencia en las distintas poblaciones. De esta manera, es posible optimizar las estrategias de control quimico en
un area del Gran Chaco argentino particularmente problematica en cuanto a la evoluciéon de la resistencia a insecticidas en
T. infestans.

EyV14- CARACTERISTICAS DE LOS MUSCULOS ASOCIADOS AL VUELO Y ANALISIS MORFOMETRICO DE LAS ALAS EN
TRIATOMA INFESTANS (HEMIPTERA, REDUVIIDAE)

Viviana S Sayago(”, Julieta Nattero(z), Liliana Crocco™.

Meentro de Investigaciones Entomoldgicas, 1IByT (Universidad Nacional de Cdérdoba-CONICET), Cérdoba, Argentina.
@1 aboratorio de Eco-Epidemiologia, IEGEBA (Universidad de Buenos Aires-CONICET), Buenos Aires, Argentina. E-mail:
vivianasayago@yahoo.com.ar

En Triatoma infestans, el mecanismo mas importante de dispersidon y principal estrategia de colonizacién es el vuelo
(Galvao et al. 2001.Mem Inst Oswaldo Cruz 96: 137-140). Este depende del estado nutricional, la funcionalidad de las alas,
musculos asociados, y se ha demostrado que poblaciones de habitos mas estables presentan una disminucién en la
capacidad de vuelo. Se propone determinar si entre poblaciones de esta especie de laboratorio y de ambientes
peridomésticos existen diferencias en el desarrollo de los musculos alares y en la morfologia de las alas. Se utilizaron
adultos de T. infestans obtenidos a partir de ninfas de V estadio de una poblacion de campo (grupo A, n=30) y una colonia
criada en laboratorio desde el afio 1984 (grupo B, n=21). Se evalud: presencia‘ausencia de musculos alares, relacién entre
peso de la masa muscular y corporal (indice de masa muscular) y estado nutricional. Para los analisis morfométricos se
incluyé conformacion y tamafio de las alas y para evaluar inestabilidad en el desarrollo de cada grupo se estimé la asimetria
fluctuante de las alas (AF). Los resultados mostraron que del total de individuos (n=51) un 43% presentaron musculos alares
y entre éstos (n=22) el 90% pertenecen al grupo Ay 9% al grupo B. No se encontraron diferencias en el estado nutricional
entre insectos con y sin musculo. El indice de masa muscular fue mayor en insectos con musculo (t= 4,891; p<0,001). Los
analisis morfométricos de alas indicaron que no hay diferencias significativas en el tamafio de alas pero si en forma. Los
machos con y sin musculo alar presentaron AF para la forma del ala. Se puede concluir que existe una mayor presencia de
musculo de vuelo en los individuos de campo corroborando la idea de una mayor capacidad de vuelo en insectos de éste
habitat. Estas diferencias no estarian asociadas a variables nutricionales ni a diferencias morfométricas entre los grupos ni
entre sexos. Estos resultados aportan evidencias respecto a la capacidad dispersiva en diferentes ambientes confirmando la
alta plasticidad de esta especie.
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EyV15- PARASITOSIS CANINA EN VIVIENDAS Y ESPACIOS PUBLICOS DE LA CIUDAD DE SALTA Y SU RELACION CON
ENFERMEDADES ALERGICAS EN NINOS

Malvina Tolaba, Olga Sanchez Negrete, Maximiliano Gémez, Lucia Pintos, Nadia Sulca, Daniela Gutierrez.
Facultad de Ciencias Agrarias y Veterinarias, Universidad Catdlica de Salta. E-mail: malvina_tolaba@hotmail.com

La contaminacion de los suelos con materia fecal de perros es un problema de magnitud considerable en cualquier parte
del mundo. La creciente adquisicion de perros como animales de compaifia ha aumentado el nimero de personas
expuestas al riesgo de contraer zoonosis y la poblacién infantil constituye el grupo de mayor riesgo por los habitos de jugar
con los perros, geofagia, andar descalzo, abrazar o dejarse lamer o morder por sus mascotas. Nos planteamos como
Objetivos: Determinar la prevalencia a huevos de parasitos en materias fecales de perros recolectados en domicilio y
espacios publicos de la ciudad de Salta. Aplicar en los nifios pruebas cutaneas y anamnesis a fin de determinar la presencia
de enfermedades alérgicas. Realizar andlisis hematoldgicos y seroldgicos a fin de determinar marcadores de enfermedades
alérgicas y/o de toxocarosis. Conocer las condiciones socioambientales, de viviendas, tenencia de mascotas y grado de
conocimiento de las zoonosis de las familias de los nifios sujetos de estudio. Resultados: Prevalencia de huevos de parasitos
en materias fecales de perros: se obtuvo la mayor prevalencia para Toxocara canis 40% (14/35) , seguidos por Ancylostoma
y luego por Trichuris. La prueba cuténea de Prick, aplicada a 196 nifios detecté Asma: 26 (13,26%), Rinitis: 39 (19.89%),
Eccema: 14 (7,14%), Sensibilidad a alérgenos: 46 (23,47%), Atopia clinicamente significativa: 35 (17,85%), Eosinofilia: 54
(27,55%). Se realizd dosaje de Ig E en 78 muestras de suero, y 37 mostraron valores por encima del rango normal.
Actualmente estamos en proceso de evaluacidon de encuestas socioambientales y del grado de conocimiento de zoonosis
por parte de las familias.

EyV16- ESTADO NUTRICIONAL, REPRODUCTIVO Y PERFIL ALIMENTARIO EN POBLACIONES PERIDOMICILIARIAS DE
TRIATOMA INFESTANS DEL DEPARTAMENTO CRUZ DEL EJE, PROVINCIA DE CORDOBA

Carola Soriam, Claudia S Rodriguez(z), Julieta Natterom, Ana G Lépezm, Florencia Carnicerom, Miriam Cardozo(l), Maria F
. o (4) s @) .. (2)
Quintanilla"™, Liliagn E Canavoso'”, Liliana B Crocco™™.

Wcgtedra Introduccion a la Biologia, Facultad Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, Universidad Nacional de Cérdoba.
@cdtedra Introduccion a la Biologia, IIByT (CONICET/UNC), Facultad Ciencias Exactas Fisicas y Naturales, Universidad
Nacional de Cérdoba. ®Laboratorio de Eco-Epidemiologia, IEGEBA (Universidad de Buenos Aires-CONICET), Buenos Aires,
Argentina. WDepartamento de Bioquimica Clinica, CIBICI- CONICET, FCQuim, UNC. Cérdoba, Argentina. E-mail:
calusrodriguez@gmail.com

El oeste de la provincia de Cérdoba (Argentina) presenta un escenario complejo para la enfermedad de Chagas, con riesgo
moderado de transmisidn vectorial y presencia de Triatoma infestans en domicilios y peridomicilios. Considerando que
peridomicilio infestado pueden significar reinfestaciéon o colonizacidn del domicilio, se evaluaron factores entomoldgicos
relacionados a dispersién de adultos de T. infestans en 7 localidades rurales del Depto. Cruz del Eje (Cérdoba, Argentina). Se
colectaron 119 hembras (Q) y 143 machos (&) de T. infestans en 30 gallineros (104 @; 126 ), 5 corrales cabra (829; 1243), 1
de cerdo (29; 28) y 6 depésitos (59; 3&). Para cada insecto se definié estado nutricional (mg/mm) (EN=peso/longitud) y
reproductivo (ER=n° huevos corionados/?), y perfil alimentario (técnicas inmunoquimicas para identificacion de fuente
alimentaria: gallina, perro, humano, cabra). El EN de hembras (12,31+3,39) fue mayor al de machos (10,09+2,18)
(U=5467,0; p<0,001), ambos sin diferencias entre tipos de peridomicilios (hembras H=9,31; p=0,097; machos H=7,97;
p=0,157). EI 59,6% (71/119) de las hembras presenté un promedio de 11,75+8,03 huevos corionados/?; el 83,1% (59/71)
de estas hembras pertenecié a gallineros (8,4% corral cabra, 2,8% de cerdo y 5,6% depdsitos) (p=0,03). El andlisis preliminar
de perfil alimentario realizado sobre 28 triatominos recolectados en gallineros, sefialé que un 62,2% se alimentd de
gallinas, 21,6% de cabras, 10,8% de humano y 5,4% de perro. El 30,3% de adultos de gallineros cercanos a las viviendas (<
12 m) presentd polifagia (incluyendo sangre humana). Los resultados sefialan que los adultos de T. infestans presentaron
buen EN y ER en todos los tipos de anexos, lo que podria ser evidencia de baja dispersion entre ecotopos. La presencia de
polifagia en insectos de gallineros cercanos a la vivienda podria indicar movimiento de adultos entre este anexo
peridomiciliar y el intradomicilio. Este trabajo afirma la importancia de la vigilancia entomoldgica en los peridomicilios para
prevenir reinfestacién y/o colonizacién de los domicilios.

EyV17- VARIACION DE LA FAUNA DE PHLEBOTOMINAE (DIPTERA: PSYCHODIDAE) EN DISTINTOS AMBIENTES DE LA

REGION CHAQUENA HUMEDA
Enrique A Szelag(l’z), Matias A Parras(l’z), Juan R Rosa (1), Oscar D Saloméon @.

@instituto de Medicina Regional, Universidad Nacional del Nordeste. @instituto Nacional de Medicina Tropical, Ministerio
de Salud de la Nacion. Concejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. E-mail: szelag_enrique@yahoo.com.ar
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La Leishmaniasis es producida por protozoarios del género Leishmania y transmitida por un insecto de la Sub-familia
Phlebotominae. La provincia del Chaco presentd en la década de 1990 brotes aislados de Leishmaniasis Cutanea (LC) y
actualmente registra casos esporadicos cada vez mas frecuentes y dispersos. Con el objeto de determinar la fauna y
variacién de abundancia de Phlebotominae en distintos ambientes de la regién chaquefia humeda, se consideraron tres
areas de estudio: Resistencia (zona periurbana), Colonia Benitez (area rural de baja modificacién antrdpica) y Margarita
Belén (area rural con alta modificacion antrdpica). En cada una se seleccioné una vivienda donde se instalaron
mensualmente 3 trampas de luz tipo mini CDC (Domicilio, Peridomicilio y borde de Bosque) a 1,5 mts de altura, con
permanencia activa durante una noche. De octubre de 2010 a septiembre 2012 se capturaron en total 1498
Phlebotominae, identificandose las siguientes especies en orden de frecuencia: Migonemyia migonei (41,1%), Nyssomyia
neivai (39%), complejo cortelezzii (9,5%), Brumptomyia brumpti (7,1%), Psathyromyia shannoni (2,7%), Sciopemyia sordellii
(0,5%), Br. avellari (0,1%). La diversidad especifica, fue mayor en sitios con menor modificacién antrdpica, mientras que los
sitios con mayor modificacidén presentaron mayor abundancia de Phlebotominae. La mayor frecuencia de Mg. migoneiy Ny.
neivai se registrd en primavera y verano, con picos de abundancia durante los meses de Noviembre-Diciembre y Febrero-
Marzo. En conclusidn, la presencia de Ny. neivai, considerada vector epidémico de LC en Argentina y Mg. migonei
considerado vector putativo de Leishmania infantum, ademas de su alta abundancia en sitios con mayor modificacion
antrépica, podria significar un factor de riesgo en la regidn, haciendo necesarios futuros estudios con el objeto de
identificar las condiciones favorables para el desarrollo de estas especies implicadas en la transmision de LC y Leishmaniasis
Visceral.

EyV18- INVESTIGACION DIAGNOSTICA DE TRYPANOSOMA CRUZI ANTE EL HALLAZGO DE TRIATOMA INFESTANS EN UNA
LOCALIDAD DEL SUR DE LA PROVINCIA DE SANTA FE

Amilcar Bassi(l), Susana Besuschio(z), Alejandro Schijman(z), Claudio Giudici(l), Pamela Cribb"™.

cdtedra de Parasitologia y Enfermedades Parasitarias, Facultad de Ciencias Veterinarias UNR, Casilda. 1 aboratorio de
Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas, Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular,
Dr. Héctor N. Torres, (INGEBI), Buenos Aires. Blcgtedra de Parasitologia, Facultad de Cs. Bioquimicas y Farmacéuticas, UNR.
Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET). E-mail: cribb@br.gov.ar

A partir de un insecto procedente de la zona urbana de la localidad de Fuentes identificado como Triatoma infestans en
nuestro laboratorio, se decidié profundizar el estudio en busca de posibles focos de triatominos en esta region, ubicada
fuera de la zona endémica. En el domicilio de donde procedia el insecto, se halléd una colonia importante de vinchucas que
fueron remitidas al laboratorio. Se analizdé la materia fecal de los insectos colectados y no se encontraron estructuras
moviles compatibles con parasitos. Teniendo en cuenta que el perro (Canis familiaris) constituye el reservorio doméstico
por excelencia del parasito causal de la Tripanosomosis Americana, se decidié estudiar la presencia de T. cruzi en perros de
esta localidad. Se estudiaron cuatro animales. Se procuré ampliar el nimero de muestras pero las personas encuestadas
negaron poseer perros en ese momento. Se extrajo sangre de perros cuyos domicilios estaban infestados con T. infestans
para realizar estudios diagndsticos sobre el Mal de Chagas. Los animales se sometieron a una revisacion clinica general
presentando en ese momento buen estado de salud. Las muestras fueron analizadas por microscopia (gota fresca, gota
gruesa, Strout microtubo), por PCR de punto final amplificando una secuencia de minicirculos de ADN del kinetoplasto y por
PCR en tiempo real, que detecta un fragmento de secuencia satélite de T. cruzi usando sondas TagMan. No se encontraron
estructuras compatibles con T. cruzi mediante microscopia en ninguna de las muestras analizadas, mientras que 3 fueron
positivas por PCR de punto final y las 4 por PCR en tiempo real. Si bien, el diagndstico definitivo requiere la obtencién de al
menos dos resultados coincidentes obtenidos por distintos métodos, los métodos moleculares han demostrado ser pruebas
muy sensibles y especificas, por lo que nuestros resultados sugieren la necesidad de un seguimiento epidemiolégico basado
en acciones interdisciplinarias que aporten resultados concluyentes.

EyV19- ANALISIS DEL DIAMETRO DE LA CAPA LAMINAR Y SU RELACION CON LA FERTILIDAD DE QUISTES HIDATIDICOS
BOVINOS EN PULMON E HIGADO

Karen Strull, Felipe Corréa, Caroll Stoore, Edgar Jiménez, Pamela Méndez, Ivan Contreras, Carlos Gonzdlez, Rodolfo Paredes.

Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ecologia y Recursos Naturales, Universidad Andres Bello, Santiago, Chile. E-
mail: karenstrull@gmail.com

Introduccién: La hidadidosis es una zoonosis causada por el estadio larvario del cestodo Echinococcus granulosus. Existen
dos tipos de quistes hidatidicos; fértiles, que presentan protoescélices en su interior; infértiles, que no producen
protoescdlices. Sin embargo, existe escasa informacion en relacion a las diferencias microscépicas entre ellos. Objetivo:
Determinar el diametro de la capa laminar (CL) de quistes hidatidicos fértiles e infértiles en pulmoén e higado de bovinos.
Material y métodos: A partir de 171 quistes hidatidicos se determiné su estado de fertilidad a través de inspeccién macro y
microscépica. Una porcion del quiste fue obtenida he incluida en parafina. Cortes de 5 um fueron tefiidos con hematoxilina-
eosina. Las imdgenes fueron obtenidas con el microscopio Olympus FSX100 y para la medicion del grosor se utilizé el
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software FSX-BSW. Resultados: A través de una prueba t de student se determind que los 9 quistes fértiles
(203,87+99,87um) presentan un didmetro de CL significativamente mayor (p<0.05), al igual que la CL de quistes fértiles de
animales jovenes (221,64+110,21um) en relacién a los adultos (168,34+81,82um) (p>0.05), lo que sugiere que la edad no
seria un factor determinante en el grosor de la CL. Los quistes infértiles presentan grosores significativamente mayor
(p<0.05) en higado (246,20+9,79um) y en pulmédn (191,77+111,88um), lo que sugiere que el diametro de la CL no estaria
asociada claramente al érgano afectado. Conclusion: Los quistes hidatidicos fértiles presentan una CL 5,8 veces mas gruesa
en comparacion con los quistes hidatidicos infértiles en bovinos. Proyecto Fondecyt/Chile n° 1130717.

EyV20- INFECCIONES EXPERIMENTALES DE BIOMPHALARIA TENAGOPHILA DE LA CUENCA DEL RIO URUGUAY EN LA
PROVINCIA DE CORRIENTES A UNA CEPA DE SCHISTOSOMA MANSONI

Maria J F Rea, C Edgardo Borda, Armando Mosqueda, Osvaldo Benitez.

Centro Nacional de Parasitologia y Enfermedades Tropicales (CENPETROP), Facultad de Medicina, UNNE, Corrientes. E-mail:
cenpetrop@hotmail.com

El Schistosoma mansoni es una de las infecciones helminticas mas prevalentes en el mundo. Es una enfermedad endémica
asociada con cambios medioambientales, como la construccidon de represas hidroeléctricas (diques y lagos). En paises de
América dénde la esquistosomiasis es endémica conocer la distribucidn geografica de caracoles del género Biomphalaria, es
muy importante para la prevencion en areas donde existe riesgo de transmision. Se presentan las investigaciones sobre
caracoles realizados en la provincia de Corrientes en la cuenca del rio Uruguay. Los moluscos fueron colectados en arroyos,
bafiados, esteros, cafiadas y represas de Mercedes, Paso de los Libres, CuruziCuatia, General San Martin, Monte Caseros y
Santo Tomé. Se identificaron tres especies: Biomphalaria tenagophila, B. straminea y B. orbigny en 13 aguas superficiales.
Ninguno elimind cercarias de Schistosoma mansoni. B. tenagophila se colecté en tres departamentos y se formaron
colonias de ocho lugares. De cada uno de estos lugares 50 de sus descendientes fueron expuestos individualmente a 10
miracidios del S. mansoni. Resultaron susceptibles seis poblaciones de esos tres departamentos: Paso de los Libres (represa
Mirunga); Mercedes dos arroyos y una represa (Aguacerito, Curupicay y Copra) y en Curuzt Cuatid (San Celestino y
Remanso). El indice de infeccion para B. tenagophila varié entre 2 a 11% y el periodo prepatente entre 31-66 dias. La
sobrevida mas breve después del periodo prepatente se observé en los caracoles del Remanso y el mas prolongado, de 66
dias, en un ejemplar de San Celestino, con un promedio diario de eliminacion de cercarias de 190 dias. En la Cuenca del rio
Uruguay en la provincia de Corrientes se presenta un significativo potencial de transmisién de la esquistosomiasis, pues
fueron encontradas las dos especies conocidas como hospederos intermediarios de la esquistosomiasis en el Brasil: B.
tenagophila y B. straminea y seis poblaciones de la primera fueron susceptibles a la infeccion experimental con S. mansoni.

EyV21- DISTRIBUCION DE FLEBOTOMOS EN UNA VIVIENDA DE LA CIUDAD DE CORRIENTES
Mirta L Mierez, Maria J F Rea, C Edgardo Borda, Luis A Mosqueda.

Centro Nacional de Parasitologia y Enfermedades Tropicales (CENPETROP), Facultad de Medicina, UNNE. Corrientes. E-mail:
cenpetrop@hotmail.com

Los flebétomos son dipteros responsables de la transmision de la leishmaniasis y el estudio de su actividad puede ser de
utilidad para clarificar su biologia y determinar su relacidn con los posibles reservorios del parasito. La provincia de
Corrientes presenta una alta prevalencia de leishmaniasis tegumentaria en humanos y leishmaniasis visceral en perros. En
esta ciudad se han encontrado varias especies de Lutzomyia, entre las que se destaca a Lutzomyia longipalpis. En esta
especie en el 2013 se identificé L. amazonensis por PCR en el Brasil.

Continuando investigaciones sobre esta especie en una vivienda de zona urbana de esta ciudad, se presentan las
variaciones en la distribucidon de los flebétomos en dos habitats de una vivienda donde se identificd Lu. longipalpis. La
pesquisa se efectud en el peridomicilio donde se hallaban mamiferos (conejos) y aves (palomas y gallinas). Desde enero a
diciembre de 2014 se realizaron 89 capturas, totalizando 1.068h de trabajo, con cuatro trampas luminosas CDC (dos en
cada habitat) instaladas semanalmente durante tres noches y expuestas por 12h (19h a 7h). Se calcularon valores medios
mensuales de temperatura, humedad y precipitacion total. Se obtuvieron 5.798 fleb6tomos del género Lutzomyia, 4.820
(83%) machos, 925 (16%) hembras y 53 (1%) ejemplares sin poder identificar el sexo debido al deterioro de la muestra). La
relacién macho/hembra fue de 5,2: 1. El 72% se colectd en el sitio donde se encontraban conejos y palomas, y un frondoso
arbol (Ficus auriculata) que protegia de la luz solar directa, mientras que el 28% restante en el gallinero, donde hay material
organico, vegetacion arborea, arbustos y plantas de jardin pero mas expuestos al sol. Estos estudios mostraron variaciones
en la distribucidon de Lutzomyia de acuerdo a la presencia de animales domésticos en la casa y las caracteristicas del
microambiente que favorecieron al mantenimiento de sus criaderos. Esto sugiere la necesidad de considerar de manera
integrada, los indicadores entomoldgicos y la gestion ambiental como condicién para las acciones de control eficaces.
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EyV22- DETECCION DE TRIPANOSOMAS EN TELEOGINAS DE RHIPICEPHALUS MICROPLUS COLECTADAS EN BOVINOS DE
GDOR. VIRASORO, PROVINCIA DE CORRIENTES

Sofia AM de la Fourniére(l), Néstor F Sarmiento(z), Martina S Paoletta(l), Eliana C Gui/lemi(l), Silvina E Wilkowsky(l), Marisa D
Farber™.

@ aboratorio de Hemopardsitos, Instituto de Biotecnologia, CICVyA, INTA. sanidad Animal, EEA-INTA Mercedes,
Corrientes. E-mail: delafourniere.sofia@inta.gob.ar

Las infecciones causadas por los tripanosomas bovinos constituyen un problema sanitario para el desarrollo de la ganaderia
bovina en zonas tropicales y subtropicales. En Argentina fue reportada la presencia de Trypanosoma vivax en sangre de
bifalos y bovinos de la provincia de Formosa, no asi la presencia de T. theileri, cuya patogenicidad per se no esta
demostrada salvo en infecciones mixtas. Si bien los tdbanos son los transmisores principales, hay reportes que postulan a
las garrapatas de los géneros Hyalomma, Haemaphysalis y Rhipicephalus como vectores. En el contexto de un relevamiento
de epidemiologia molecular de hemoparasitos que afectan a los bovinos, se detectd la presencia de tripanosomatidos en
hemolinfa de garrapatas, colectadas sobre bovinos sanos de un establecimiento de la localidad de Gdor. Virasoro. El
hallazgo se realizd luego de inspeccionar por microscopia éptica (100X) extendidos de hemolinfa provenientes de 67
teleoginas, en dos de los cuales fue posible identificar mayormente epimastigotes y en menor cantidad otros estadios. Las
caracteristicas morfoldgicas de los epimastigotes observados fueron gran vacuolizacidon y tamafio medio de 31.7 um sin
contar la porcién libre del flagelo. A su vez 12 teleoginas fueron procesadas para extraccion de ADN y PCR seguida de
secuenciacion de un fragmento del gen 18SrRNA conservado entre especies y que contiene una region hipervariable. Hasta
el momento, los resultados permitieron identificar 4 muestras positivas para T. theileri, 1 positiva para T. vivax y 1 muestra
con 93% de identidad con un tripanosoma hallado en una garrapata del género Haemaphysalis. En este trabajo se reporta
por primera vez la deteccién por métodos moleculares de T. theileri, T. vivax y otros tripanosomas en teleoginas de R.
microplus de la provincia de Corrientes y se pone de relevancia la necesidad de profundizar la bisqueda de patdgenos que
puedan amenazar la productividad de la ganaderia en regiones endémicas para las garrapatas.

Eyv23- HIiBRIDOS EXPERIMENTALES ENTRE TRIATOMA INFESTANS Y TRIATOMA PLATENSIS (NEIVA)
(HEMIPTERA:REDUVIIDAE): EFICIENCIA REPRODUCTIVA

Ana Graciela Lépez(l), Claudia S Rodriguez(”, Patricia A Lobbia(z), Liliana B Crocco'™.
instituto de Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (1IBYT- CONICET/UNC), Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, U.N.C, Cdrdoba, Argentina. (Z)Programa Nacional de Chagas. E-mail: alopez@efn.uncor.edu

Triatoma infestans junto con Triatoma platensis cuando conviven en hdbitats peridomésticos, tienen la capacidad de
generar hibridos fértiles. A fin de evaluar la capacidad reproductiva de estos hibridos este trabajo tuvo como objetivo
determinar la eficiencia reproductiva y compararla con la de las especies parentales. Metodologia: se realizé el seguimiento
de 18 parejas de hibridos hasta la muerte de las hembras. Se registré semanalmente: n? de espermatoforos, n? de huevos
puestos, inicio y fin de la ovipostura y mortalidad de los adultos. Del total de parejas formadas el 88.8% (n=16) de las
hembras ovipusieron. Se calcularon los siguientes pardmetros reproductivos: fecundidad total (n2 huevos/hembra/vida),
fecundidad especifica (n2 huevos/hembra/semana), Fertilidad (% huevos eclosionados). Lo datos obtenidos fueron
comparados con datos de T. infestans y T. platensis en las mismas condiciones de experimentacidon. Resultados y
conclusiones: Las oviposturas se iniciaron a los 21.62 dias de conformada la pareja. La fecundidad total fue
significativamente menor (56.06 huevos) que T. infestans (132.61) y T. platensis (276). Sin embargo la fecundidad especifica
fue mayor en los hibridos con 9.8 huevos/hembra/semana; T. infestans 4.6 y T platensis 6.6. La longevidad de las hembras
fue menor 188.5 dias, T. infestans 316.6 y T platensis 286.5. Al igual que en T. infestans y T platensis a mayor ingesta mayor
nimero de huevos puestos (coeficiente r=0.68 significativo 0.005). Los resultados sefialan que los hibridos entre T.
infestans y T. platensis producen huevos fértiles aunque su eficiencia en término de fecundidad y fertilidad es baja
comparando con los parentales. Para el caso particular de hibridos fértiles, estudios sobre cual es su potencial reproductivo
asi como su competencia vectorial, son fundamentales a fin de evaluar su importancia epidemioldgica.

EyV24-CO8- INFECCIONES UNICAS Y MULTIPLES POR TRYPANOSOMA CRUZI Y SU ASOCIACION CON LOS ANTECEDENTES
EPIDEMIOLOGICOS

Maria Laura Bizaim, Lorena V O/ivera(l), Florencia Petro/i(z), Mariana Baroni{z), Antonella Simonetto(z), Elena Ross(a), Gustavo
Fossaro/i{S), Marcelo Leguizaménfg), Diana Fabbro(l), Cristina Diez"?.

@centro de Investigaciones sobre Endemias Nacionales-FBCB-UNL.Lab. de Biologia Molecular e Inmunologia Aplicadas-
FBCB. (3)Hospita/ Dr. Juan Bautista Alberdi. E-mail: mlbizai@fbcb.unl.edu.ar

Resulta de interés caracterizar al organismo infectante y estudiar su asociacidn con diversos antecedentes epidemioldgicos
por varias razones no excluyentes: asociacién con el mecanismo de transmision, evolucion clinica de la enfermedad,
susceptibilidad a los antiparasitarios, competencia entre cepas, en el caso de infecciones mdltiples. Se realizd tipificacion
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genética de T. cruzi en 90 muestras de sangre de pacientes infectados crdnicos, 70 de ellos procedentes de &reas
endémicas: Santa Fe (28); Chaco (18); Santiago del Estero (9) y el resto de otras provincias. Mediante encuesta
epidemioldgica se recopilaron datos de residencia en area endémica, serologia materna y transfusiones. Se utiliz6 MLS-PCR
con primers especificos para las UDT Tcl, Tcll, TcV y TVI. Se pudieron tipificar 75 muestras. De ellas, 62,7% presentaron
infecciones con una unica UDT y 37,3% con mas de una (multiples). Como unica UDT: 30,7% TcV; 25,3% TcVI; 4% Tcly 2,7%
Tcll. Se encontré mayor frecuencia -sola o asociada- de TcVI 62,7% seguida de TcV 60%. Cuando se analiz6 la UDT segln
procedencia de area endémica: 1) Santa Fe, TcVI 40,5%; TcV 29,7% y Tcl 10,8%. 2) Chaco, TcV 55%; TcVI 25% y 20% sin
tipificar. En Santiago del Estero se halld igual proporcion de TcV y TcVI (46,1%). No se evalud la proporcion de UDT en el
resto de pacientes provenientes de otras provincias por el escaso nimero. Las proporciones de TcV y TcVI entre los
pacientes de Santa Fe y Chaco difirieron significativamente (p<<0,05).

De los 10 infectados con antecedentes de transmisién congénita tipificados, 9 presentaron TcVI, 6 TcV, 2 Tcl y 1 Tcll. Hubo 6
infecciones Unicas y 4 multiples, con mayor frecuencia de TcVI (80%) y asociada en todas las infecciones multiples con TcV.
Concluyendo, UDT TcV y TcVI fueron las de mayor frecuencia, pero con una distribucion significativamente diferente entre
algunas de las provincias evaluadas. Se destaca el alto porcentaje de asociacion de estas UDT en infecciones mdltiples.

EyV25- COMPETENCIA VECTORIAL DE HiBRIDOS EXPERIMENTALES ENTRE TRIATOMA INFESTANS Y TRIATOMA PLATENSIS
(NEIVA) (HEMIPTERA: REDUVIIDAE)

Ana Graciela Lépez, Claudia S Rodriguez, Liliana B Crocco.

Instituto de Investigaciones Bioldgicas y Tecnoldgicas (lIBYT- CONICET/UNC), Facultad de Ciencias Exactas, Fisicas y
Naturales, U.N.C, Cordoba, Argentina. E-mail: alopez@efn.uncor.edu

En habitats peridomésticos como gallineros, se encuentra ocasionalmente ejemplares hibridos de Triatoma platensis con
Triatoma infestans. Con el objetivo de evaluar cudl es la competencia como vector de estos hibridos, el objetivo de este
trabajo fue establecer bajo condiciones de laboratorio el patrén de alimentacion y excrecidn en hibridos entre T.platensis
con T. infestans. Metodologia: Se utilizaron 54 ninfas hibridos de V estadio obtenidas a partir de cruzamientos
experimentales de T.platensis con T. infestans. Después de un ayuno de 20 dias, cada insecto fue alimentado “ad libitum”
sobre paloma (Columbia livia L.) con movimiento restringido. En cada alimentacidn se registré: tamafio de la ingesta (mg),
tiempo de alimentacidon (min), frecuencia y nimeros de deyecciones durante la comida y 30 minutos post- ingesta. Se
realizaron andlisis de regresidn entre ingesta y tiempo de emisién de las deyecciones. Para comparar con T.platensis y T.
infestans se calcularon el indice de ingesta relativa (tamafio de ingesta (mg)/ peso del insecto (mg) y el indice de defecacién
[ID= % insectos que defecaron en 10 min. post-ingesta x media de deyecciones emitidas por insecto en 10 min. / 100].
Resultados y Conclusiones: el tiempo que demoran los hibridos para una ingesta ad libitum fue de 12.2 min (3.08) tomando
ingestas hasta 6 veces el peso del cuerpo, con un IIR (2.96) similar al registrado para T. infestans (2.60) y menor a
T.platensis (3.9). Del total de ninfas el 94.4% defec6 dentro 30 minutos post- ingesta emitiendo entre 1 y 4 deyecciones.
Entre las que defecaron el 92% lo realizaron dentro de los primeros 10 minutos, con un valor medio de la primera
deyeccion de 1.54 min (1.85). El ID (1.1) fue similar al de T.platensis y menor al de T. infestans (1.2). Igual que para T.
infestans y T.platensis, el analisis de regresion entre tamafio de la ingesta y tiempo de emisién de la primera deyeccidon
mostrd una relacion inversa significativa (R2= -0,33; n= 47; p< 0,01). Estos resultados indicarian que los hibridos tienen un
comportamiento alimenticio y excretor similar a las especies parentales, emitiendo deyecciones tempranas.

SECCION: DIAGNOSTICO Y QUIMIOTERAPIA (DyQ)

DyQ1- PRESENCIA DE CRYPTOSPORIDIUM SPP. EN ROEDORES SINANTROPICOS DE AREAS URBANAS Y PERIURBANAS DE
LA CIUDAD DE LA PLATA

Juan M Unzaga(l), Lorena De Felice (1), Andrea Dellarupe (1), Bruno Fitte (2), Maria R Robles (2), Kevin Steffin (1), Graciela
Navone {2), Maria C Venturini™.

@1 AINPA, ECV, UNLP. P CEPAVE-CONICET. E-mail: junzaga2003@yahoo.es

La cryptosporidiosises una zoonosis ampliamente distribuida a nivel mundial. La presencia de ooquistes en el suelo y agua
de bebida constituyen las principales vias de infeccidén. Los roedores sinantrépicos actuan como hospedadores de esta
parasitosis y dan cuenta del estado sanitario ambiental como fuente de infeccidn a otros hospedadores, incluido el hombre.
El objetivo del presente trabajo fue detectar la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp. en muestras de materia
fecal de roedores sinantrépicos en areas urbanas y periurbanas de la ciudad de La Plata. En el Centro de Estudios
Parasitoldgicos y Vectores (CEPAVE) y el Laboratorio de Inmunoparasitologia FCV-UNLP (LAINPA) se procesaron muestras
de materia fecal obtenidas de 16 roedores sinantrdpicos (6 Ratus rattus, 1 Ratus norvegicus, 9 Mus musculus) por la técnica
de homogeinizacién en formol al 4% y sedimentacién simple.Se realizé la coloracidn por la técnica de Ziehl Neelsen
modificada. Se considerd positivo la identificacion de ooquistes acido-alcohol resistentes de aproximadamente 4 a 6 um de
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didmetro. De las 16 muestras evaluadas, 4 (25%) resultaron positivas a la presencia de ooquistes de Cryptosporidium spp.
las cuales correspondieron a muestras de Ratus rattus. Estos resultados sugieren que la criptosporidiosis se encuentra
presente en roedores sinantropicos de zonas urbanas y periurbanas de la ciudad de La Plata. Considerando el potencial
zoonotico de Cryptosporidium spp, estudios de caracterizacion molecular son necesarios para evaluar su epidemiologia.

DyQ2-CO2- LEISHMANIOSIS CANINA: ESTUDIO DIAGNOSTICO TRANSVERSAL EN PERROS DE AREA ENDEMICA DE LA
PROVINCIA DE MISIONES, ARGENTINA

Diego Eiras(l’z), M Leila Murl’nm, M Cecilia Nevot(3), Gaston A Moré”"”, Andrea Dellarupe(l"” .

@1 aboratorio de Inmunoparasitologia. Departamento de Epizootiologia y Salud Publica, FCV, UNLP, La Plata, Buenos Aires.
@ aboratorio DIAP (Diagnédstico en Animales Pequefios), Banfield, Buenos Aires.®Veterinaria Del Oeste, Posadas,
Misiones.™ Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. E-mail: bpleiras@gmail.com

La leishmaniosis canina (LC) es una enfermedad transmitida por fleb6tomos causada por un protozoario del género
Leishmania. Afecta al hombre y otros mamiferos, por lo que la OMS la considera una zoonosis de alto impacto mundial. Los
perros son el principal reservorio doméstico de la enfermedad. El diagndstico veterinario representa un desafio debido a la
compleja interaccidn entre el sistema inmune y el protozoo. Si hay manifestaciones clinicas, la respuesta es generalmente
humoral y las técnicas seroldgicas resultan adecuadas. Si la respuesta es celular o el nivel de anticuerpos bajo, se necesita
de una combinacion de métodos (directos e indirectos) para obtener resultados confiables. El objetivo de este trabajo fue
evidenciar (por citologia de médula dsea y serologia con técnicas rapidas de 3 marcas comerciales), la presencia de
Leishmania spp. en caninos de un refugio de la Ciudad de Posadas. En ausencia de gold estandar, se usé
inmunofluorescencia indirecta (IFl) a titulo 160 (IFI-160) como referente de control. De los 169 perros evaluados, 105
(62.1%) tenia al menos 1 signo compatible; 63 animales (37.2%) fueron positivos a IFI-160 y 30 (17.7%) a la citologia. El 90%
de los positivos se registré en animales sintomaticos. Las concordancias entre IFI-160 y Kalazar detect (Inbios, USA), FASTest
Leish (Megacor, Austria) y SNAP Leishmania (Idexx, USA) resultaron entre muy buenas y adecuadas (Kappa=0.83, 0.79 y
0.76 respectivamente). La IFI-160 con la citologia tuvo concordancia de grado moderado (kappa= 0.44). Si bien la citologia
es dificultosa y es menos sensible que la serologia, el resultado positivo es confirmatorio. Las pruebas rdpidas son de facil
utilizacidén pero recién se obtienen buenas concordancias con titulos moderados. La IFl usada a diluciones bajas podria ser
de mucha ayuda en el diagnéstico inicial de LC. Se recomienda que ningiin método diagndstico sea utilizado por si solo en la
toma de decisiones clinicas o sanitarias.

DyQ3-CO8- EVALUACION DE TSSA COMO MARCADOR DE EFECTIVIDAD EN EL TRATAMIENTO CONTRA LA ENFERMEDAD
DE CHAGAS

Virginia Ba/ouz”), Luciano J Me//i(l), Romina Vo/covich(z), Guillermo Moscatelli(z), Samanta Moroni{z), Nicolas Gonzalez{z),
Andrés E Ciocchini”), Carlos A Buscaglia(l), Jaime Altcheh™.

instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas “Dr. Rodolfo A. Ugalde” (UNSAM-CONICET), Buenos Aires. @Servicio de
Parasitologia-Chagas, Hospital de Nifios R.Gutierrez, Buenos Aires. E-mail: virginiabalouz@gmail.com

TSSA (Trypomastigote Small Surface Antigen) es una adhesina de superficie de Trypanosoma cruzi. TSSA fue validada como
un reactivo alternativo para el serodiagnéstico de la enfermedad de Chagas. En este trabajo, exploramos el uso de TSSA
como biomarcador para determinar la efectividad de los tratamientos disponibles. Los métodos actuales, basados en el
monitoreo seroldgico por ELISA contra una mezcla de antigenos nativos (TcELISA) o recombinantes de T. cruzi, presentan un
desempefio subdptimo debido a su baja especificidad y al largo periodo necesario para la seronegativizacion de los
pacientes post-tratamiento. Se analizaron 203 muestras provenientes de seguimientos de nifios menores a 10 afios
infectados (n=15) y no infectados (n=15). En nifios infectados menores a 1 afio (n=7), TSSA acorté el tiempo de
seronegativizacion con respecto a TcELISA (medianas de 5 [rango 2 a 39], y 8 [rango 5 a 64] meses, respectivamente),
mientras que en los mayores a 1 afio (n=8) ambos test mostraron un desempefio similar. Los nifios no infectados (nacidos
de madres infectadas) negativizaron antes para TSSA que para TcELISA, por lo que esta molécula podria ser usada como
criterio adicional de infeccion y, en definitiva, de necesidad de tratamiento. Finalmente, la caida en el titulo de anticuerpos
contra TSSA en bebés tratados antes del mes de vida es similar a la de los no infectados nacidos de madre Chagasica,
sugiriendo una correlacién directa entre la demora en el tratamiento y la aparicion de una respuesta inmune humoral
contra T. cruzi. Estos resultados, indican que el uso de TSSA permitiria acortar los tiempos de seguimiento, reduciendo la
‘pérdida’ de pacientes debido a la desercidn prematura del protocolo. Por otra parte, al reducir los tiempos de
determinacion de la efectividad, TSSA favoreceria la implementacion de tratamientos alternativos en caso de ser necesario
y permitiria la mejor evaluacién de nuevas drogas terapéuticas, una necesidad urgente en la enfermedad de Chagas.
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DyQ4- EVALUACION DE UNA PRUEBA DE ELISA-P38 EN LA IDENTIFICACION Y DIFERENCIACION DE ANIMALES
VACUNADOS E INFECTADOS CON NEOSPORA CANINUMEN MODELO MURINO

Lucia M Camperom, M Rambeaud(z), G Moré(l), D Bacigalupe(z), A Dellarupe(l), P Zamorano (3), M Unzaga(z), MC Venturini®.
@ aboratorio de Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP; CONICET. @ aboratorio de
Inmunoparasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias, UNLP. Blinstituto de Virologia, INTA; CONICET. E-mail:
luciacampero@hotmail.com

Neospora caninum es un protozoo Apicomplexa responsable de abortos en bovinos. Considerando la tendencia de las
investigaciones de disefiar vacunas vivas para este protozoo, es relevante contar con pruebas diagndsticas capaces de
diferenciar animales vacunados de los infectados. El objetivo de este trabajo fue utilizar una prueba de ELISA indirecto con
la proteina nativa p38 de N. caninum (ELISA-p38) para identificar y diferenciar animales infectados con N. caninum y
vacunados. Se formaron 4 grupos de 10 ratones inoculados por via subcutanea: vacunado completo con proteinas solubles
totales (VC), vacunado con proteinas solubles sin p38 (VS/p38), control adyuvante (CA), y control PBS (C). En los grupos VC,
VS/p38 y CA se utilizé el adyuvante Montanide™ ISA 206 (Seppic, Francia). Los sueros del grupo VC se consideraron como
equivalentes a los que se producirian en una infeccién natural. La produccién de anticuerpos se detectdé mediante
inmunofluorescencia indirecta (IFI) y ELISA-p38. Los sueros de los grupos VC y VS/p38 fueron positivos (21:25, sin
diferencias significativas entre los titulos de ambos grupos, P= 0, 5982) y los controles negativos a IFl. En la prueba de ELISA-
p38, los sueros del grupo VC fueron positivos (>0,0932) y los del grupo VS/sp38 y controles negativos. La serologia positiva
por IFl del grupo VS/p38 indica la produccién de anticuerpos hacia la mezcla antigénica inoculada. Debido a que la proteina
p38 estaba ausente en dicho inmundgeno, la serologia resulté negativa a la prueba de ELISA-p38 para el grupo VS/p38. La
prueba diagndstica evaluada identificd y diferencid la presencia de anticuerpos en los sueros de ratones vacunados de los
sueros de ratones equivalentes a una infeccion natural. La metodologia y resultados aportan informacion relevante para el
disefio de herramientas diagndsticas eficaces para diferenciar animales vacunados e infectados en la neosporosis bovina. Se
esta evaluando la proteccion conferida por estas vacunas experimentales frente al desafio con un aislamiento de N.
caninum de conocida virulencia.

DyQ5- PCR EN TIEMPO REAL Y SEROLOGIA NO CONVENCIONAL PARA EVALUAR EL TRATAMIENTO CON CLOMIPRAMINA
EN LA ETAPA CRONICA DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Paola C Bazdn, Maria S Lo Presti, Mariana Strauss, Alejandra L Bdez, Noemi Miler, Blanca H Esteves, Patricia A Paglini,
Héctor W Rivarola.

Cdtedra de Fisica Biomédica. Facultad de Ciencias Médicas. Universidad Nacional de Cérdoba. INICSA. CONICET. E-mail:
bazankarolina@hotmail.com

El tratamiento de la enfermedad de Chagas (EC) es un tema aun no resuelto, ya que las drogas actualmente disponibles
(nifurtimox y benznidazol) son altamente toxicas. Clomipramina (Clo), no solo es tripanocida “in vitro” sino que también
impide la evolucién a la fase crénica en modelos experimentales infectados con T. cruzi. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la efectividad del tratamiento con Clo en la etapa crénica de la EC mediante métodos no convencionales: qPCR y
serologia con antigenos recombinantes individuales (1, 2, 13, 30, 36 y SAPA). Se utilizaron 60 ratones albinos suizos
infectados con T. cruzi, cepa Tulahuen; se les realizaron electrocardiogramas a los 90 dias post infeccién (dpi), para
determinar el ingreso a la etapa crdnica cardiaca de la EC, y se dividieron en: un grupo infectado y tratado con Clo
(5mg/Kg/dia) durante 60 dias (T) y otro no tratado (NT). Los grupos fueron analizados mediante: electrocardiografia, PCR
convencional, gPCR y serologia con antigenos recombinantes totales (ART) e individuales (ARI) a los 90, 180, 270 dpi. Los
ratones T presentaron una disminucién progresiva de las alteraciones electrocardiogréficas, pasando de un 100% al inicio
del tratamiento a un 20% a los 270 dpi, frente a un 50 % en los animales NT. Se observé mediante PCR convencional que el
grupo T presentdé mayor porcentaje de PCR positivas que el grupo NT, a los 270 dpi., pero al analizar la gPCR, los ratones T
presentaron menor nimero de parasitos (52 parasitos/ml) que los animales NT (775 parasitos/ml). La serologia ART no
mostré disminucion de anticuerpos luego del tratamiento, no asi con los ARl donde el antigeno 13 mostré mayor
sensibilidad al tratamiento mostrando una clara disminucién en el grupo T. Se puede evidenciar la necesidad del
tratamiento en fase crénica de la EC, que la utilizacion de gPCR y serologia con ARI son métodos mds sensibles a la
efectividad terapéutica y que Clo podria ser un nuevo agente quimioterapéutico para esta enfermedad.

DyQé6- EVALUACION DE LAS PROPIEDADES ANTIPARASITARIAS DE UN EXTRACTO DE NARDOPHYLLUM BRYOIDES
Jesica G. Mi/dm, Marianela Sanchezm, Marcia Mazzucam, Jorge Pa/ermo(z), Martin M. Edreira™.

)1QUIBICEN-CONICET, Dpto. de Quimica Bioldgica, FCEN, UBA. “ UMYMFOR-CONICET - Dpto. de Quimica Orgdnica, FCEN,
usa.® Dpto Quimica, FCN, Universidad de la Patagonia San Juan Bosco. E-mail: mme2 @pitt.edu

Trabajos previos identificaron y caracterizaron la interaccidn entre las proteinas p14 y Sf3b155 del proceso de trans-splicing
de T. cruzi. Esta interaccion constituye un blanco interesante para una potencial terapia antiparasitaria ya que dichas
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proteinas presentan diferencias significativas respecto de ortdélogos en el humano e intervienen en un proceso esencial
para el parasito. Nuestro objetivo principal consistid realizar un rastreo de compuestos naturales con el fin de encontrar
principios activos capaces de inhibir dicha interaccidn, utilizando un ensayo de Transferencia de Energia por Resonancia de
Bioluminiscencia (BRET). Para ello, la proteina Sf3b155 fue clonada en fusion al dador de energia (Renilla luciferasa) y p14,
en fusidn al aceptor (Enhaced Yellow Fluorescent Protein). Se realizd un screening con extractos crudos de distintas
especies naturales. Ningun de los extractos evaluados logrd interrumpir la interaccion, aunque curiosamente, un extracto
de Nardophyllum bryoides (20 pg/ml) provocé un aumento significativo de la sefial de BRET (P<0,01). Nuestra hipdtesis de
trabajo original se basé en la busqueda de extractos que interrumpieran una interaccion esencial y de caracteristicas
exclusivas en el pardsito, como potencial fuente de compuestos antiparasitarios. Sin embargo, la estabilizacién de una
interaccion que deberia tener una vida media determinada, también podria presentar propiedades tripanocidas. Para
comprobar esto, se evalud la actividad del extracto sobre la proliferacion de epimastigotes de la cepa Y de T. cruzi,
observéndose un efecto inhibitorio. En particular, el efecto se observé luego de 48 horas para la concentracién 100 pg/mly
de 72 horas para 20 ug/ml (P<0,05). Creemos que un estudio mas profundo del mecanismo de accién de este extracto
sobre la interacciéon p14/5Sf3b155, podria abrir la posibilidad para el desarrollo de nuevos farmacos para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas.

DyQ7- DIAGNOSTICO MOLECULAR DE STRONGYLOIDES STERCORALIS MEDIANTE PCR EN TIEMPO REAL, COMPARACION
CON METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONALES

LB Argtiello, CD Alba Soto, P Ruybal, SM Gonzdlez Cappa, SA Repetto.

Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica, IMPaM, CONICET-UBA. Facultad de Medicina,
Universidad de Buenos Aires. E-mail: lisanarguello@gmail.com

El diagndstico habitual de Strongyloides stercoralis (S.s) se realiza por observacion microscépica (OM) de larvas en materia
fecal (mf) y cultivo en agar nutritivo (CAN). En las infecciones crénicas, un Unico examen presenta una sensibilidad de 30%
por la fluctuante excrecién de larvas. Para mejorar el diagndstico desarrollamos inicialmente una PCR convencional (cPCR) y
luego una PCR en tiempo real (qPCR) para la deteccidn del parasito en muestras de mf. Su sensibilidad analitica (S) es 0,2 y
0,1 larvas/g mf, respectivamente. En este trabajo comparamos la eficiencia de ambas técnicas moleculares con los métodos
convencionales para el diagnéstico de S.s Se realizd un estudio descriptivo, transversal y de validaciéon de pruebas
diagndsticas. Se utilizaron 28 muestras de mf de pacientes > 18 afios con antecedentes de area endémica para S.s, sin
riesgo de infeccion exdgena. Con una muestra de mf fresca se realizé6 OM, CAN, cPCR y gPCR. La extraccién de ADN se
realizé6 combinando lisis mecanica con el QlJAamp DNA Stool Mini Kit. Se amplificé la regidon rARN 18s de S.s mediante cPCR
y gPCR. Esta Ultima fue estandarizada mediante diluciones seriadas en factor 2 a partir de 50 larvas/g de mf. Se consideré
como test de referencia OM y CAN. El CAN fue positivo en 7/28 muestras y la OM en 3/28. Se detectd S.s en 20/28
muestras por cPCR. Por gPCR se detectaron 21/28 muestras y el rango Ct fue de 28.23-36,24 (mediana 32,54). Sélo una
muestra fue negativa por gPCR pero positiva por CAN y cPCR. La S de la gPCR fue 67% y VPN 88% cuando se comparé con
OM; S de 86% y VPN de 88% frente a CAN. La Sy el VPN de la cPCR fueron del 100% frente a OM y al CAN. La PCR en tiempo
real es una herramienta diagndstica para S.s con alta Sy VPN con eficiencia similar a la cPCR. Se ampliara el estudio a un
mayor niumero de muestras.

DyQ8-CO6- TRANSFERENCIA DE ESTRATEGIAS MOLECULARES PARA EL DIAGNOSTICO DE CHAGAS CONGENITO AL
SISTEMA SANITARIO PUBLICO NACIONAL: ENSAYO DE IMPLEMENTACION

Carolina | Cura(l), Juan C Ramirez(z), Constanza Lopez A/bizum, Karenina Scol/o(l), Sergio Sosa-Estani™.
@instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chaben", ANLIS "Dr. Carlos G. Malbran". @ aboratorio de Biologia
Molecular de la Enfermedad de Chagas, INGEBI-CONICET. E-mail: cura.carolina@gmail.com

La incidencia anual de Chagas congénito en Argentina es de 800-1300 casos, con una poblacién en riesgo de 24000 nifos.
Con la metodologia de diagndstico actual (método parasitoldgico antes de los 10 meses y serologia a partir de esta edad)
50-70% de los casos pierden la oportunidad de ser diagnosticados y tratados de forma temprana. Las estrategias de PCR
son sensibles, especificas y han demostrado un rol predictivo en el diagndstico de la infeccién congénita. El Instituto
Nacional de Parasitologia ha iniciado en 2014 el proceso de transferencia e implementacién de un algoritmo de técnicas de
PCR en Tiempo Real (qPCR) para el diagnéstico de Chagas congénito al sistema sanitario nacional. El algoritmo propuesto
para este estudio, realizado en paralelo a la metodologia estandar, incluye una ronda de tamizaje y una confirmatoria, y
emplea dos técnicas de gPCR, una dirigida a la secuencia satélite (SatDNA) y otra al ADN de kinetoplasto (kDNA) de
Trypanosoma cruzi. De los 219 neonatos hijos de madres infectadas e incorporados al estudio desde el 01/07/2014, entre
500 a ser evaluados, 57 completaron el seguimiento por los métodos de referencia, confirmandose la infeccién en 7 de
ellos (12,3%). Ambos métodos de gPCR tuvieron una sensibilidad (S) del 100% en el tamizaje, mientras que la especificidad
(E) fue de 94% y 98% para kDNA y SatDNA, respectivamente. La ronda confirmatoria elevé la Sy E del algoritmo a un 100%.
En 6 de los casos positivos, el nuevo algoritmo detectd la infeccion a la edad de 1,7+1,0 meses, 5 fueron positivos por
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micrométodo (3,6+4,1 meses), y 1 presentd serologia reactiva a los 10 meses. El 7mo caso fue encontrado PCR positivo a
los 9 meses (ler control) y confirmado por serologia a los 12 meses. Los resultados preliminares del ensayo de
implementacién muestran la utilidad de los métodos de gqPCR vy el algoritmo propuesto para el diagndstico temprano de la
infeccion congénita y respaldan su transferencia al sistema sanitario publico nacional.

DyQ9- DESARROLLO Y EVALUACION DE UNA PCR ANIDADA (nPCR) DE ALTA SENSIBILIDAD PARA LA DETECCION DE
BABESIA BOVIS Y BABESIA BIGEMINA

Anabela Mira(l), Dora Romero-Salas(z), Juan Mosqueda(3), Monica F/orin-Christensen(l), Leonhard Schnittger(l) .

@ instituto de Patobiologia, CICVyA, INTA-Castelar. @rqcultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia, Universidad
Veracruzana, Veracruz, Meéxico. ®lUniversidad Auténoma de Querétaro, Campus Juriquilla, México. E-mail:
mira.anabela@inta.gob.ar

En América, la babesiosis bovina es causada por Babesia bovis y B. bigemina y es considerada una de las enfermedades de
mayor importancia del ganado bovino entre las transmitidas por artropodos a nivel mundial. Los animales en regiones
tropicales y subtropicales endémicas para las garrapatas vectores pueden desarrollar infecciones crdnicas con baja carga
parasitaria resultando necesario contar con métodos de deteccidn sensibles. Por ello, el objetivo del presente trabajo fue
desarrollar y evaluar una nPCR que permita la deteccién directa de ADN del parasito a partir de muestras de sangre de
bovinos y bufalos de agua. Los primers para la nPCR fueron disefiados tomando como base las secuencias del gen citocromo
b de B. bovis y B. bigemina. La técnica se puso a punto con muestras de ADN obtenidas de sangre de bovinos
experimentalmente infectados con estos parasitos. Se corroboré mediante electroforesis en geles de 1,8% de agarosa la
obtencion de productos de amplificacién del tamafio esperado (195 pb y 250 pb, para B. bovis y B. bigemina
respectivamente). Se verifico la especificidad de los primers utilizando como control de reactividad cruzada muestras de
ADN gendmico de B. bovis, B. bigemina o Anaplasma marginale. La sensibilidad se tested en cantidades decrecientes de
ADN gendmico de cada parasito, pudiendo detectarse en ambos casos hasta 0,1 fg de ADN, lo cual corresponde a una
sensibilidad 1000 veces superior con respecto a un ensayo de nPCR ampliamente utilizado y considerado como estado de
arte en la deteccidn y estudios epidemiolégicos de estos patdgenos. Nuestro ensayo fue aplicado a muestras de campo de
bovinos y bufalos de agua asintomaticos permitiendo estudiar el efecto de factores poblacionales e individuales
contrastantes entre las diferentes poblaciones analizadas sobre la infeccidn con B. bovis y B. bigemina. Financiado por INTA
CORRI-1243106

DyQ10- DESARROLLO DE UNA PCR SEMIANIDADA DUPLEX PARA LA DETECCION DE ADN DE SARCOCYSTIS AUCHENIAE EN
MUESTRAS DE SANGRE DE LLAMA

Cecilia Decker Franco”), Leonhard Schnittger(z), Ménica Florin-Christensen™.

WINTA CASTELAR. Pinsituto de Patobiologia, CICVyA, INTA-Castelar. E-mail: decker.cecilia@inta.gob.ar

La sarcocistiosis de camélidos sudamericanos (CS) domésticos es causada por el protozoo Sarcocystis aucheniae, que da
lugar a la formacion de quistes macroscépicos (1-5 mm) en los musculos de estos animales. El consumo de carne infectada,
cruda o insuficientemente cocida, puede producir en el hombre, un cuadro de gastroenteritis que cursa con nduseas,
diarreas y colicos. En consecuencia, la sarcocistiosis tiene un impacto negativo en la economia de los productores de CS,
dado que la presencia de quistes puede conducir a la desvaloraciéon y/o decomiso de la carne. Para ayudar al control de esta
parasitosis, es importante contar con métodos de deteccidn de las infecciones previamente a la faena. Por ello, el objetivo
de este trabajo fue el desarrollo de una PCR semianidada duplex, para detectar simultdneamente ADN del parasito y del
hospedador en muestras de sangre. Como secuencias blanco, se utilizaron secuencias especificas del gen 185 ARNr de S.
aucheniae y el gen 16S ARNr mitocondrial de llama. El ensayo se puso a punto con muestras de ADN extraidas de quistes
del parasito y musculo de llama, para luego ser aplicado a alicuotas de sangre de llama a las que se agregaron distintas
cantidades conocidas de bradizoitos de S. aucheniae. En el segundo ciclo de la PCR, se obtuvieron fragmentos de ADN
correspondiente al tamafio esperado para el parasito y hospedador, 583 y 257 pb, respectivamente. Este método fue
altamente sensible, alcanzdndose un limite inferior de deteccidn de 0,76 parasitos/ml de sangre. Luego, fue aplicado con
éxito a muestras de sangre de llamas de Argentina, confirmando asi la posibilidad de detectar infecciones por S. aucheniae
en la sangre de CS. Este método permitird un relevamiento de infecciones por este parasito en CS de Argentina y paises
vecinos, criados bajo diferentes condiciones sanitarias, para poder conocer la situacion epidemioldgica de la sarcocistiosis
de CS e identificar factores de riesgo. Financiado por INTA SALJU-1232204.

DyQ11-CO8- DESARROLLO DE UN NUEVO ANTIGENO MULTIEPITOPE PARA OPTIMIZAR EL DIAGNOSTICO DE CHAGAS
Luz Peverengom, Valeria Garciam, Bruno Bel/uzom, Andrea Racca(l), Luz Rode/esm, Miguel Viccom, Luis Gug/iotta{z), Claudia

Lagier(s), Verdnica Gonzalez(z), Ivan Marcipar(l).
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@1 aboratorio de Tecnologia Imunoldgica, Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral,
Sante Fe, Argentina. (Z)Grupo de polimeros y reactores de polimerizacion (INTEC-CONICET-UNL), Santa Fe, Argentina.
G Departamento de Quimica Analitica, Facultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario,
Rosario, Argentina. E-mail: luzpeverengo@gmail.com

En trabajos previos hemos evaluado diferentes antigenos recombinantes y combinaciones multiepitope, destinadas al
diagnéstico de Chagas, utilizando diferentes plataformas de diagndstico. Hasta el momento, habiamos logrado el mejor
desempefio diagndstico con una proteina constituida por los antigenos FRA y SAPA que denominamos CP1. Dado que la
sensibilidad de dicho antigeno es insuficiente para el diagndstico y no se complementa con ninguna de nuestras proteinas
y/o las construcciones recombinantes previas, hemos disefiado una nueva proteina destinada a complementar el
desempefio de CP1. Disefiamos un gen sintético constituido por los antigenos TSSAII-MAP-TcD y lo expresamos en el
sistema pET28a/ E. coli BL21-DE3. Luego, purificamos la proteina con NTA-Ni. Las capacidades diagndsticas de este antigeno
(CP3) y del previamente descripto (CP1) se compararon para la determinacion de anticuerpos especificos anti-T. cruzi en
sueros humanos mediante ELISA. A fines de hallar una diferencia minima del 10% de las areas debajo de la curva (AUC)
entre ambos antigenos (Error alfa=0,05; Error beta=0,20, relacion 1:1) el nimero de muestras requeridas por grupo fue de
15. Se utilizaron 15 sueros positivos y 26 negativos confirmados por ELISA y HAI comerciales. El AUC para CP1 fue de 0.80
(1C95% 0,65-0,90, p=0,001), mientras que la de CP3 fue de 0,99 (IC95% 0,91-0,99, p<0,001). Mediante la comparacidn entre
ambas AUC se observd una diferencia de 0,19 a favor de CP3 (1C95% 0,015-0,38; p=0,03), indicando optimizacion
diagnéstica de CP3 con respecto a CP1. Esta diferencia se reflejo en un mayor cociente de medias de DO de
positivos/negativos de CP3 en relacion a CP1 (10,4 vs 6,5). Un segundo analisis consistio en evaluar la capacidad diagndstica
de CP1y CP3 con 5 muestras discordantes por ELISA y HAI comerciales y confirmadas IFl. Los resultados para CP1 y CP3
concordaron con la clasificacion de IFl. En una siguiente etapa nos proponemos evaluar el desempefio de los antigenos
combinados.

DyQ12- RESPUESTA DIFERENCIAL DE INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE PROLINA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI
Lucia Fargnolim, Maria J Barisén{z), Ariel M Silber(z), Guillermo R Labadie™.

(I)IQUIR-CONICET, Universidad Nacional de Rosario, Argentina. @instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sdo
Paulo, Brasil. E-mail: fargnoli@iquir-conicet.gov.ar

La quimioterapia de la enfermedad de la enfermedad de Chagas es obsoleta e insuficiente. EI complejo ciclo de vida que
presenta el agente etioldgico que la produce ha llevado a buscar nuevos blancos moleculares que permitan desarrollar
nuevos farmacos selectivos y especificos para la fase crénica de la enfermedad. Se ha observado la dependencia de L-
Prolina como fuente de carbono en este parasito, lo que ha permitido especular que la inhibiciéon de su internalizacién
permitiria desarrollar nuevos agentes quimioterapéuticos que permitan tratar la enfermedad. En trabajos previos de
nuestro grupo se han disefiado, sintetizado y estudiado nuevos analogos sustituidos de L-Prolina que presentaron actividad
contra epimastigotes de T. cruzi y promastigotes de L. donovani. Estudios de relacidn estructura-actividad permitieron
determinar que los analogos con sustituyentes alifaticos de cadena larga sobre el nucleo 1,2,3-triazélico presentaban los
mejores perfiles de actividad. En el presente trabajo, tomando los 3 derivados mds activos en epimastigotes se ensayod su
actividad frente a las 5 DTUs (I, II, Ill, IV; y V) restantes, con el objetivo de determinar si existia un comportamiento
diferencial de los compuestos frente a ellas. Los resultados arrojan valores de IC50 menores a los obtenidos con la cepa
CL14 (DTU VI). Por otro lado, se estudié el mecanismo de muerte celular (via apoptédtica o necrosis) mediante citometria de
flujo, utilizando una doble marcacidn: Anexina V para apoptosis y loduro de propidio para marcar las membranas rotas en
necrosis. De esta manera, determinamos si los pardsitos en estadio de epimastigotes siguen la via apoptdtica o de necrosis
cuando son tratados con los analogos al IC50 y al IC80 a las 24h y 72 h. Los resultados encontrados indican que uno de los
analogos induce muerte por necrosis. Adicionalmente, se observaron los cambios morfolégicos en epimastigotes de T. cruzi
asociados con el tratamientos con los 3 compuestos, resultando en parasitos con forma mas redondeada especialmente
cuando son tratados a su IC80. Durante la presentacidn de este trabajo se discutird como pequefias variaciones moleculares
producen una respuesta diferencial en los parasitos, llevando incluso a cursar por distintos mecanismos de muerte.

DyQ13-CO4- ESTUDIO IN VIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIHELMINTICA DE NANOCRISTALES DE ALBENDAZOLE SOBRE EL
ESTADIO LARVAL DE ECHINOCOCCUS MULTILOCULARIS

Patricia Pensel(l), Alejandro Paredesm, Clara M Albanim, Daniel AI/emandi(z), Sergio Sanchez Bruni(g), Santiago D Palma{z),
Maria C Elissondo™.

@1 aboratorio de Zoonosis Parasitarias, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, Universidad Nacional de Mar del Plata.
CONICET. PUnidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica, UNITEFA-CONICET, Ciudad Universitaria, 5000
HUA-Cérdoba, Argentina. B aboratorio de Farmacologia, Centro de Investigacion Veterinaria de Tandil (CIVETAN), Facultad
de Ciencias Veterinarias, UNCPBA-Tandil, Argentina. E-mail: patricia_pensel@hotmail.com
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La equinococcosis alveolar (EA) humana es una enfermedad parasitaria causada por el estadio larval del cestode
Echinococcus multilocularis. El tratamiento de la EA consiste en la cirugia y/o la quimioterapia con benzimidazoles-
metilcarbamatos, principalmente albendazole (ABZ). Este farmaco presenta limitaciones en su eficacia, debido a su pobre y
erratica biodisponibilidad. Los nanocristales (NC) son particulas compuestas en un 100% del principio activo con un rango
de tamafio de 400-600nm. La gran superficie de contacto de los NC, aumenta su velocidad de disolucidn y en consecuencia
incrementa la biodisponibilidad oral del farmaco. El objetivo del presente trabajo fue evaluar la eficacia de NC de ABZ (NC-
ABZ) en ratones experimentalmente infectados con E. multilocularis. No se observé diferencia significativa entre los grupos
control (P>0.05; Control agua destilada= 8.98+4.61 g; NC vacias= 10.13+2.98 g). El tratamiento durante 30 dias con ABZ
suspension (5 mg/kg/dia) redujo el peso promedio de los quistes, sin embargo no se observaron diferencias significativas
(P>0.05; 4.94+2.2 g) respecto a los grupos control. Por el contrario, el peso promedio de los quistes del grupo NC-ABZ (5
mg/kg/dia) fue significativamente menor (P<0.001, 2.17+1.24 g) que los observados en los grupos control. El test de
exclusion con azul de metileno determind la vitalidad de los protoescdlices aislados de cada grupo experimental. Si bien
ambas formulaciones mostraron efecto protoescolicida, la vitalidad de los protoescélices extraidos del grupo NC-ABZ fue
significativamente menor (P<0.001) que la detectada en el grupo ABZ suspension. Estos resultados coincidieron con el dafio
detectado a nivel ultraestructural. En conclusién, ABZ formulado como NC mejoré la eficacia in vivo de la droga en el
modelo murino de EA. El aumento en la velocidad de disolucidn de la droga podria incrementar su llegada en el sitio de
localizacidon del parasito y en consecuencia su efecto antihelmintico.

DyQ14- LAMP (LOOP MEDIATED ISOTHERMAL AMPLIFICATION) PARA LA DETECCION COLORIMETRICA DE ADN DE
TRYPANOSOMA RANGELI UTILIZANDO SYBR GREEN®

Rocio Rivero, Elsa B Veldzquez, Mdnica | Esteva, Ana Maria De Rissio, Margarita Bisio, Andrés M Ruiz.
Instituto Nacional de Parasitologia. E-mail: rocior_04@yahoo.com.ar

El protozoario T. rangeli comparte con Trypanosma cruzi los mismos vectores y reservorios y en algunas ocasiones la
distribucidn geografica. Por su similitud antigénica los ensayos de inmunodiagndstico presentan reaccidn cruzada. Por tal
motivo sigue siendo un problema encontrar técnicas de diagndstico que diferencien ambos microorganismos. La técnica de
LAMP se basa en la amplificacion de ADN utilizando equipamiento de laboratorio sencillo, una ADN polimerasa con
actividad de desplazamiento y un sistema de cuatro oligonucleétidos. La amplificacion se obtiene en una hora en un bloque
seco y es posible la lectura directa del resultado por la adhesion de sustancias que cambian de color cuando se integran al
producto, sin necesidad de recurrir al gel de agarosa. El objetivo de este trabajo fue optimizar y evaluar la performance de
un ensayo LAMP para la deteccion colorimétrica de T. rangeli. Se utilizaron los primers reportados por Thekisoe y col. 2010,
modificando ligeramente las condiciones. Se ensayé adicionar 1ul del intercalante (SYBR Green®, Invitrogen (57563) al
finalizar la reaccidn. Los productos de reaccion se corrieron en gel de agarosa 2,5%. Se analizaron ademds los parametros
de sensibilidad y especificidad. Se obtuvo un limite de deteccién de 100 fg, 10 veces superior al publicado previamente. Con
la adicidn del intercalante (1:10), las muestras positivas para T. rangeli viraron del color naranja a verde fluorescente segin
lo esperado para muestras positivas mientras que los controles negativos (T. cruzi y Leishmania spp) permanecieron de
color naranja. Se observd una perfecta correlacion entre la deteccidén colorimétrica y los geles de agarosa. La adicion de
SYBR Green® permite la lectura del resultado a simple vista lo que hace que el ensayo pueda ser utilizado en laboratorios
con recursos limitados. Los resultados sugieren que LAMP puede surgir como una técnica rapida y sensible de diagndstico
diferencial de infecciones por T. rangelio T. cruzi.

DyQ15-CO8- PROGRAMA DE CONTROL DE CALIDAD EXTERNO PARA EL MONITOREO POR PCR EN TIEMPO REAL EN
ENSAYOS CLINICOS DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Juan C Ramirezm, Rudy Parrado(z), Elena Su//eiro(3), Sandro Vi//arroel{z), Anabel de la Barra(z), Marcelo Rodr/'guez(d), Lucia
(4) (5)

Irazu'™”, Maria de los A Curto(l), Lineth Garcia(z), Israel Molina(3), Isabela Ribeiro™, Alejandro G Schijmanw .

@instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI-CONICET), Buenos Aires, Argentina.
@instituto de Investigaciones Biomédicas (IIBISMED) - Universidad Mayor de San Simdn, Cochabamba, Bolivia. Blyall
d’Hebron Teaching Hospital - Special Program for Infectious Diseases, Barcelona, Espaﬁa.{4)lnstituto Nacional de
Enfermedades Infecciosas (INEI) - ANLIS "Dr. Carlos G. Malbrdn", Buenos Aires, Argentina. (5)Drugs for Neglected Diseases
initiative (DNDi), Ginebra, Suiza. E-mail: juankrg@yahoo.es

El monitoreo por PCR en Tiempo Real (qPCR) es un marcador de falla terapéutica altamente recomendado en los ensayos
clinicos de la enfermedad de Chagas, pero hasta la fecha ningtin programa de control de calidad externo (CCE) ha evaluado
el desempefio de los ensayos de gPCR utilizados en los diferentes ensayos clinicos. Se disefid un programa de CCE para
evaluar el rendimiento de las qPCRs utilizadas en los ensayos clinicos E1224 y Chagasazol realizados en Bolivia y Espafia,
respectivamente. Cuatro paneles con muestras de sangre negativa en buffer Guanidina HCl 6M EDTA 0.2M pH 8,
contaminadas con 0, 1, 10 y 100 equivalentes parasitarios (eq. par.)/mL de las cepas K98 (Tcla), Sylvio X10 (Tcld), LL014-1-
R1 (TcV) y CL-Brener (TcVI), fueron preparados por el LaBMECh (Lab Ref) del INGEBI, Buenos Aires, Argentina. Los paneles
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se analizaron a ciegas a los 0, 3, 6 y 9 meses en los laboratorios de Bolivia (LabB), Espafia (LabC) y el Lab Ref. La acordancia
(acuerdo intra-laboratorio) y concordancia (acuerdo inter-laboratorio) global de los resultados a nivel cualitativo fueron de
49.7, 84.2 y 100%, y 50.1, 82.7 y 100%, para 1, 10 y 100 eq. par./mL, respectivamente, y del 100% para los controles
negativos. La comparacion de los Cts reveld la existencia de diferencias significativas entre las cepas utilizadas, con menores
Cts para las cepas K98 (Tcla) y CL-Brener (TcVI). No se encontraron diferencias significativas entre los laboratorios para cada
panel, excepto para el panel 2 entre el Lab Ref y el LabC. Ademas, no hubo diferencias significativas entre los paneles para
cada laboratorio, lo cual evidencia una adecuada conservacion de las muestras durante el estudio. El programa de CCE para
el monitoreo por qPCR en ensayos clinicos de la enfermedad de Chagas resulté ser una estrategia factible y de elevada
utilidad, por lo que se recomienda su aplicacién en los laboratorios de diagndstico molecular del Sistema de Salud.

DyQ16- ACTIVIDAD DE DERIVADOS DE QUINOLONAS Y QUINOLINAS SOBRE TOXOPLASMA GONDII
Gisela C Muscia, Maria B Palma, Graciela Y Buldain, Silvia E Asis, Fernanda M Frank.

IMPAM (UBA-CONICET), Departamento de Quimica Orgdnica, Facultad de Farmacia y Bioquimica, UBA. E-mail:
celgim@yahoo.com.ar

Toxoplasma gondii, es un patdgeno oportunista con prevalencia a nivel mundial en poblaciones humanas y animales. La
infeccion humana es asintomatica excepto cuando la primoinfeccidn ocurre durante la gestacion, o en inmunodeprimidos
donde puede ocurrir reactivacion de la infeccion latente dando lugar a una toxoplasmosis cerebral. El tratamiento emplea
sulfadiazina y piremitamina, su empleo prolongado produce efectos adversos, que llevan a la suspensidn del tratamiento en
el 40% de los pacientes. Por otro lado, los farmacos actuales ayudan a limitar la multiplicacidn parasitaria en el estadio de
replicacion rapida (taquizoito), sin ejercer efecto cuando los parasitos se encuentran enquistados en los tejidos.
Sintetizamos derivados de quinolonas y quinolinas, los cuales fueron evaluados por la Organizacion Mundial de la Salud
frente a Plasmodium falciparum. Dos quinolonas demostraron actividad frente a cepas resistentes, mientras que la
quinolina también fue activa frente a este parasito. Siendo que P. falciparum y T. gondii son pardsitos pertenecientes a la
clase apicomplexa, nos proponemos determinar la actividad de estas tres drogas frente T. gondii. Se determind la
citotoxicidad frente a la linea celular THP-1, demostrando que los mismos no son citotdxicos. Luego determinamos la
capacidad de las mismas de controlar la parasitemia. Ratones C3H fueron infectados por via oral con quistes tisulares de la
cepa Me49 de T. gondii y al mes evaluamos la carga parasitaria en tejido cerebral, realizando el recuento de quistes. Las
tres drogas fueron evaluadas a concentraciones de 10 y 20 mg/kg/dia y se asociaron entre ellas y con las drogas de
referencias para determinar su posible sinergismo. Los resultados obtenidos demuestran que estos derivados reducen
significativamente el nimero de quistes por cerebro con respecto al grupo control (PBS) y que la asociacion de una de las
quinolonas y de la quinolina con sulfadiazina es mas efectiva que la combinacién de sulfadiazina y pirimetamina empleada.

DyQ17- ENSAYOS PRECLINICOS: EVALUACION DE EFICACIA DE TRATAMIENTOS CON BENZNIDAZOL Y ALOPURINOL, EN
DIFERENTES CEPAS DE T. CRUZI Y MODELOS DE RATON

Marcela Rial, Maria Lujan Scalise, Jacqueline Bua, Modnica | Esteva, Nilda Prado, Adelina Riarte, Laura E Fichera.
INP Dr. M. Fatala Chaben ANLIS/Malbrdn. E-mail: marcelarial2@hotmail.com

En trabajos previos preclinicos con drogas tripanocidas en raton, estudiamos el efecto del tratamiento combinado con bajas
dosis de benznidazol y alopurinol sobre la miocarditis crénica generada por los parasitos Tc Sylvio-X10/4 y Tc Nicaragua
(TcN) en ratones C3H/HeN y C57/BJ6. Los diferentes modelos se evaluaron con serologia, PCR cuantitativa, histopatologia y
electrocardiografia. En este estudio analizamos la respuesta al tratamiento en cada uno de los métodos utilizados que
permitan evaluar mejor el efecto tripanocida sobre la reduccién de la patologia cardiaca. Los métodos utilizados en
tratamientos de C3H/HeN infectados con baja carga parasitaria (10 TcN), fueron eficientes para observar efectos de las
drogas, excepto la electrocardiografia dado que la patologia generada fue leve y no hubo alteraciones que modificaran la
actividad eléctrica. En los ratones C57/BJ6 crénicos infectados con 3000 pardésitos de TcN, la electrocardiografia permitio
evaluar trastornos de conduccion en el corazén, como el aumento del tiempo de conduccién del nédulo A-V y la caida de la
frecuencia cardiaca respecto de los ratones sanos. Dichos cambios revirtieron con los tratamientos. En ratones C3H/HeN
crénicos infectados por 1x106 Tc Sylvio-X10/4 y tratados, la inflamacidn asociada a la infeccién disminuyé un 80% vy la
frecuencia cardiaca se normalizé. La cuantificacion de la parasitemia fue fundamental cuando se evalud la infecciéon crénica
por TcN en C57/BJ6 con una disminucidn de la parasitemia de 98 % y de 95 % en C3H/HeN, de igual modo que con la
infeccion provocada por Tc Sylvio. En el marco de las sugerencias de estudios preclinicos para evaluar drogas tripanocidas:
en dos cepas de ratén y dos de Tc con igual UDT, se observé que es fundamental la eleccién del método de evaluacion para
cada modelo experimental.

DyQ18-CO6- DIAGNOSTICO DE CHAGAS CONGENITO: (PODEMOS MEJORAR EL ALGORITMO DE TRABAJO?
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Romina Volcovich, Nicolds Gonzdlez, Samanta Moroni, Guillermo Moscatelli, Griselda Ballering, Margarita Bisio, Indira D
Amico, Facundo Garcia Bournissen, Jaime Altcheh.

Servicio de Parasitologia y Chagas — Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, Buenos Aires. E-mail: rovolco@gmail.com

La Enfermedad de Chagas (ECh) es una zoonosis causada por Trypanosoma cruzi (Tc) cuyas principales vias de transmision
son la vectorial y la transplacentaria. El diagnéstico de infeccién congénita en el recién nacido se realiza mediante estudio
parasitolégico directo (EP), en tanto la serologia permite realizarlo en nifios mayores con EP negativo previo, una vez
eliminados los anticuerpos (Acs) maternos. Respecto a la edad minima para solicitar el estudio seroldgico (ES), la Sociedad
Argentina Pediatria recomienda 8m, y el Programa Nacional de Chagas 10m. Con el objetivo de evaluar la cinética de Acs
anti Tc, se realizé un estudio observacional de seguimiento de hijos de madres con ECh entre Junio 2012 y Junio 2015. Se
definié infeccidon congénita por presencia de Tc en EP (microhematocrito o microtubo) o Acs positivos por dos técnicas
(Chagatest HAI y Chagatest ELISA lisado) a los 9m de vida. Los pacientes infectados recibieron benznidazol 5-8 mg/kg/d por
60d. A los pacientes con EP negativo se les realizd ES trimestral hasta los 9m. Se analizaron curvas de Acs por el método de
Kaplan-Meier, comparando las obtenidas por HAl y ELISA mediante test de Log-Rank por SPSS Statistics. Se incorporaron al
estudio 116 nifios. Doce presentaron ECh Congénita (11 EP+ y 1 ES+). A la fecha 76% de los pacientes con EP negativo
completaron el protocolo, descartandose la infeccion en 68 nifios cuya Me de negativizacion de Acs fue 7,5m (1g25:6,1m -
1g75:9,1m). No se hallaron diferencias al comparar la cinética de Acs por HAl y ELISA (Log Rank p=0,216). El EP presentd una
sensibilidad diagnodstica elevada (92%). Cincuenta y uno de los 68 nifios no infectados (75%) negativizaron Acs maternos
entre los 6 y los 9m de vida. Esto no pudo ser constatado en el 25% restante por retraso en la concurrencia al Gltimo
control. No se observaron resultados positivos de serologia luego de los 7m, por lo que podria sugerirse realizacion de un
primer ES mas precoz, evitando eventual pérdida de seguimiento.

DyQ19-CO2- TRATAMIENTO INTERMITENTE DE BENZNIDAZOL COMBINADO CON ALOPURINOL EN LA INFECCION
CRONICA MURINA POR T. CRUZI NICARAGUA (TcN)

Lujan Scalise, Marcela Rial, Mdnica | Esteva, Jacqueline Bua, Nilda Prado, Adelina Riarte, Laura E. Fichera.
INP Dr. M. Fatala Chaben ANLIS/Malbrdn. E-mail: scaliselujan@yahoo.com.ar

En la infeccion crénica de ratones C57/BJ6 por Tc Nicaragua (Grosso y col., 2010) se estudid la respuesta al tratamiento de
benznidazol (BZ) y alopurinol (ALO) en un esquema de tratamiento intermitente (IT) (Bustamante y col., 2014). Las dosis se
suministraron cada 5 dias, y se compararon los resultados con el esquema de dosis diarias. Cuatro grupos de 10 ratones
hembras crénicos, infectados con 3000 TcN, se trataron en forma intermitente con 13 dosis orales, 2 con BZ75 y 2 con
BZ100 mg/kg, cada 5 dias. A un grupo de cada dosis de BZ, se les administraron a continuacidn, 30 dosis orales de ALO64
mg/Kg/dia. A los 7 meses post infeccion, se estudiaron las alteraciones electrocardiograficas y luego del sacrificio la
serologia por ELISA, la parasitemia por qPCR, y los grados de inflamacion y de fibrosis por histopatologia. En los ratones
cronicos el estudio electrocardiografico mostré una disminucion significativa de la frecuencia cardiaca y un aumento del
tiempo de conduccion del nddulo A-V. En los ratones tratados estas alteraciones se revirtieron en forma significativa. Los
titulos de IgG disminuyeron en un 80 a 83% con los tratamientos, y a un 50% cuando se agregd ALO a BZ75. La inflamacidn
asociada a la infeccidn de los ratones tratados disminuy6 significativamente entre un 70 y un 90%, excepto con BZ75+ALO.
La fibrosis disminuyd significativamente un 60% con todos los tratamentos, menos con BZ75. La parasitemia disminuyd de
8.5a 1.6 y 0.9 Eg/ml en los ratones tratados con BZ100 y BZ100+ALO. El tratamiento intermitente provocé disminucién de
las alteraciones eléctricas y patoldgicas del miocardio, de la parasitemia en sangre, y de los titulos de IgG en el suero. No se
observaron diferencias con los resultados del tratamiento de dosis diarias. Estas observaciones sugieren que las dosis de
BZ, suministradas en forma intermitente, podrian considerarse para un esquema de tratamiento con menor acumulacién
de droga e igualmente efectivo sobre la patologia cardiaca.

DyQ20- APLICACION DE LA PCR, EN MUESTRAS RECOLECTADAS EN PAPEL DE FILTRO, PARA LA DETECCION DE
TRYPANOSOMA CRUZI

(1)

Cristina G Maidana ™, Elsa Ve/dzquez”’z), Nora Malagrinom, Rocio Rivero(l'z), Andrés M Ruiz™?.

@ instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chaben” (INP) ANLIS-Malbrdn. Buenos Aires, Argentina. {Z)CONICET,
Buenos Aires, Argentina. Email: cgmaidana_1999@yahoo.com

El diagndstico molecular de la enfermedad de Chagas se ha constituido en una alternativa viable, especialmente en la
transmisién congénita y la infeccion aguda. Recientemente nuestro grupo demostré que la PCR es capaz detectar la
infeccion anticipandose a la serologia y la observacion microscépica en neonatos infectados. El objetivo de este trabajo fue
establecer las condiciones 6ptimas de amplificacion del ADN de T. cruzi utilizando muestras de sangre recolectadas en
papel de filtro (PCR-P), analizar la sensibilidad de la PCR-P respecto de la PCR convencional (PCRc) y determinar la
concordancia entre Micrométodo (Mm) y serologia. Se emplearon las FTA Cards de Whatman®que permiten la aplicacién
de muestras de sangre extraidas de diferentes maneras. Las ventajas de este método, de purificacion de ADN, son el
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pequeiio volumen de sangre a utilizar, la practicidad y el tiempo total en que se realiza la reaccién. Se estudiaron 126
pacientes: 122 nifios y 4 adultos. Se les realizé serologia convencional HAI, IFl, ELISA; Mm, PCRc (Veldzquez et al., 2014) y
PCR-P. Resultados: 1) PCRc vs PCR-P: Sobre 121 muestras totales se observé que 107 fueron negativas por ambos métodos;
en tanto que, de (14/121) positivas PCR-P detectd una muestra mas que la PCRc (13/121). 2). PCR-P vs Mm: Se procesaron
119 muestras (96/119) fueron negativas para ambos métodos y sobre un total de 23 muestras positivas, PCR-P fue capaz de
detectar el 100 % respecto de 7/23 realizadas por el Mm. 3).PCR-P vs Serologia: De 39 muestras 30 resultaron negativas por
ambos métodos, mientras que de un total de 9 muestras positivas, serologia detectd 7 y PCR-P la totalidad de las mismas.
Los resultados aqui presentados demuestran la buena performance alcanzada por PCR-P ademas de otras ventajas:
*Pequefio volumen de sangre (50-75 ul); *Facil aplicacién, *Procesamiento en el dia; *Tiempo total de purificacion;
*Almacenamiento a T2 ambiente; *Envio por correo de las muestras; *Especial para estudios en campo.

DyQ21- FARNESIL DIFOSFATO SINTETASA Y ESCUALENO SINTETASA COMO BLANCOS MOLECULARES PARA EL DISENO DE
AGENTES ANTIPARASITARIOS

Juan B Rodriguez, Maria N Chao, Carolina Exeni Matiuzzi, Mariana Ferrer Casal, Tamila Galaka, Sergio H Szajnman.
Departamento de Quimica Orgdnica, FCEyN, UBA. E-mail: jbr@qo.fcen.uba.ar

El camino biosintético de isoprenoides estd considerado como muy Uutil para la identificacion de nuevos blancos
moleculares contra trypanosomatidos y parasitos Apicomplexa. Por otro lado, el tratamiento de infecciones con
Trypanosoma cruzi se basa en dos drogas, nifurtimox 6 benznidazol, los cuales se descubrieron empiricamente, no estan
aprobados por la FDA de los Estados Unidos y estan asociados a largos tratamientos con severas contraindicaciones. La
quimioterapia para infecciones con Toxoplasma gondii no es satisfactoria, particularmente, no es bien tolerado por
pacientes con SIDA. Entonces, existe una necesidad de desarrollar drogas seguras basadas en el conocimiento de la
bioquimica y fisiologia de estos microorganismos. Nuestra hipdtesis es que existen enzimas en la biosintesis de
isoprenoides que constituyen blancos moleculares relevantes para el tratamiento de estas enfermedades parasitarias. Para
evaluar esta hipotesis, nuestros objetivos son (a) investigar el efecto de bisfosfonatos contra la actividad enzimatica de
farnesil difosfato sintetasa (FPPS) e in vitro contra células de T. cruziy T. gondii; (b) investigar la accion de analogos de WC-9
(tiocianato de 4-fenoxifenoxietilo), los cuales son potentes inhibidores de la proliferacion de T. cruzi y T. gondii, contra
escualeno sintetasa de T. cruzi (TcSQS). WC-9 posee la capacidad de bloquear eficientemente la biosintesis de novo de
ergosterol a nivel de SQS como un inhibidor no-competitivo de la actividad enzimatica de TcSQS tanto glicosomal como
mitocondrial en el rango nanomolar. Por otro lado, T. gondii no biosintetiza colesterol y lo toma del huésped sugiriendo que
los inhibidores de SQS de mamiferos podrian eventualmente controlar el crecimiento de T. gondii. Hemos encontrado que
bisfosfonatos lineales conteniendo un atomo de azufre en la posicién C-3, en distintos estados de oxidacidn, eran potentes
y selectivos inhibidores de la proliferacion de T. gondii en el orden nanomolar. Por otro lado, las modificaciones en el
esqueleto de WC-9 para dar tiocianatos de 3-ariloxifenoxietilo resultaron potentes inhibidores del crecimiento tanto de T.
cruzi como de T. gondii consolidando nuestra relacién estructura/actividad de cientos de compuestos sintetizados en
nuestro laboratorio. Los compuestos hibridos bisfosfonatos-WC-9s exhibieron una potente accién antiparasitaria contra T.
gondiiy T. cruzi.

DyQ22- FARMACOCINETICA Y RESPUESTA PARASITOLOGICA EN PACIENTES ADULTOS CON ENFERMEDAD DE CHAGAS
TRATADOS CON BENZNIDAZOL (ABARAX®)

Marisa Fernandez(l), Maria E Marson(z), Juan C Ramirez (3), Guido E Mastrantonio{z), Alejandro G Schijman (3), Jaime
(4)

A/tchehW, Adelina R Riarte {1), Facundo Garcia-Bournissen"”.
(J)Departamento de Clinica, Patologia y Tratamiento. INP M Fatala Chaben. @ frea de Toxicologia, Departamento de
Ciencias Bioldgicas, Facultad de Ciencias Exactas, Universidad Nacional de La Plata. S aboratorio de Biologia Molecular de
la Enfermedad de Chagas (LaBMECh), Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI-
CONICET). “Servicio  de Parasitologia-Chagas,  Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez, CABA.  E-mail:
marisa.fernandez@gmail.com

Este es un reporte de farmacocinética y respuesta parasitolégica en pacientes adultos tratados con la nueva formulacién de
benznidazol (BNZ), desarrollada por laboratorio ELEA y recientemente aprobada, denominada Abarax® Se realiz6 un estudio
descriptivo de 6 pacientes adultos con al menos 2 serologias reactivas para T. cruzi a quienes se les indicd tratamiento,
segln las guias nacionales, con BNZ 5 mg/kg/dia por 60 dias. Durante el mismo se tomaron muestras de sangre para la
medicién de BNZ intratratamiento; y para PCR en tiempo real (QPCR), dirigidas al ADN Satélite (SatDNA) y Kinetoplastido
(kDNA) de T. cruzi; previo al tratamiento, al fin del mismo y a 6 meses de seguimiento Dos pacientes no cumplieron con las
indicaciones médicas y tomaron siempre la mitad de la dosis diaria prescripta. De los 4 pacientes que adhirieron a la dosis
indicada, dos tuvieron que suspender el tratamiento a los 23 y 32 dias por eventos adversos (EAs) graves, por lo que sélo 2
pacientes pudieron completar el esquema segun el protocolo previsto. De los 6 pacientes, 4 presentaron EAs, incluyendo
los que tomaron mitad de dosis. Estos EAs no mostraron correlacion evidente con la concentracion plasmatica de BNZ. La
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concentracion de BNZ en plasma fue la esperada para todos, excepto para un paciente que tomd la mitad de la dosis
indicada y presentd concentraciones plasmaticas mayores a las que se habrian esperado para la dosis habitual. En relacién
a la respuesta parasitaria, tres pacientes tuvieron qPCRs detectables para SatDNA y kDNA pretratamiento, mientras que la
totalidad de las muestras al final del tratamiento y a 6 meses de seguimiento fueron no detectables para ambas gPCRs Esta
serie, con un numero limitado de pacientes, sugiere que la respuesta parasitolédgica al BNZ contintia siendo elevada con la
mitad de la dosis convencional y, podria indicar que tratamientos con dosis menores a la recomendada por las guias
vigentes continuarian siendo efectivos

DyQ23- DIAGNOSTICO DE LA REACTIVACION DE LA INFECCION CRONICA POR TRYPANOSOMA CRUZI EN PERSONAS CON
VIH/SIDA

Marisa L Fernandez”}, Ezequiel Co'rdova(z), Luis M Buscemiw, Nicolds ListaM), Marcelo A Corti ™.

{”Departamento de Clinica, Patologia y Tratamiento. INP M Fatala Chaben. @Unidad de Infectologia. Hospital Cosme
Argerich, GCBA. ®Unidad de Bacteriologia. Hospital de Infecciosas FJ Mufiiz, GCBA. “ psistencia Respiratoria. Hospital de
Infecciosas FJ Muiiiz, GCBA. (S)Jefe de Division de HIV/SIDA. Hospital de Infecciosas FJ Muifiz, GCBA. E-mail:
marisa.fernandez@gmail.com

La reactivacion de la infeccidn crénica por Trypanosoma cruzi en personas con VIH/SIDA tiene una elevada mortalidad. La
variabilidad de la sensibilidad de los métodos diagndsticos empeora su prondstico. Se realizé un analisis retrospectivo de
pacientes con reactivacion por T. cruzi y VIH/SIDA asistidos en el Hospital de Infecciosas FJ Mufiiz entre 1992 y 2014. La
reactivacion se definié como la deteccion de tripomastigotes por microscopia en liquido cefalorraquideo (LCR) o Strout; o
amastigotes en biopsias de cerebro. Se diagnosticaron 23 pacientes. La mortalidad a los 30 dias fue del 61%, y sélo 17%
sobrevivieron mas de un afio. Los métodos diagndsticos utilizados fueron: Serologias para T. cruzi. Se obtuvieron en 21
pacientes: 16 duplas reactivas, 4 no reactivas y 1 discordante. El recuento promedio de linfocitos T CD4+ en el grupo
reactivo fue de 74 cel/uL (4-241), mientras que en los no reactivos y discordante fue de 163 cel/uL (1-501) LCR. De 23
muestras (3 pacientes con 2 LCRs) en 17 se detectaron tripomastigotes. De las 6 negativas: 3 fueron extraidas dias antes a
las muestras positivas, 1 fue del paciente sin compromiso del sistema nervioso central, 1 de un paciente con lesién en
imagen de cerebro y parasitemia; y 1 el diagndstico se confirmé post mortem. Sangre periférica. De 12 muestras, sélo en 4
se detectaron tripomastigotes. Biopsia de cerebro. En 3 necropsias, y 1 biopsia esterotdxica, se observaron nidos de
amastigotes en tejido cerebral. Otro paciente presentd una biopsia cerebral con un primer diagndstico de toxoplasmosis, y
9 meses después se hallaron tripomastigotes en LCR Los métodos diagndsticos convencionales de la reactivacién por T.
cruzi tienen baja sensibilidad. Las muestras con mayor sensibilidad (LCR o biopsias cerebrales) se obtienen mediante
procedimientos invasivos. Es necesario establecer algoritmos diagndsticos mas sensibles, como podria ser la biologia
molecular, para mejorar el prondstico de los pacientes

DyQ?24- CEPA PARASITARIA Y RESPUESTA AL TRATAMIENTO TRIPANOCIDA: PRESENTACION DE UN CASO
Evelyn Arias, Verdnica Olivera, Maria L Bizai, Santiago Suasndbar, Enrique Arias, Diana Fabbro.

Centro de Investigaciones sobre Endemias Nacionales. Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas. Universidad Nacional
del Litoral. Santa Fe. E-mail: eve-arias@hotmail.com

Se presenta un caso clinico de una paciente seguida durante 35 afios con negativizacidon seroldgica 27 afios post
tratamiento tripanocida. No obstante evoluciond electrocardiograficamente de manera errética requiriendo la colocacion
de un marcapaso definitivo. Datos al ingreso: paciente de 22 afios, serologia (HAI; IFl; AD) para Chagas (+), procedente de
zona rural de Tostado (Santa Fe), con serologia materna (+), sin transfusiones. Examen fisico anodino, ECG normal,
xenodiagndstico (-), laboratorio normal. Recibe tratamiento con nifurtimox por 90 dias con buena tolerancia. Después de
15 afios de controles bianuales sin modificaciones clinicas ni electrocardiograficas, presenta bloqueo AV de primer grado. A
los 49 afios negativizd la serologia. Ocho afios después desarrolla bloqueo AV segundo grado de muy baja respuesta
ventricular. Se le coloca marcapaso definitivo. La caracterizacidén de la cepa parasitaria mediante MLS-PCR, realizada en la
ultima muestra, mostré perfil de banda coincidente con Tcl. Este resultado se contrapone con la ausencia de Ac anti-T. cruzi
y abre un espacio de discusion sobre los métodos diagndsticos. Respecto a la clinica, se podria inferir que si bien el
tratamiento fue a corta edad (22 afios) la infeccidn llevaba varios afios pudiendo haber provocado dafio parcial del sistema
de conduccion que no tuvo expresion en el ECG hasta sus 37 afios. Se desconoce si tiempo después del tratamiento
permanecieron activas reacciones inflamatorias tisulares por restos parasitarios. La respuesta favorable al tratamiento se
evidencid por la seronegativizacion pero ello no evité el desarrollo de afeccién cardiaca, generando interrogantes sobre el
momento de la infeccidon que condiciona la aparicion de lesiones compatibles con la enfermedad. Los conceptos de cura
seroldgica y clinica se discuten en el marco de esta presentacion.
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DyQ25- UTILIDAD Y CARACTERISTICAS DE LA INTRADERMOREACCION DE MONTENEGRO EN UN AREA ENDEMICA PARA
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA AMERICANA.

Silvana P Cuja/m, Marisa Juarez(l), Nicolds Caro(l), Paola Barroso(z), Maria Canabire(l), Carlos Hoyos(z), Diego Marco(z),

Alejandro J Krolewiecki™.

instituto de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Universidad Nacional de Salta. @instituto de Patologia
Experimental, Universidad Nacional de Salta. E-mail: alekrol@hotmail.com

INTRODUCCION: La leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) es endémica en el norte de Argentina y su presentacion
mas frecuente es la de lesiones Unicas sin afectacion sistémica. Las complicaciones mucosas son caracteristicas de lesiones
causadas por Leishmania (Viannia) braziliensis, la cual es responsable de la mayoria de los casos diagnosticados en nuestro
pais. El diagndstico de laboratorio de certeza se basa en la identificacidn de amastigotes en lesiones; la intradermorreaccion
de Montenegro (IDRM) es un complemento diagndstico basado en la respuesta de la inmunidad celular a antigenos
parasitarios inyectados por via intradérmica cuya respuesta se mide por el grado de induracion local a las 48hs. Este trabajo
procura determinar estas caracteristicas en un area endémica. MATERIALES Y METODOS: se seleccionaron pacientes de un
centro de referencia para LTA asistidos entre el 01/01/2013 y 31/12/2014 cuya evaluacién haya incluido IDRM (producida
de una cepa local de L. braziliensis MHOM/AR/03/0LO1) y toma de muestra de lesiones para tincion por Giemsa y lectura
microscépica. Se recabaron datos demograficos, clinicos y de laboratorio. Induraciones en la IDRM >5mm se consideraron
positivas. RESULTADOS: se incluyeron 121 pacientes. La distribucion por género fue de 82% masculino y 18% femenino y la
mediana (+/-RIQ) de edad fue 42 (31/61). El diagndstico de LTA se confirmd por frotis en 78 casos (64%) de lesiones
sospechosas. La IDRM tuvo una alta concordancia con el frotis (Chi2 <0,001) encontrandose positividad por ambos métodos
en 75 casos y negatividad en ambos en 24; entre las discordantes hubo 3 frotis positivos con IDRM negativa y 19 IDRM
positiva con frotis negativo. La media de induracién de IDRM no tuvo diferencias significativas entre muestras de alta y baja
carga parasitaria en el frotis ni en pacientes de distinto sexo. CONCLUSIONES: la IDRM es un complemento diagndstico de
gran utilidad aun en areas endémicas tanto en especificidad como en sensibilidad.

DyQ26- IDENTIFICACION DE ANTIGENOS INMUNODOMINANTES PARA LA CONFIRMACION DEL DIAGNOSTICO DE
TOXOPLASMOSIS EN CAPRINOS

Maria L Gos, Lucia M Campero, Kevin D Steffen, Mariana Bernstein, Lais L Pardini, Juan M Unzaga, Gastén A Moré, Maria C
Venturini.

Laboratorio de Inmunoparasitologia, FCV, UNLP. CONICET. E-mail: gosmarialaura@gmail.com

La toxoplasmosis es una zoonosis producida por Toxoplasma gondii que causa problemas reproductivos en caprinos. El
diagndstico seroldgico en nuestro pais se realiza principalmente por Inmunofluorescencia Indirecta, pero serian necesarias
técnicas mas especificas para la confirmacidn de la infeccion. El objetivo de este estudio fue analizar sueros caprinos por la
técnica de Inmunoblot (IB) para identificar los antigenos inmunodominantes (IDAs) especificos. Se analizaron 100 sueros
caprinos, usando como antigeno el sonicado de taquizoitos de la cepa RH de T. gondii en condiciones no reducidas. Las
proteinas se separaron por electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) y se transfirieron a membranas de fluoruro
de polivinilideno (PVDF). Estas ultimas se cortaron y se incubaron con los sueros problema, poniendo en evidencia la unién
antigeno- anticuerpo con un conjugado anti-cabra unido a peroxidasa, utilizando H,0, como sustrato y en presencia de 4-
cloronaftol como cromdgeno. Se identificaron las proteinas de 34, 32, 30, 28 y 19 kDa como IDAs considerandose una
muestra positiva cuando reacciond por lo menos a dos de ellas. Del total, 21 muestras fueron positivas, en las que la
deteccidn de las bandas de 34 y 30 kDa fue constante, mientras que las de 32, 28 y 19 kDa fue variable. De las muestras
negativas (n= 79), 21 reaccionaron con la proteina de 34 kDa. Las fracciones de 30 y 34 kDa son los antigenos principales
para el diagndstico de toxoplasmosis en caprinos. La banda de 30 kDa es la mas especifica, sin ser detectada en las
muestras identificadas como negativas. Sin embargo, la reaccidn positiva de la banda de 34 kDa debe considerarse si se
detecta en conjunto con alguno de los demds IDAs (32, 30, 28 y 19 kDa). La prueba de IB puede ser utilizada en
combinacion con otras técnicas para incrementar la especificidad en el diagndstico de toxoplasmosis en caprinos.

DyQ27- ASPECTOS DEMOGRAFICOS Y DIAGNOSTICO DE UNA POBLACION AFECTADA POR LEISHMANIASIS EN UN CENTRO
REFERENCIA NACIONAL

Stella M Lopez, Victoria Fragueiro Frias, Vanesa Negri, Adelina Riarte.
INP “Dr. Mario Fatala Chaben”, CABA. E-mail: stmlopez@yahoo.com

Las leishmaniasis tegumentaria (LT) asociada a poblacién rural de escasos recursos y la visceral humana (LVH) asociada a
poblaciéon urbana, pertenecen a la categoria de enfermedades olvidadas, trasmitidas por vectores y producidas por
protozoarios. La degradacién ambiental, la precariedad sanitaria y de vivienda, facilitan la proliferacién de vectores y
transmisién de la enfermedad. La LT provoca nddulos y Ulceras en piel, que aparecen luego de un tiempo y tras la cura
clinica, pueden recidivar en mucosa nasal y bucal.
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Estas enfermedades varian desde un compromiso cutdneo o mucoso hasta un compromiso sistémico asociado a una
evolucion letal en LVH.

El INP, laboratorio de Referencia Nacional en el diagndstico de Leishmaniasis recibe muestras de pacientes para diagndstico
y/o confirmacidn, utilizando técnicas parasitoldgicas: frotis, cultivo, PCR e inmunoldgicas/seroldgicas: IDRM y rk39.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar el perfil demogréfico y diagnéstico de la poblacidon evaluada en el periodo
2013/14. Los datos se obtuvieron del registro de ingreso y se elaboré una base de datos con el programa SPSS®.

Resultados: de los casos sospechosos se confirmaron el 55% (47/86); de los cuales, el 34% (16/47) fueron mucocutaneas. El
38% (18/47) provenian de paises limitrofes, la mayoria de Paraguay y Bolivia, 21% (10/47) del NOA, 12% (6/47) del NEA,
12% (6/47) de CABA-GBA y 10% (5/47) del Centro. De los pacientes confirmados el 72,3% (34/47) eran hombres entre 41y
> 70 afios, de los cuales el 21.2% (10/47) desempefio tareas rurales. De los casos sospechosos de LVH, 2 (2/85) fueron
positivos.

Conclusidn: en los casos confirmados de LT la mayoria pertenecian a paises limitrofes, con un amplio rango de edad y un
predominio de adultos mayores. Si bien son escasos los datos de ocupacidén por falta de registros, sugieren que los
afectados con LT son mayormente hombres trabajadores rurales.

DyQ28- EFECTO DE NUEVOS INHIBIDORES DE CRUZIPAINA EN UN MODELO DE CHAGAS CRONICO

Maria L Sbaraglini(l), Carolina L Be/lera(l), Giuliano A San Vitale Villota(z), Alan Ta/evi(l), Carolina CarriloB), Catalina Alba

So to(z) .

@ racultad de Ciencias Exactas, UNLP. @ nstituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica. Binstituto
Milstein. E-mail: mariasbara@gmail.com

La enfermedad de Chagas se trata en la actualidad con Benznidazol y Nifurtimox. Ambos farmacos presentan una limitada
efectividad en la etapa crénica de la enfermedad e importantes efectos adversos. Esto evidencia la necesidad de desarrollar
nuevas terapias tripanocidas.

Recientemente, mediante busqueda asistida por computadora en bases de farmacos aprobados para uso clinico,
encontramos que Benidipina y Clofazimina son inhibidores de cruzipaina. Ambos compuestos mostraron: disminucién de la
proliferacién de epimastigotes (IC50 <20uM), de la invasién celular y del nimero de amastigotes in vitro; y 50% de
reduccién de la parasitemia en un modelo murino de Chagas agudo.

En este trabajo comenzamos a estudiar la efectividad de estos inhibidores en un modelo de infeccién murino de Chagas
crénico empleando la cepa de T. cruzi K98, que no es letal en etapa aguda y produce importante dafio muscular en etapa
crénica. Se infectaron ratones C3H con 10° pardsitos/ratén (intraperitoneal). A los 90 dias post-infeccidn los ratones se
dividieron en cuatro grupos para su tratamiento por via oral durante 30 dias con Benidipina (15 mg/kg/dia), Clofazimina (30
mg/kg/dia), Benznidazol (100 mg/kg/dia) y controles (sin tratar). Pre y post-tratamiento se tomaron muestras de sangre, de
musculo estriado esquelético y cardiaco. El estudio seroldgico no reveld diferencias significativas en la produccion de 1gG T.
cruzi especifica entre los grupos ensayados (145 dpi). Sin embargo, el analisis histopatoldgico de los tejidos musculares
mostré una disminucién en el indice de inflamacién difusa (nUmero de nucleos/area tejido), el tamafio de los infiltrados
focales (4rea infiltrada/campo) y de reemplazo adiposo (nimero de adipocitos/campo) respecto al control sin tratar
(P<0,05) tanto para Benidipina y Clofazimina como para el tratamiento patréon con Benznidazol.

Estos farmacos mostraron resultados promisorios en el modelo crénico disminuyendo el dafio histopatoldgico. Esto podria
impulsar el estudio en terapias combinadas con Benznidazol.

DyQ29-C0O2- EFECTO SINERGICO ANTI-TRYPANOSOMA CRUZI DE BENZNIDAZOL COMBINADO CON CLOMIPRAMINA

Moénica C Garcia{“, Nicolds E Ponce(z), Liliana M Sanmarco(z), Rubén H Manzo(l), Héctor W Rivarola(g), Alvaro F Jimenez-
Kairuz(l), M Pilar Aoki®.

M Unidad de Investigacion y Desarrollo en Tecnologia Farmacéutica (UNITEFA)-CONICET. Facultad de Ciencias Quimicas,
Universidad Nacional de Cérdoba. “Centro de Investigaciones en Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI)-CONICET.
Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba. ®'Centro de Estudios e Investigacion de la Enfermedad de
Chagas y Leishmaniasis. Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Cérdoba. E-mail: mgarcia@fcq.unc.edu.ar

La enfermedad de Chagas es considerada una enfermedad desatendida. El farmaco de eleccién para su tratamiento es el
benznidazol (BZ), pero sus propiedades fisicoquimicas desfavorables y efectos adversos condicionan su uso. Nuevos blancos
moleculares como la enzima tripanotiona reductasa, exclusiva del orden Kinetoplastide, resultan de interés terapéutico y
clomipramina (CMP) es un efectivo inhibidor. Nuestro objetivo fue evaluar in vitro e in vivo los efectos de la accidén
combinada de BZy CMP.

Para los estudios in vitro se desarrollé el método checkerboard test. Se incubaron 10° trypomastigotes/mL (cepa Tulahuen)
en medio DMEM enriquecido con sangre periférica murina. Los farmacos se utilizaron en un rango de concentracion de 0-
64 ug/mL. Los resultados graficados en isobologramas permitieron calcular el indice de combinacién, obteniendo un valor
de 0,375; indicativo de sinergismo entre CMP y BZ.
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Para evaluar in vivo la eficacia y seguridad del tratamiento, ratones BALB/c fueron infectados con 10° trypomastigotes via
ip y tratados diariamente a partir de las 24 h post-infeccién (pi) durante 14 dias por via per-oral, empleando diferentes
dosis de BZ (12,5-100 mg/kg), calculadas a partir de los experimentos in vitro, sélo o en combinaciéon con CMP a dosis fija
(7,5 mg/kg). Al dia 15 y 90 pi se determind la parasitemia, el peso de bazos y corazones, nivel sérico de marcadores de dafio
tisular y cambios histopatoldgicos cardiacos. A 15 dias pi BZ en dosis de 25 mg/kg no logré anular la parasitemia, sin
embargo, la accién sinergista de CMP permitié un efecto tripanocida eficaz (p<0,001). Durante la fase crénica (90 dias pi)
los animales tratados con ambos farmacos presentaron menor dafio cardiaco, evaluado por el indice de inflamacion
miocdrdica (p<0,05) y las alteraciones electrocardiograficas.

El efecto sinérgico de BZ-CMP claramente evidencia una potencial utilidad terapéutica antichagdasica que permitiria el
empleo de menores dosis de BZ con mayor eficacia y seguridad.

DyQ30- DESARROLLO DE DOS MODELOS MURINOS DE NEOSPOROSIS CONGENITA Y EVALUACION PRELIMINAR DE UN
TEST-DIAGNOSTICO PARA SU DETECCION

Sofia A Bengoa Luoni(l), Diana Bacigalupe(z), Maria C Venturini(z), Marina Clemente(l), Valeria A Sander™.
instituto de Investigaciones Biotecnologicas- Instituto Tecnoldgico de Chascomus CONICET-UNSAM. @ aboratorio de
Inmunoparasitologia. Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata. E-mail: bengoaluoni@gmail.com

La primoinfecciéon con N. caninum durante la prefiez es una de las principales causas de abortos bovinos y equinos.
Generamos 2 modelos murinos de neosporosis, uno a partir de la infeccién con taquizoitos de la cepa NC-1 (mundial) y otro
con taquizoitos de la cepa NC-6 Argentina dado que la cepa involucrada en la infeccion determina importantes diferencias
en el desarrollo de la patologia. Brevemente, el dia 7,5 de prefiez hembras BALB/c fueron divididas en 3 grupos; uno recibié
una dosis subcutanea de 2.10° taquizoitos NC-1, otro 4.10° taquizoitos de NC-6 Argentina; y el tercero recibié PBS 1X
(control: C). Se les permitid parir. Las hembras no mostraron signos clinicos de la patologia. El nUmero de crias (nc) por
camada fue significativamente menor en NC-1 que en C, sin mostrar diferencias el grupo NC-6 respecto de C. No se observo
mortalidad neonatal (nc muertas desde el parto al dia 7 post-parto) ni post-natal (nc muertas desde el dia 7 al 60 post-
parto) en NC-6 ni C, mientras que en NC-1 fueron de 23,5%c/u. Posteriormente, con el fin de desarrollar un test para de
diagnosticar la infeccion se cloné y expresé en una linea bacteriana la proteina NcSAG1, utilizada como antigeno
sensibilizante en un protocolo de ELISA indirecto mediante el que se cuantificaron IgGt. Se analizaron los sueros de las
madres infectadas y sus crias (NC-1 y NC-6) y como controles se utilizaron sueros de madres y crias no infectadas y sueros
de ratones con toxoplasmosis (ME-49). Las absorbancias obtenidas a partir de las muestras de sueros de animales
infectados con N. caninum fueron significativamente mayores a los de los controles y a los de los animales infectados con T.
gondii (a= p<0,001 vs. PBS). Estos resultados sugieren que los efectos causados por la infeccidon congénita con NC-1 son mas
graves que los de NC-6 Argentina. Asimismo, el test de ELISA indirecto resulta eficaz para diagnosticar la neosporosis en el
modelo murino, alentdandonos a evaluar su validez en otros hospedadores.

DyQ31- ACTIVIDAD TRIPANOCIDA DE DERIVADOS SEMISINTETICOS DE LA LACTONA SESQUITERPENICA CUMANINA

M Florencia Beer(l'z), Orlando Elso(l’g), Natacha Cerny(4'5), Augusto E. Bivona”’“, Mariana Selener(“), Emilio Malchiodi(4’5),

Virginia Martino(l), Silvia Cazor/a(s), Osvaldo Donadel(z), Valeria Siilsen™

M1QUIMEFA (UBA-CONICET). “INTEQUI (CONICET). ®Catedra de Farmacognosia — FFyB, UBA. Catedra de Inmunologia,
FFyB, UBA. Slivpam (UBA-CONICET), Facultad de Medicina, UBA. (G)Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina,
UBA. E-mail: florenciabeer@hotmail.com

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana afecta a 6-7 millones de personas en el mundo. Los farmacos
disponibles para su tratamiento presentan limitaciones a causa de sus efectos adversos, toxicidad y falta de eficacia en la
etapa crénica de la enfermedad. Los compuestos de origen natural y sus derivados han hecho una contribucidn significativa
a la quimioterapia de las enfermedades parasitarias (Ej.: artemisinina, quinina). La modificacion quimica de compuestos
naturales constituye una estrategia para mejorar la actividad y disminuir los efectos toxicos. En este sentido, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la actividad tripanocida de analogos obtenidos a partir de la lactona sesquiterpénica activa
cumanina. Se obtuvieron cuatro derivados a partir de cumanina: el correspondiente acetato, y los sililderivados usando
trimetilsilano, dimetilisopropilsilano y terbutildifenilsilano. Cumanina y sus derivados fueron evaluados sobre epimastigotes
de Trypanosoma cruzi mediante la técnica de incorporacién de 3H-timidina. El acetato de cumanina resulté el derivado mas
activo con un valor de ICsy de 3.24 pg/ml y comparable con el de cumanina (IC5,=2.98 pg/ml). Los derivados sililados
presentaron valores de ICs, superiores a 30 pg/ml. Se ha demostrado que el acetato de cumanina fue activo in vitro sobre
epimastigotes. Actualmente se estd evaluando su citotoxicidad sobre células de mamifero para poder determinar su
selectividad de accion. A futuro se continuard con la evaluacion de su actividad frente a los estadios tripomastigotes y
amastigotes.
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DyQ32- VALIDACION DE UNA PRUEBA DE ELISA INDIRECTO BASADO EN UN MULTIANTIGENO RECOMBINANTE PARA LA
DETECCION DE ANTICUERPOS CONTRA BABESIA BOVIS

José M Jaramillo Ortiz, Valeria Montenegro, Sofia AM de la Fourniere, Marisa D Farber, Silvina E Wilkowsky.
Laboratorio de Hemopardsitos - CICVyA- INTA, Castelar. E-mail: pepuspepii@gmail.com

Los parasitos protozoarios intraeritrociticos Babesia bovis y B. bigemina son los agentes etioldgicos de la babesiosis bovina,
una enfermedad transmitida por garrapatas con gran relevancia econdmica en el norte argentino. Actualmente, una de las
pruebas seroldgicas de rutina para la deteccion de esta infeccion es un ELISA indirecto basado en merozoitos obtenidos en
cultivo. La principal desventaja que presenta esta técnica es el elevado costo en la produccion del antigeno nativo al tiempo
que su obtencion resulta laboriosa. Una alternativa seria el desarrollo de antigenos recombinantes que reemplacen el uso
de lisados parasitarios. En este trabajo se desarrollé un ELISA indirecto basado en un multiantigeno recombinante de B.
bovis (MABbo) formado por la fusidn de regiones antigénicas de las proteinas MSA-2c, RAP-1 y HSP20. Para la validacion del
ELISA se emplearon sueros negativos provenientes de terneros nacidos y criados en una region libre de garrapatas (n=150)
y sueros positivos para el ELISA de merozoitos (n=84) provenientes de una regidn enzodtica. Los resultados se expresaron
como porcentajes de positividad respecto de sueros patrén provenientes de animales infectados experimentalmente con B.
bovis. Los datos se analizaron por el método estadistico de curvas ROC estableciéndose un punto de corte de 33.4 % con
una especificidad y sensibilidad maxima de 86% y 83% respectivamente en un intervalo de confianza del 95%. El test de
concordancia entre ambos ELISAs arrojo un valor de indice k de 0,87. Finalmente con el punto de corte establecido, se
evaluaron 303 sueros provenientes de la Guyana Francesa (cedidos gentilmente por la Dra. Nathalie Vachiery, UMR CIRAD-
INRA Guadalupe, Francia). De esta muestra, 171 (56.43%) sueros resultaron positivos, mientras que 132 (43.56%)
resultaron ser negativos para el ELISA - MABbo. El desarrollo de esta técnica menos costosa podria ser una alternativa
comercial en el diagndstico de la babesiosis bovina en nuestro pais.

DyQ33- PARASITOS Y COMENSALES INTESTINALES EN PACIENTES SINTOMATICOS DE CORRIENTES, ARGENTINA
Cristina M Gené, Adriana | Fleitas, Maria JF Rea, Carlos E Borda.

Centro Nacional de Parasitologia y Enfermedades Tropicales (CENPETROP), Faculatad de Medicina, UNNE. E-mail:
cristinagene@hotmail.com

Las regiones tropicales y subtropicales relnen caracteristicas geogrdficas y climatoldgicas que contribuyen a las
necesidades bioldgicas de helmintos y protozoarios, permitiendo su diseminacién. Aunque no se ha observado Schistosoma
mansoni en Argentina existe riesgo de transmision, pues en el CENPETROP se logré la infeccidn experimental de moluscos
de Corrientes con el pardsito, por lo que es importante su busqueda en las heces de los pacientes. Objetivo: demostrar los
parasitos prevalentes en personas con sintomatologia asistidas en 2014. Heces preservadas y moco perianal en colecta de
seis dias se estudiaron con las técnicas de Hoffmann, Pons & Janer y Graham y frescas con las de Baermann y Harada-Mori.
Se examinaron 201 pacientes con edades de 15 a 93 afios. En 41,8% (84) hubo 9 especies de parasitos: Blastocystis hominis
26,9%, Giardia lamblia 2,5%, Strongyloides stercoralis 14,4%, uncinarias 3,5%, Enterobius vermicularis 3,0%, Tenia saginata
2,0%, Ascaris lumbricoides 1,0%, Trichostrongylus sp y Haeemonchus sp 0,5%. S. stercoralis, E. vermicularis, B. hominis y G.
lamblia se hallaron en todas las edades. En 25 (29,7%) hubo coinfecciéon de dos o mds especies. Una mujer de 86 afios
presentd A. lumbricoides, uncinarias y B. hominis. Protozoos: 54 personas presentaron B. hominis. De ellas, en 20 hubo
infecciones mixtas con helmintos. G. lamblia fue hallada en 5 pacientes: en 3 con otros protozoos y uno con uncinarias. Los
comensales Entamceba coli y Endolimax nana siempre se encontraron en infecciones mixtas. Helmintos: S. stercoralis
parasitd a 29 individuos: 15 como Unica infeccién, 12 con B. hominis, uno con uncinarias y uno con Haemonchus sp. De 7
pacientes con uncinarias, en 4 hubo coinfeccion con S. stercoralis, A. lumbricoides, B. hominis y G. lamblia. Aunque S.
mansoni no fue observado, es importante su identificacion por las constantes migraciones de personas desde areas
endémicas del Brasil.

DyQ34- EVALUACION DEL EFECTO /N VITRO DE LA NORFLOXACINA SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI
Giuliano San Vitale, Catalina Alba Soto, Cristian Miranda, Maria E Solana.
IMPaM. Depto Microbiologia. Fac. Medicina. UBA. E-mail: melisolana@yahoo.com.ar

Las DNA topoisomerasas (Top) son enzimas ubicuas responsables de disolver las tensiones de torsidn causadas durante los
procesos de replicacion y de transcripcion del ADN nuclear y kinetoplastidico, asi como del mantenimiento de la estabilidad
gendmica durante la recombinacidon de ADN. Su inhibicién produce arresto celular y desencadena muerte celular, por tal
razén los inhibidores de Top son ampliamente usados en terapias oncoldgicas y antibacterianas. Si bien se han ensayado
algunos compuestos frente a Leishmania y tripanosomas africanos, su actividad frente a Trypanosoma cruzi ha sido
escasamente explorada. El objetivo de este trabajo fue evaluar in vitro la accidon de Norfloxacina (NOR), inhibidor de Topll
procaridtica, contra T. cruzi. Células Vero infectadas con tripomastigotes sanguineos (trip) de la cepa RA (relacidn 1:5)
durante 3hs a 37°Cy 5% CO2 fueron tratadas con 30-1000 uM de (NOR) por 72 hs. Finalizado el tratamiento, las monocapas
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fueron tefiidas con Giemsa y se determind la actividad contra T. cruzi mediante el recuento del numero de
amastigotes/célula utilizando el software ImagelJ. La NOR mostré un efecto inhibitorio dependiente de la concentracion con
un valor de ICsq de 100 uM (intervalo con 95% de confianza 80,56- 121,7). La droga presentd un indice de selectividad > 8
por ensayo de reduccion de resazurin sobre esplenocitos murinos al probarla en concentraciones de 160-6263 uM. La droga
no presentd accidn inhibitoria sobre los trip ya que carecen de capacidad replicativa. Los resultados obtenidos alientan a
profundizar el estudio de NOR y extenderlo a otros inhibidores de Top eucariéticas. Financiado por CONICET y UBACyT.

DyQ35- EFECTO DE LA LACTONA SESQUITERPENICA DEOXIMIKANOLIDO SOBRE TRYPANOSOMA CRUZI

Laura Cecilia Laurella(l’z), Fernanda M. Frank(3’4), Augusto Bivona(3’4), Natasha CernyM), M Florencia Beer(l's), Cesar Catalan(s),
(1,2) (1) (7) (1,2)

Emilio /\/Ialchiodlﬁ"”, Virginia Martino'~~, Maria R Alonso'”, Silvia Cazorla'”, Elisa Lombardo(g’g), Valeria Siilsen
MQUIMEFA (UBA-CONICET. YCdtedra de Farmacognosia-FFyB-UBA. PIDEHU (UBA-CONICET). “iMPaM (UBA-CONICET).
®INTEQUI (CONICET). ®INQUINOA (CONICET). ”'Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, UBA.®cIPYP (UBA-
CONICET). (9)Hospita/ de Clinicas José de San Martin, UBA. E-mail: laurellacecilia@hotmail.com

La enfermedad de Chagas, producida por el protozoo Trypanosoma cruzi, afecta a millones de personas en el mundo,
principalmente a poblaciones pobres de los paises en desarrollo y con un acceso limitado a los servicios de salud. Para el
tratamiento de esta parasitosis se utiliza principalmente el benznidazol, que dista de ser una droga ideal debido a los
efectos adversos y escasa efectividad que presenta en la etapa cronica de la enfermedad. Las lactonas sesquiterpénicas
(STLs) son compuestos naturales que son promisorios como potenciales agentes antiparasitarios. El objetivo de este trabajo
fue evaluar el efecto de la STL deoximikanolido, aislada a partir de especies del género Mikania, sobre Trypanosoma cruzi.
La actividad sobre epimastigotes se evalué mediante la técnica de incorporacién de *H-timidina. Este compuesto fue activo
con un valor de ICsy de 0.085 pg/ml. Esta STL también presentd actividad sobre las formas infectivas e intracelulares de T.
cruzi (ICsy de 1.47 y 6.35 pg/ml, respectivamente). Se evalud la citotoxicidad sobre células de mamiferos mediante la
técnica del MTT. Esta STL presentd una CCsy de 79.37 pug/ml y demostré selectividad de accidon como antiparasitario. En lo
que respecta al mecanismo de accion, deoximikandlido no presentd interaccidn con la hemina. A las 24 h de tratamiento se
observd una disminucién del 89.5% en el contenido de tioles libres, con una actividad de superdxido dismutasa y
tripanotiona reductasa disminuidas en un 39.6 y 38.2, respectivamente. El estado oxidativo intracelular, evaluado por
citometria de flujo con la sonda fluorescente H,DCFDA, produjo a las 24 h de tratamiento un dafio equivalente al observado
para 25 puM de H,0,. La STL deoximikandlido fue activa in vitro sobre los distintos estadios de T. cruzi. Esta STL produjo
alteraciones significativas en el sistema de defensa antioxidante en epimastigotes. A futuro se continuara con la evaluaciéon
de deoximikandlido en modelos in vivo.

DyQ36-C06- COMPARACION DE NUEVOS METODOS DE AMPLIFICACION ISOTERMICA DE ADN (LAMP Y RPA-LF) PARA EL
DIAGNOSTICO DE LA INFECCION CONGENITA POR TRYPANOSOMA CRUZI.

(1)

Rocio Rivero“"”, Alejandro Castellanos—Gonzalez(z), Omar Saldarriaga{z), Elsa B Veldzquez”"“, Mobnica | Esteva'™”, Margarita

Bisio(g), Bruno Travi(z), Andrés M. Ruiz*?.
@instituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben. @ University of Texas Medical Branch (UTMB), Texas, USA.
(3)Hospita/ de Nifios, Ricardo Gutierrez. “CONICET. E-mail: rocior_04@yahoo.com.ar

La Amplificacion de la Polimerasa Recombinasa (RPA) es un método de amplificacion isotérmica que se obtiene mediante la
unién de oligonucledtidos complementarios al ADN molde y su extension por una ADN polimerasa. La RPA puede adaptarse
facilmente para la deteccién visual en una tira de flujo lateral RPA-LF (lateral-flow) utilizando una sonda de oligonucledtidos
internos especificos a la secuencia amplificada (Castellanos y col. 2015). La técnica de LAMP se basa en el principio de
sintesis de ADN por desplazamiento de cadena. Efectuado por la enzima Bst, una ADN polimerasa con actividad de
desplazamiento y cuatro oligonucleétidos, que reconocen un total de seis secuencias distintas en el ADN blanco. La
amplificacion isotérmica, se obtiene en una hora y es posible la lectura directa del producto amplificado, por la adhesién de
sustancias que se integran al producto. El objetivo del estudio fue comparar ambas técnicas de amplificacion de ADN
isotérmicas para el diagndstico de infeccidon congénita por T. cruzi. En UTMB se disefiaron primers para RPA-LFcon una
longitud de 30-35 nucleétidos para el mini-circulo del Kinetoplasto (kADN). Para LAMP se utilizaron los primers reportados
por Thekisoe ycol. 2010, modificando ligeramente las condiciones. Los productos de la amplificacion de RPA y LAMP no
cruzaron con Leishmania spp. El limite analitico de deteccidn del ensayo de RPA para T. cruzi fue menor a 2 equivalentes de
parasitos por mililitro versus de 10 equivalentes de parasito por mililitro de sangre para LAMP. Los resultados obtenidos
indican que la RPA-LF puede surgir como una alternativa frente a las técnicas convencionales para el diagndstico de T. cruzi.
El método es aplicable en condiciones de campo ya que no requiere equipos costosos para la amplificacion asi como para la
lectura de los resultados.
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DyQ37- ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA: CARGA PARASITARIA Y CARDIOPATIA CHAGASICA
Werner Aptm, Inés Zu/antay(l), Miguel Saavedra(l), Arturo Arribada(z), Valeria Pizarro(3), Bruno ToroB), Bastidn Vega(3).

@ aboratorio de Parasitologia Bdsico Clinico. Programa de Biologia Molecular y Celular. Instituto de Ciencias Biomédicas.
Facultad de Medicina. Universidad de Chile. “Clinica INDISA. (S)Ayudantes Alumnos de Parasitologia. Facultad de Medicina.
Universidad de Chile. E-mail: wapt@med.uchile.cl

Actualmente no hay biomarcadores que revelen si los pacientes con enfermedad de Chagas crénica indeterminada
desarrollaran la enfermedad cardiaca. En este estudio se intenta dilucidar si la carga parasitaria se relaciona con el
desarrollo de cardiopatia y la magnitud de ella. Con este fin, se midieron dos variables: i) Electrocardiograma de 12
derivaciones (ECG), elemento fundamental de diagndstico clinico de la cardiopatia chagasica crdnica (CCC) y de acuerdo a
sus resultados, clasificar en grados de cardiopatia (I-1V), segun los criterios de la New York Heart Association (NYHA) ii)
Carga parasitaria de Trypanosoma cruzi cuantificada en muestras de sangre a través de PCR en Tiempo Real (qPCR). Se
compararon las cargas parasitarias en 85 individuos con cardiopatia chagdsica (Grupo 1) versus 85 individuos sin
cardiopatia (Grupo 2). Los resultados del ECG fueron analizados por cardidlogo especialista, de acuerdo a los criterios
internacionales establecidos. qPCR se realizé utilizando los partidores satelitales Cruzi 1-Cruzi 2 y sonda Cruzi 3 con sistema
de deteccién TagMan. Mediante la aplicacién de la prueba de Mann-Whitney con un error Tipo | maximo de 0.05, se
compararon los promedios de la carga parasitaria en los Grupos 1 y 2, de 0.55 y 0.30 parasitos equivalentes/ml,
respectivamente, determinandose que no existen diferencias estadisticamente significativas entre las cargas de ambos
grupos (p=0.96). En el Grupo 1, solo fue posible cuantificar T. cruzi en 72 casos. De ellos, 30 individuos presentaron Grado |
y 42 Grado Il de cardiopatia segun clasificacion NYHA, con un promedio de 0.39 y 0.66 parasitos equivalentes/ml
respectivamente, existiendo diferencias significativas (p=0.02). Los resultados indican que la carga parasitaria evaluada
mediante gPCR, seria indicador del grado de compromiso cardiaco y predictor de evolucién de la CCC.

Financiamiento: Proyecto FONDECYT 1120382

DyQ38-CO6- FORMULACION MAGISTRAL DE BENZNIDAZOL: TRATAMIENTO EN CHAGAS CONGENITO
Maria A. Serjan“), Maria T. Orcinolim, Karenina Scollo™
D ytal Juan A. Fernandez, CABA. @inp “Dr. Fatala Chaben”, CABA. E-mail: maserjan6@hotmail.com

La formulacidn magistral facilita la administracion de medicamentos a nifios. Es una formulacién huérfana, preparada por
un farmacéutico, por prescripcidn médica de un compuesto medicinal de indicacidn avalada. Este recurso, para tratamiento
compasivo en pacientes con diagnostico confirmado es muy util, cuando el farmaco se encuentra disponible solo en
comprimidos.

Objetivo: Informar el tratamiento y su resultado, con una formulacién magistral de Benznidazol en nifios hasta 12 meses de
vida, con Chagas Congénito.

Pacientes y métodos: Desde 2/01/2013 al 30/12/2014 se trataron doce pacientes chagésicos congénitos; detectados desde
el nacimiento hasta 12 meses de vida con: parasitemia (+): 9p.(75%) y con pruebas seroldgicas: IFI, HAD, ELISA,: 3 p.(25%)
luego del 72 mes de vida. La edad de diagndstico: 14 dias a 12 m y los pesos: 1020 g hasta 11,200g. Para administrar
Benznidazol oral a pacientes prematuros (3p <1200g.); se elaboré (Laboratorio de Preparaciones Magistrales del Servicio de
Farmacia del Htal. Fernandez), una suspensidn con concentracion: 10 mg/ml, a partir de comprimidos ranurados (ABARAX®
ELEA): con formulacidn: Benznidazol 50 mg (40 comp.), Sorbitol 70% (50ml); Carboximetilcelulosa sddica al 1% (50 ml),
Acido citrico csp pH 4.5 y Jarabe simple (F.A. VI ed.) c.s.p. (200 ml); segin Formulaciones Magistrales OPS-OMS. Se indicé
tratamiento a 5 mg/kg/dia, en 2 tomas diarias durante 60 dias, con controles de parasitemia (7 y 14 dias) y evaluaciones
bioquimicas. A los seis meses post-tratamiento las pruebas seroldgicas.

Resultados: Las parasitemias fueron negativas en 9 p; 11p negativizaron las p. seroldgicas a los 6 meses post tratamiento, 1
p deserté.La tolerancia fue buena: 1 p. tuvo elevacidn transitoria de transaminasas y otro urticaria leve.

Conclusiones: La formulacion magistral permitié adecuar la dosis y facilité la administracion oral de Benznidazol con
resultados efectivos en neonatos pre- maturos y nifios. Se desconoce su farmacocinética.

SECCION: INMUNOLOGIA Y PATOGENIA (lyP)

lyP1-CO4- ANTIBODY-DEPENDENT CELLULAR CYTOTOXICITY MECHANISMS: ROLE IN BALB/C AND C57BL/6 MICE
DIFFERENTIAL SUSCEPTIBILITY TO ECHINOCOCCUS GRANULOSUS INFECTION

Gustavo Mourglia Ettlin, Sylvia Demattei.

Cdtedra de Inmunologia Facultad de Quimica Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay. E-mail:
gmourglia@higiene.edu.uy
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Balb/c and C57BI/6 mice are considered Th2- and Thl-prone strains, respectively, due to their differences in normal and
pathological immune responses. In this regard, we have previously reported that Balb/c mice are more permissive to
secondary cystic echinococcosis - an experimental model of infection by the helminth parasite Echinococcus granulosus -
than C57BI/6 animals. Protoscoleces - the most immune-susceptible parasite stage - are inoculated intraperitoneally in this
model, hence being the early peritoneal response a key determinant in infection establishment. Thus, we have here
analyzed the peritoneal cellular composition in 5-days-infected mice, and observed that C57BI/6 animals - unlike Balb/c -
are distinguished mainly by higher counts of macrophages and B cells, with lower counts of eosinophils. In vitro studies
showed that normal peritoneal cells from both strains exhibit similarities in their protoscolicidal activity and nitrites
production. Moreover, the addition of homologous normal serum significantly increased the protoscolicidal activity in both
mice strains, suggesting a possible role of natural antibodies in the early anti-parasite response through antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) mechanisms. On the other hand, peritoneal cells from infected C57BI/6 mice
showed higher anti-parasite activity as well as higher nitrites secretion than Balb/c animals. Interestingly, the addition of
homologous and infection-time-matched serum significantly increased anti-parasite activity only in peritoneal cells from
C57BI/6 mice. Thus, the very early antibody response induced in C57BI/6 mice - unlike Balb/c - showed to efficiently
enhance ADCC mechanisms. In summary, our results suggest that the differences in nitrites production by peritoneal cells
and the ability of early-induced antibodies in triggering ADCC responses, could differentially contribute to E. granulosus
infection susceptibility in Balb/c and C57BI/6 mice.

lyP2-CO3- LAS PROTEINAS DE SUPERFICIE TCTASV-C DE TRIPOMASTIGOTES DE TRYPANOSOMA CRUZI SE SECRETAN
MAYORITARIAMENTE EN VESICULAS PEQUENAS

Lucas Caeiro, Daniel O Sanchez,Valeria Tekiel.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas "Dr. Rodolfo A. Ugalde", [IB-INTECH, UNSAM CONICET. E-mail:
lucaniel@gmail.com

La familia multigénica TcTASV estd conservada en los diferentes linajes de T. cruzi y no posee ortélogos en otros
organismos. De acuerdo a la longitud, secuencia y motivos de la region central de los productos proteicos se definen 4
subfamilias. La subfamilia TcTASV-C, compuesta por aproximadamente 15 genes, se expresa en la superficie de
tripomastigotes, se secreta al medio e interactia con células de mamifero. Previamente hemos determinado que los
tripomastigotes expresan simultdneamente mds de un gen TcTASV-C y que los productos secretados difieren de los
expresados en la superficie del tripomastigote. Como la via de secrecidon puede determinar la funcionalidad de una
proteina, en este trabajo estudiamos el mecanismo de secrecién de TcTASV-C. Para ello, incubamos tripomastigotes in vitro
durante 6 horas, y luego separamos los pardsitos (pellet) del sobrenadante, que contiene vesiculas de distintos tamafos y
productos que se secretan libres. Este sobrenadante fue ultracentrifugado primero 2 hs. a 100.000 g para purificar vesiculas
grandes (100 a 300 nm) y luego 16 hs para obtener las vesiculas pequefias (50 a 100 nm) en el pellet y productos libres en el
sobrenadante. Las distintas fracciones fueron analizadas por western blot. TcTASV-C se secretd mayoritariamente en
vesiculas pequefias, pero también pudimos detectarla, en mucho menor medida, en el resto de las fracciones. En paralelo,
también analizamos el perfil de secrecidn otras proteinas de T. cruzi (HSP70, GDH, SR62, etc). En resumen, TcTASV-C se
secretaria principalmente en microvesiculas, también llamadas ectosomas, que se forman a partir del shedding de la
membrana celular y cuyo origen es diferente del de las vesiculas mas grandes, denominadas exosomas, que se generan a
partir de endosomas tardios fusionados con la membrana plasmatica. La co-secrecion de TcTASV-C en ectosomas con
determinados productos de tripomastigotes, seria importante para la funcion de TcTASV-C en la infeccidn con T. cruzi.

lyP3- ESTUDIO DEL PAPEL DE LA IL10 EN LA SOBREVIDA DE LINFOCITOS DURANTE LA INFECCION EXPERIMENTAL CON
TRYPANOSOMA CRUZI

Cristian G. Miranda, Agustina M. Pino Martinez, Estela I. Batalla, Giuliano A. San Vitale Villota, Silvia Repetto, Stella M.
Gonzdlez Cappa, Catalina D. Alba Soto.

Facultad de Medicina, UBA. E-mail: cristiangam_@hotmail.com

Estudiando el papel de la IL10 en la enfermedad de Chagas experimental hemos descrito que la ausencia de esta citoquina
no otorga resistencia a la infeccién murina ni confiere un mayor control de la carga parasitaria. Nuestros resultados previos
muestran, en bazo de ratones deficientes en IL10 (IL10-/-) a tiempos tempranos de la infeccién, una disminucion
significativa de linfocitos T (LT) CD8+. Siendo ésta la principal poblacidn encargada del control parasitario en érganos
blanco, analizamos la relacién entre la IL10 y los niveles de apoptosis linfocitaria en drgano linfoide secundario, en tejidos
blanco y en los precursores timicos.Infectamos ratones IL10-/- y wild type (WT) con la cepa K98 de T. cruzi que es
miotrépica y desarrolla una infeccion crénica. Para evaluar la apoptosis analizamos la expresion de anexina V por citometria
de flujo en suspensiones celulares de bazo y timo e infiltrados de musculo cardiaco y esquelético.Encontramos que la
poblacién LT CD8+ esplénicos de ratones IL10-/- (pero no la de LTCD4+) mostré un mayor porcentaje de células apoptdticas
en etapas tempranas de la infeccidon (10 a 25 dpi) en comparacidn con los LT CD8+ de ratones WT (P<0,05). Esto podria
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explicar el menor nimero de LT CD8+ que registramos en ausencia de IL-10 a tiempos posteriores de la infeccidn (42 dpi) en
bazo y cuddriceps (P<0,05). En timo, no observamos diferencias en el nimero de linfocitos CD4+CD8+ como tampoco en el
porcentaje de células apoptdticas entre grupos. El menor porcentaje de LT CD8+ que se registrdo en bazo y tejidos
infectados en ratones IL10-/- no se deberia a una disminucidn en los precursores timicos. Pero la mayor apoptosis de LT
CD8+ esplénicos podria estar contribuyendo a la menor expansidén de ésta poblacién durante la respuesta primaria contra
T. cruzi. Estudiaremos las vias apoptdticas involucradas y los mecanismos por los cuales la IL10 estaria regulando la
sobrevida y proliferacion de LT CD8+ durante la infeccidn por T. cruzi.

lyP4-CO3- TRYPANOSOMA CRUZI POTENCIA LA POLARIZACION ALTERNATIVA DE MACROFAGOS EN TEJIDO ADIPOSO
VISCERAL Y FAVORECE LA PROGRESION A DIABETES EN RATONES OBESOS

Maria E. Cabalén {1), Maria F. Cabral™ Marta C. Andrada {1), Liliana M. Sanmarco (2), Maria P. Aoki (2), Susana Gea (2), Roxana
(1,2)
C. Cano™".

@Eacultad de Ciencias Quimicas, UA Area CS. AGR. ING. BIO Y S CONICET. Universidad Catdlica de Cérdoba, Cérdoba.
@centro  de Investigaciones en  Bioquimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET), Cérdoba. E-mail:
eugecabalen@hotmail.com

El tejido adiposo (TA) como reservorio del T. cruzi ha engendrado un creciente interés en el estudio inmunometabdlico de
la interrelacién parasito/ huésped. En este sentido, el efecto de la infeccidn parasitaria crénica en un contexto nutricional
excesivo, ha sido poco abordado. En un modelo de obesidad inducido con dieta moderada en grasas (14%), fructosa (5%) y
8mg/kg PC de estreptozotocina, en ratones C57BL/6 (DO), nuestro objetivo fue estudiar la modulacién inmunometabdlica
en la infeccidon crénica (24 semanas) con T. cruzi -cepa Tulahuen- (DO+l) y la repercusién inmune en TA visceral (TAV).
Nuestros resultados mostraron que el grupo DO+l indujo una mejora significativa en la obesidad central y resistencia a la
leptina, esteatosis cardiaca y dislipemia sistémica (triglicéridos y colesterol), comparado al grupo DO. Sin embargo, una
alteracion del perfil cualitativo de lipoproteinas con aumento significativo de la apolipoproteina B100 fue observado en DO
y DO+l (4,4 y 4,5 mg/dL respectivamente vs Controles 3mg/dL, p<0.01), sugiriendo la presencia de particulas pro-
aterogénicas. El grupo DO+l desarroll6 insulino resistencia periférica aguda, e hiperglucemia con hipoinsulinemia en la
etapa cronica, indicando la progresion hacia una diabetes favorecida por la infeccién. En TAV, el estrés oxidativo (3,3 vs 0,8
umol MDA/ug proteina en DO+l vs DO, con p<0.01) y la infiltracion de macréfagos F4/80+CD11c-CD206+ (M2) fueron
potenciados por el T. cruzi (12x106 en DO+l vs 4,3x106en DO, p<0.001), asi como, la produccién de MCP-1 por macrdéfagos
M1 (2,5x10° vs 0.3x10°, p<0.001) y M2 (4x10° vs 1x10° p<0.001). En TAV de ratones DO se demostré un aumento
significativo del receptor CD36, pero no hubo un efecto sinérgico por la infeccién. En conclusién, durante la infeccién
cronica, la inmunomodulaciéon del TAV y la desregulacion metabdlica resultante favorecerian el perfil de macréfagos M2, la
progresion a diabetes y eventos cardiovasculares en nuestro modelo de obesidad.

lyP6-CO7- EVALUACION DE LA RESPUESTA CELULAR HACIA TRYPANOSOMA CRUZI EN PACIENTES CON SEROLOGIA
DISCORDANTE

Melisa D. Castro Eiro(l), Maria G. Alvarez(z), Gretchen Colley(3), Rodolfo Viotti{z), Maria C. Albaredaw, Marcos Petti{z), Rick L.
Tarleton(3), Susana Laucella™

@instituto Nacional de Parasitologia “Dr. M. Fatala Chaben". PHiGA "Hospital Interzonal de Agudos Eva Perdn", CABA.
BICTEGD "Center for Tropical and Emerging Global Diseases" UGA, Athens, Georgia, USA. E-mail: melisa_dce@yahoo.com.ar

Se ha descripto que individuos con antecedentes epidemioldgicos para la infeccién por T. cruzi y serologia discordante (al
menos una prueba seroldgica positiva de tres realizadas) o negativa para los test convencionales, presentan respuesta
celular contra T. cruzi. En este estudio se ha medido la respuesta especifica contra el pardsito a través de ensayos de
ELISPOT y citometria de flujo policromatica en un grupo de sujetos con serologia discordante o negativa. Se incluyeron 21
individuos con serologia discordante, 7 seronegativos y 9 seropositivos que nacieron en areas endémicas para Chagas pero
que han vivido fuera de dichas areas por mas de veinte afios. La presencia de células productoras de IFN-y e IL-2 fue
analizada por ensayos de ELISPOT luego de estimular PBMCs con un lisado de amastigotes de T.cruzi o con proteinas
recombinantes del parasito. Diecisiete de 21 (89%) sujetos con serologia discordante exhibieron niveles elevados de
linfocitos T productores de IFN-y en respuesta a T.cruzi. La secrecidon simultanea de IFN-y e IL-2 se detecté en 12 de 18
sujetos (67%) discordantes y en 2 de 7 seronegativos testeados para las dos citocinas, mientras que dos discordantes y un
seronegativo presentaron produccion de IFN-y pero no de IL-2. En estos individuos también se encontro respuesta celular a
las proteinas recombinantes con produccién de IFN-y. Los sujetos discordantes/seronegativos exhibieron mas
frecuentemente una respuesta celular CD4+ de 5 funciones (IFN-y+ IL-2+ TNF-o+ MIP-18+ CD154+) y respuestas
polifuncionales enriquecidas en IL-2 en comparacién con los seropositivos. La técnica de multiplex, utilizando un pool de
proteinas recombinantes del parasito, confirmd que los individuos discordantes/seronegativos tienen un bajo nivel de
anticuerpos especificos para T.cruzi. Estos resultados muestran una respuesta celular de memoria diferencial de los
linfocitos T en individuos que han estado expuestos a T. cruzi y podrian reflejar la eliminacién de la infeccién.
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lyP7- IDENTIFICACION BIOINFORMATICA DE PROTEASAS ROMBOIDALES DE BABESIA Y THEILERIA
Tomads J. Poklépovich Caride(l), Leandro R. Jara(z), Monica Florin-Christensen(l), Leonhard Schnittger(l)‘
@instituto de Patobiologia, CICVyA, INTA castelar. @ instituto de Patobiologia, INTA castelar. E-mail: tcaride@gmail.com

Las proteinas romboidales constituyen una amplia familia de proteinas integrales de membrana, incluidas dentro de la
familia S54 de las serina peptidasas, cuyo sitio activo esta inmerso en la bicapa lipidica. Se encuentran tanto en procariotas
como en eucariotas. Las romboidales han sido implicadas en procesos de sefializacion, apoptosis, funciones mitocondriales
y translocacidn de proteinas a través de la membrana. En los protozoos del filo Apicomplexa, se ha demostrado que las
serina proteasas romboidales clivan ciertas adhesinas de superficie facilitando el ingreso de los parasitos a las células
hospedadoras. El objetivo de este trabajo ha sido identificar las peptidasas romboidales en distintas especies de los géneros
Babesia y Theileria que pertenecen al orden Piroplasmida. Para ello se realizé una busqueda bioinformatica en las bases de
datos GenBank, MEROPS y PiroplasmaDB de secuencias romboidales predichas en los genomas secuenciados de cuatro
especies de Theileria sp. y tres especies de Babesia sp., tomando como referencia la secuencia de Plasmodium falciparum
descripta para cada subfamilia de romboidales. Se encontraron 37 secuencias, de las cuales 24 fueron predichas como
funcionales: 3 en los genomas de T. annulata, T. parva y T. orientalis, 1 en T. equi, 7 en Babesia bovis, 4 en B. bigemina y 3
en B. microti, las cuales pudieron ubicarse de manera preliminar en las subfamilias ROM1, ROM4/5, ROM6, ROM7, ROMS8 y
ROMS9. Varias de ellas son ortdlogas entre dos o mas especies y en el caso de ROM6 se observo ortologia entre todos los
Piroplasmidos estudiados. De particular interés son las ROM4/5, que han sido descriptas como candidatos vacunales para el
apicomplexo Eimeria tenella. En P. falciparum existe un Unico gen ROM4/5, pero su ortélogo en B. bovis se ha extendido a
una familia de tres paralogos ubicados en tandem. Futuros estudios estaran concentrados en dilucidar el rol funcional de
estas proteinas. Financiado por INTA PNBIO 1131034 y PICT 2013-1249.

lyP8- CARACTERIZACION DE NUEVOS CANDIDATOS VACUNALES CONTRA LA BABESIOSIS BOVINA
Daniela A Flores, Anabel E Rodriguez, Mdnica Florin-Christensen, Leonhard Schnittger.
Instituto de Patobiologia, CICVyA, INTA Castelar. E-mail: flores.daniela@inta.gob.ar

Babesia bovis es un protozoo hemoparasito transmitido por garrapatas que provoca grandes pérdidas econdmicas para la
ganaderia de regiones calidas. El objetivo general de esta investigacion es el desarrollo de una vacuna a subunidades para la
babesiosis bovina que pueda superar las desventajas de las vacunas vivas actualmente utilizadas. Para ello, nos hemos
enfocado en la caracterizacién de antigenos de B. bovis anclados a la superficie por puentes glicosilfosfatidilinositol (GPI),
como posibles candidatos para formulaciones vacunales. Previamente, a partir del proteoma de B. bovis se predijeron
proteinas ancladas por GPI, de las cuales se seleccionaron tres anotadas como hipotéticas en el GenBank, y a las que se
denominaron GPI1, GPI2 y GPI3. Se amplificaron los marcos abiertos de lectura de los tres genes correspondientes
mediante PCR, utilizando como templado ADN gendmico de aislamientos del pardsito provenientes de Argentina, Brasil,
Estados Unidos, México y Australia, y se obtuvieron las secuencias nucleotidicas por secuenciacion directa. Mediante
herramientas bioinformaticas, se determiné el grado de polimorfismo de cada proteina predicha, presentando porcentajes
de identidad >90%. También se predijeron 9, 17 y 6 epitopes B en GPI 1, 2 y 3, respectivamente. Se expresé una forma
recombinante de GPI 2 (GPI 2r) en un sistema procariota, y se corroboré por Western blot la presencia de anticuerpos
especificos contra esta proteina en sueros de bovinos infectados con B. bovis. Por otro lado, se produjo un antisuero
murino contra GPI 2r, el cual fue utilizado en una inmunofluorescencia indirecta, demostrandose la expresion de la proteina
nativa en el estadio merozoito. De la misma manera, se estan caracterizando las proteinas GPl 1 y 3. Estos resultados
preliminares son promisorios para la selecciéon de nuevos candidatos vacunales contra la babesiosis bovina. Financiado por
INTA PNBIO 1131034 y PICT 2010-0438.

lyP9-CO3- ACTIVATION OF DENDRITIC CELLS BY GIARDIA VARIANT-SPECIFIC SURFACE PROTEINS (VSP) AND VSP-
PSEUDOTYPED VIRUS-LIKE PARTICLES

Lucia L. Rupil, Marianela C. Serradell, Romdn A. Martino, Pablo R. Gargantini, Hugo D. Lujdn.

Center for Research and Development in Immunology and Infectious Diseases (CONICET), Laboratory of Biochemistry and
Molecular  Biology, School of Medicine, Catholic University of Cordoba. Cordoba. Argentina. E-mail:
marianelaserradell@gmail.com

It has been shown that Giardia lamblia variable surface antigens (VSPs) have a remarkable intrinsic immunogenicity and are
capable to resist the harsh conditions of the gastrointestinal tract. In addition, significant progress has been made regarding
the use of vaccines composed of Virus-like Particles (VLPs), indicating the strong capability of particulate vaccines to
enhance systemic immune responses. Our hypothesis is that an efficient oral vaccine platform can be generated by
combining the benefits of Giardia VSPs as protective agents with the advantages of VLPs as efficient immunogens. We
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therefore developed fluorescent VSP-enveloped VLPs (pseudotyping) for oral immunization of heterologous antigens
(oVLPs). Since dendritic cells (DCs) are the main players between the innate and the adaptive immunity and are required for
initiation of T cell-mediated responses, their interaction with VSPs and o VLPs was evaluated. Bone marrow DCs from
C57BI/6 mice were stimulated with either recombinant VSP1267, naked (nVLPs) or VSP1267-pseudotyped oVLPs.
Expression of different cell activation parameters, such as CD40, CD86, many cytokines and nitric oxide production were
tested. When oVLPs and nVLPs were compared, the VSP-pseudotyped VLPs showed an increased stimulatory capacity, with
higher levels in expression of co-stimulatory molecules, enhanced production of IL-4, IL-6, IL-10, TNF and nitric oxide, as
well as a higher VLP uptake, indicating that the presence of VSP improved VLP immunogenicity. In turn, VSP1267 alone was
also able to increase CD40 and CD86 levels, but only induced a slight increase of TNF. Thus, although VSPs show
immunostimulating properties, these capabilities were strongly improved when these proteins were covering the VLPs.
Further characterization of VSPs and oVLPs will contribute to the use of these molecules as mucosal adjuvants for the
production of vaccines to be administered orally.

lyP10- NOVEL ORAL VACCINE BASED ON THE FULL REPERTOIRE OF GIARDIA VSPS PREVENTS ESTABLISHMENT OF
INFECTION AND REDUCES CHRONIC GIARDIASIS IN DOMESTIC ANIMALS

Marianela C Serradell(l), Alicia Saura{z), Lucia L Rupil{z), Pablo R Gargantini{z), Marcela | FayaB), Paulina J Furlan(a), Hugo D

Lujdn(z) :

eenter for Research and Development in Immunology and Infectious Diseases (CONICET). Cordoba. Argentina. @center for
Research and Development in Immunology and Infectious Diseases (CONICET), Laboratory of Biochemitry and Molecular
Biology, School of Medicine, Catholic University of Cordoba. Cordoba Argentina. BSchool of Veterinary, Catholic University
of Cordoba. Cordoba. Argentina. E-mail: marianelaserradell@gmail.com

Giardia lamblia is an intestinal parasite of humans and one of the most common enteric parasites of domestic animals,
including cats, dogs, and cattle. Clinical manifestations of giardiasis, such as acute or chronic diarrhea, anorexia, weight loss
and lethargy, have been associated with Giardia infections in both domestic and farm animals. A few anti-parasitic drugs
are used to treat giardiasis, but re-infections are common and drug resistant strains have already been reported.
Unfortunately, efficient vaccines against Giardia are not available. Giardia undergoes antigenic variation, a mechanism that
allows parasites to evade the host’s immune response. Antigenic variation is characterized by the continuous switching in
expression of a family of homologous genes encoding surface antigens. Recently, we found that the mechanism controlling
variant-specific surface proteins (VSPs) switching in Giardia involves components of the RNA interference (RNAi) pathway.
Only one VSP, from a repertoire of ~200 VSP genes, is expressed on the surface of individual trophozoites, but disruption of
the RNAi machinery generates trophozoites expressing the entire repertoire of VSPs. We previously demonstrated that oral
immunization of gerbils with VSPs isolated from these altered parasites shows high levels of protection, clearly indicating
that targeting the entire repertoire of surface antigenic variants is an effective approach to prevent infections. In this work,
we tested this vaccine in cats and dogs, demonstrating that it is highly efficient in preventing new infections and in
alleviating chronic giardiasis in both experimentally and naturally acquired animal infections. Remarkably, vaccination of
dogs in a hyperendemic shanty town decreased the level of Giardia infections in children living in the community, clearly
indicating that vaccination of domestic animals also prevents the zoonotic transmission of the parasite to humans.

IyP11- VESICULAS EXTRACELULARES EN LA INTERACCION TRYPANOSOMA CRUZI-CELULA DENDRITICA
(1)

Maria E Ancarola {1), Antonio Marcilla (2), Mara Rosenzvit {1), Stella Gonzdlez Cappa @ Marcela Cucher(l), Carolina Poncini

@ iMPaM, Universidad de Buenos Aires. Departamento de Biologia Celular y Parasitologia, Universidad de Valencia. E-
mail: meancarola@gmail.com

Trabajos previos demuestran que T. cruzi altera la funcionalidad de células presentadoras de antigeno (CPAs) in vitro e in
vivo. Estudios mas recientes proponen que la modulacién de la funcionalidad de células dendriticas (CDs) por T. cruzi es
independiente de su infeccidn (Poncini 2008, 2010). La comunicacién mediante vesiculas extracelulares (VEs) juega un
papel fundamental en la regulacion de procesos celulares, siendo las VEs consideradas importantes como vehiculo de
proteinas, lipidos y acidos nucleicos. En patdgenos, se ha demostrado la liberacion de VEs en bacterias, hongos,
protozoarios y helmintos (Marcilla 2014). En relacion a T. cruzi, previamente se caracterizo la liberacidn y la composicion de
VEs parasitarias. Particularmente en protozoarios del género Leishmania se observé que VEs interaccionan con células del
hospedero, inmunomodulando CPAs. El siguiente trabajo plantea analizar el efecto de T. cruzi en la liberacién de VEs por
CDs, describir su composicion y su impacto sobre la regulacién de la respuesta inmune del hospedero. Estudios de
interaccion célula-parasito, permitieron determinar por microscopia electrénica de transmision la presencia de VEs de
diversos tamafios (20-300 nm) en sobrenadantes de co-cultivo de CDs y tripomastigotes. Asimismo, se determind la
presencia de proteinas por SDS-PAGE y de ARN intravesicular por electroforesis capilar (en chip). Este ultimo, present6 un
perfil de tamafios compatible con ARN pequefio (20-300 nt). Resultados preliminares, demostraron que el tratamiento de
ratones con VEs derivadas de la interaccion CDs-parasito, y no las provenientes del parasito, confiere 100% de proteccién
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ante el desafio letal con la infeccidn con T. cruzi. Profundizar los estudios celulares en relacion a T. cruzi y su interaccién con
el hospedero permitira el disefio de estrategias racionales para el control de la infeccién

lyP12- EVALUACION DE LA CARDIOPATIA EN RATONES CARENTES DE GALECTINA-3 INFECTADOS CON DISTINTAS UDT DE
TRYPANOSOMA CRUZI

Carla A. Pascuule(l), Maria F. Ferrer(z), Ricardo M. Gomez(z), Maria S. Leguizaménm .

@118-UNSAM-CONICET. ®1BMyB-UNLP-CONICET. E-mail: carlapascuale@gmail.com

Las galectinas (Gals) pueden participar tanto en procesos patolégicos como homeostéticos. En particular, la Gal-3 ha sido
relacionada con falla cardiaca, activacién de fibroblastos, remodelacién de la MEC, etc. Fue propuesta como marcador de
falla cardiaca para humanos. Nos propusimos evaluar la cardiopatia inducida en ratones C57BL/6J (B6) y B6Gal-3KO
utilizando parasitos pertenecientes a las UDT | y UDT VI. Infectamos ratones con la cepa Ac (UDT I) de T. cruzi que induce
infeccion crdnica. Los valores de parasitemia (PM) y sobrevida (90%) fueron semejantes entre ambos grupos. A los 3 meses
pi se sacrificaron y en los corazones se analizd inflamacion (Hematoxilina/Eosina), fibrosis (tincidon con Sirius Red) y
expresion de pro-Colageno-l y alfa-Sma por gRT-PCR. El grado de inflamacion fue de grado minimo. No encontramos
diferencias significativas entre los grupos infectados. La evaluacion por gPCR de la carga parasitaria mostré ser
significativamente mayor (p<0.01) en los B6Gal-3KO. También analizamos corazones de ratones B6 y B6Gal-3KO infectados
con una cepa letal (100%) (RA, UDT VI), sacrificados entre los 25-30 dpi. Analizamos los parametros antes mencionados (con
excepcidn de carga parasitaria) las diferencias no fueron significativas entre los grupos. Los valores de PM y mortalidad
fueron semejantes. Los resultados obtenidos podrian estar relacionados con la menor susceptibilidad de los ratones B6, ya
que Ac induce mayor inflamacion y fibrosis en ratones CF1. La ausencia de Gal-3 indujo mayor carga parasitaria en los
tejidos. En relacidn a la infeccion con RA, los resultados podrian estar relacionados con la evolucidn aguda del modelo, que
no permite una evaluacién a mayor tiempo pi.

IyP13- ESTUDIOS DE LA ADHESION DE CELULAS DE MEDULA OSEA (CMMO) DE RATONES C57/BL INFECTADOS CON
TRYPANOSOMA CRUZI EN FORMA CRONICA A LA MATRIZ EXTRACELULAR

Carlos A. Pravia(l), Andrés M. Ruiz(l'z), Alicia G. Fuchs™.
@ instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chaben". 2\ CONICET. E-mail: capravia@gmail.com

Aproximadamente el 30 % de los pacientes con Chagas desarrolla cardiomiopatia, caracterizada por necrosis celular,
fibrosis con depdsito de coldgeno | y redistribucion de la fibronectina y la laminina. El trasplante autélogo de CMMO ha sido
propuesto para su tratamiento, pero su éxito puede depender de la capacidad de adhesion de las CMMO. Hemos realizado
estudios previos que demuestran una disminucién de la expresion de la integrina 1 en CMMO vy en el bazo de animales
infectados, aun estimulando con PMA. En este trabajo hemos estudiado la funcionalidad de las CMMO in vitro
adhiriéndolas a matrices extracelulares (ECM) y fibronectina. Las CMMO fueron extraidas de ratones C57/Bl machos,
infectados (50 tripomastigotes ip) y controles a los seis meses post-infeccidn e incubadas con y sin PMA (10ng/ml). Las ECM
se obtuvieron de cultivos de células Vero infectados con T.cruzi y controles, descelularizdindose por hipdsmosis,
congelamiento y descongelamiento. También se utilizaron pocillos recubiertos con fibronectina (50ng/pocillo) y bloqueados
con BSA. Se colocaron 4x10* células/pocillo (n=10), se incubaron 1h y luego se lavaron con PBS, se fijaron y tifieron con May
Grinwald-Giemsa. Se registro el nimero de células adheridas/campo (10 campos/pocillo) a 40x. La significacion estadistica
se evalué por el Test t. Las CMMO adheridas a ECM control (ECMc) fue de 3,3+1,41 (infectados) y 5,3+1,61 (control), p<0,05
(n°de célulastSD). En ECM infectada (ECMi) las CMMO PMA+ adheridas fueron 11,4+6,42 (control) y 5,5+2,46 (infectados),
p<0,05. El PMA aumenta la adhesién de las CMMO control solamente sobre ECMc. La adhesion de CMMO control a ECMc y
ECMi fue, respectivamente, 5,3+1,62 y 3,4+1,50, p<0,05. Sobre fibronectina, las CMMO de ratones infectados se adhirieron
9,97+1,85 y las CMMO control 21,13+4,13, p<0,05. La infeccion con T.cruzi disminuye la adhesién de las CMMO por dos
mecanismos: una posible disminucidn de la integrina Bla4 y por alteraciones producidas sobre la ECM.

lyP14-CO7- ESTRATEGIAS DE INMUNIZACION “PRIME — BOOST” EN RATONES COMBINANDO VECTORES VIRALES NO
REPLICATIVOS QUE EXPRESAN UN MULTIANTIGENO CONTRA BABESIA BOVIS

José M. Jaramillo Ortiz, Martina S Paoletta, Maria P Molinari, Maria J Gravisaco, Maria P Del Médico, Silvina E Wilkowsky.
Laboratorio de Hemopardsitos. CICVyA- INTA, Castelar. E-mail: pepuspepii@gmail.com

La babesiosis bovina causada por Babesia bovis, genera una importante mortalidad en el ganado del norte argentino. La
vacunacidn con cepas atenuadas de este protozoario, es protectiva pero presenta desventajas relacionadas con su
bioseguridad y almacenamiento. La vacunacion con los vectores virales atenuados como el virus de vaccinia Ankara
modificado (MVA) y el Adenovirus humano (Adh) han sido evaluados con éxito contra enfermedades humanas y de interés
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veterinario en estrategias de inmunizacién “prime — boost”. El objetivo de este trabajo fue mejorar la capacidad
inmunogénica en el modelo murino, utilizando un MVA que fue previamente obtenido y evaluado en nuestro laboratorio,
combinandolo con un Adh. Ambos vectores recombinantes expresan un multiantigeno (denominado aqui rMABbo) de B.
bovis formado por una fusidn de fragmentos antigénicos de las proteinas MSA-2c, RAP-1 y HSP20 de B. bovis. Un grupo de
ratones (n=5) fue inmunizado con 1x109UFP/ratén de Adhr y 28 dias de la primera inmunizacién (dpi) recibié una dosis de
1x107UFP/raton de MVAr. Otro grupo recibié 50 pg/ratén de la poliproteina (rMABbo) purificada y 28 dpi un boost de
1x107 UFP/ratéon de MVAr. Como control, se inmunizé un grupo con 1x109UFP/raton de Adh-wt y 28 dpi recibid
1x107UFP/ratén de MVA-wt. Otro grupo control recibié 50 [g/ratéon de proteina heterdloga purificada y 28 dpi un boost de
1x107 UFP/ratén de MVAr. Otro grupo control recibié dos dosis de medio RPMI. A los 28 dias de la segunda inmunizacidn,
se observaron por ELISA indirecto altos titulos de anticuerpos IgG en los dos grupos vacunados, siendo el grupo (Adhr —
MVAr) el que presentd mayor relacidon 1gG2a/lgG1l (sugerente de una respuesta Thl). Ademads, este grupo presentd
mayores niveles de IFNy secretado y un elevado porcentaje de CD4+ - IFNy+ y CD8+ - IFNy+. Futuros experimentos en
bovinos que incluyan desafios permitirdn confirmar o no la utilidad de estas vacunas como nuevas estrategias de
prevencion para la babesiosis por B. bovis

lyP15- POTENCIAL LEISHMANICIDA DEL PEPTIDO HLF1-11, DERIVADO DE LACTOFERRINA HUMANA
Agustina Casasco, Bruno Alliani, Fernanda M. Frank, Patricia B. Petray.
IMPaM. E-mail: aguscasasco@hotmail.com

La leishmaniasis estd ampliamente dispersa en areas tropicales/subtropicales del mundo, con un preocupante incremento
de su incidencia en las ultimas décadas. La terapia convencional, basada en el empleo de antimoniales pentavalentes,
posee limitaciones relacionadas con la resistencia del parasito y la toxicidad. Esto ha llevado a promover el uso de péptidos
con actividades antimicrobianas e inmunomoduladoras (PAM). Algunas de estas moléculas efectoras del sistema inmune
innato han sido desarrolladas por la industria farmacéutica para uso clinico. EIl PAM hLF1-11, derivado de lactoferrina
humana, demostré ser altamente eficaz contra infecciones bacterianas y fungicas en ensayos en Fase I/ll aun en
aplicaciones tdpicas. Dado su poder microbicida y su capacidad para estimular fagocitos, nos propusimos probar su
efectividad in vitro frente a la infeccién con Leishmania. Para ello, empleamos macréfagos peritoneales de ratén CF1 (M@, 1
X 106/ml) infectados por 4 h con promastigotes de L. amazonensis (1:5). El péptido sintético hLF1-11 (100 pg/ml) fue
administrado previamente a la infecciéon (pre-tto), o inmediatamente después de la misma (pos-tto). Se incluyeron
controles sin tratar (C). Luego de 72 h, las células fueron tefiidas con Giemsa y se evalué por microscopia el N2 de
amastigotes /100 M@ y el % de M@ infectados. Los sobrenadantes de cultivo fueron cosechados para cuantificacion de
oxido nitrico mediante reaccién de Griess. La administracion de hLF1-11 provocd una reduccion en el N2 de amastigotes
intracelulares respecto al C, tanto en los cultivos que recibieron pre-tto (p<0,001) como pos-tto (p<0,0001). En ambos casos
se verificd una disminucién en el % M@ infectados (pre-tto: p<0,05; pos-tto: p< 0,0001). La cuantificacion de nitritos
permitié observar que hLF1-11 provocé una modulacién de la produccién de éxido nitrico por los M@. Concluimos que
hLF1-11 podria constituir un nuevo recurso terapéutico con potencial promisorio sobre la infeccidn con Leishmania.

lyP16- EVALUACION DE REGIONES DE LA CRUZIPAINA Y TRANS-SIALIDASA PARA SU USO EN VACUNAS DE SUBUNIDADES
CONTRA INFECCIONES POR TRIPANOSOMA CRUZI

Estefania Prochetto(l), Daiana Bertonam, Ivdn Bontempim, Maria de los Milagros Burgi Fissolo(z), Miguel Viccom, Luz

Rode/es(l), Luz Peverengom, Ivan Marciparw, Gabriel Cabrera™

@) aboratorio de Tecnologia Inmunoldgica, FBCB, UNL, Santa Fe. ) aboratorio de cultivos celulares, FBCB, UNL, Santa Fe. E-
mail: estefiprochetto@hotmail.com

Previamente hemos descripto la inmunoproteccion brindada por las proteinas trans-sialidasa (TS) y cruzipaina (Cz) de T.
cruzi al ser formuladas con el adyuvante comercial ISCOMATRIX o con uno desarrollado por nuestro grupo basado en
liposomas y QuilA (ISPA). Una caracteristica comun a todos los sistemas de expresion heterdloga es la dificultad para
expresar proteinas de gran tamafio con un plegado correcto. Con el fin de identificar regiones antigénicas que puedan ser
expresadas en diferentes sistemas, nos propusimos evaluar la inmunoproteccién brindada por fracciones de la TSy Cz. Para
ambas proteinas se seleccionaron fragmentos menores a 35kDa en base a informacién bibliografica y prediccion
bioinformatica. Para la TS, se seleccioné un fragmento de ADN de 884 pb, y para la Cz se obtuvo un fragmento de 720 pb.
Estos antigenos se expresaron en el sistema pET28a/E coli BL21-DE3 y se purificaron usando columnas de Niquel. Se
inmunizaron ratones 3 veces cada 15 dias con 10 ug de TS o Cz formulados con 5 ug de adyuvante liposomal ISPA o PBS
como control. Las inmunizaciones aumentaron los niveles séricos de anticuerpos 1gG especificos contra TS o Cz. (DO%DS,
n=5 por grupo) PBS: 0,05+0,01; CZ: 1,90+0,25, TS: 1,44+0,39, p <0,05. Ademas, tanto la TS como la Cz generaron mayores
niveles de anticuerpos IgG2a con respecto a IgG1; (DO%DS, n=5): PBS: IgG1: 0,06+0,01 vs IgG2a: 0,15+0,11, p>0,05; CZ: 1gG1:
0,76+0,22 vs 1gG2a: 2,15+0,51, p <0,05; TS: 1gG1: 0,42+0,17 vs IgG2a: 1,82+0,59, p<0,05. Luego de la ultima inmunizacidn,
los ratones fueron desafiados con mil tripomastigotes (Tulahuen). Aunque aun no se alcanzé significacidn estadistica, las
fracciones de TS y Cz mostraron capacidad protectiva (supervivencia después del desafio: PBS = 60%; TS y Cz, 100%),
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aunque solo la TS disminuy6 la parasitemia. Todos los ensayos se realizaron 2 veces con resultados similares. Estos datos
muestran que ambas fracciones son promisorias para adecuarse a otros sistemas de expresion.

lyP17-CO7- MITOCONDRIAS DE MUSCULO ESQUELETICO Y FRACCION LINFOMONOCITARIA COMO MARCADORES DE
DANO MIOCARDICO EN LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Alejandra L. Baez, Maria S. Lo Presti, Maria N. Reynoso, Paola C. Bazan, Mariana Strauss, Noemi Miler, Daniela A. Velazquez
Lopez, Hector W. Rivarola, Patricia A. Paglini.

Centro de Estudios e Investigacion de la enfermedad de Chagas y Leishmaniasis. Fac de Ciencias Médicas. U.N.C. Cordoba,
Argentina. INICSA-CONICET. E-mail: alejandralidiab@hotmail.com.

Hemos demostrado en nuestro laboratorio que las mitocondrias del miocardio estan involucradas en la fisiopatogenia y
evolucion de la Enfermedad de Chagas, resultando ser buenos marcadores de inicio y de las diferentes etapas y lesiones
cardiacas. Dado que analizar mitocondrias en musculo cardiaco de pacientes resultaria inviable se decidié estudiar la
actividad funcional de mitocondrias en musculo esquelético y en fraccion linfomonocitaria de sangre en ratones infectados
con T. cruzi en las diferentes etapas de la enfermedad.Se estudiaron entonces ratones albinos suizos infectados (n=30) con
50 tripomastigotes de T.cruzi del aislamiento SGO Z12 y la cepa Tulahuen, sobre la actividad enzimatica de corazén (C),
musculo esquelético (M) y poblacion linfomonocitaria (L) en las etapas aguda (35 dias post-infeccion) y crénica sin
sintomatologia y con sintomatologia (75 y 365 dias post-infeccion respectivamente). Un grupo no infectado (control, n=10)
también se analizé. Se midid la actividad de citrato sintasa (CS) y del complejo 11l (Clll) por espectrofotometria. Los datos se
analizaron por ANOVA (p<0.05).De acuerdo a los resultados obtenidos en la actividad enzimatica (um.min'l/ mg prot) se
observé que la CS en Cy en L se incrementd en Tulahuen a los 35 dpi; a los 75 dpi disminuy6 en Cy M para SGO Z12 y a los
365 dpi aumentd en Cy M para ambas cepas (p<0.05). En el ClIl en C se observé una disminucion significativa en ambas
cepas en todas las etapas, esto se correlaciond con lo que se observé en L a los 35 dpi para ambas cepas y a los 365 dpi se
observo un incremento en M y L para SGO Z12 (p<0.05). Las alteraciones de la CS y del Clll se vieron desde la etapa aguda
de la infeccion en M y L pudiendo utilizarse al musculo esquelético como marcador de alteraciones en la etapa cronicay a la
poblacidn linfomonocitaria en la etaga aguda y crdnica asintomatica, de manera que ayude a tomar decisiones para frenar
la evolucidn de la infeccidn hacia la miocardiopatia chagasica.

lyP18- EVALUATION OF THE SMALL HEAT SHOCK PROTEIN-20 AS A NEW VACCINE CANDIDATE IN AN EXPERIMENTAL
MURINE MODEL OF TOXOPLASMOSIS

Mariano S Picchi (1), Vanesa R Sdnchez”}, Ignacio M Fenoy(Z), Nadia Arcén”}, Ariadna S Soto(l), Alejandra Goldman(G),

Valentina Martin™
(l)CESyI\/IA - ECyT - UNSAM. (Z)IBB-INTECH, Chascomus. E-mail: picchiomariano@gmail.com

The development of vaccines against T. gondii infection is a high priority, given the high rate of infection close to 30% of the
world population. Currently, the only available commercial vaccine is Toxovax®, based on live attenuated tachyzoites, used
in the United Kingdom, New Zealand, France and Ireland. The parasite surface chaperone Hsp20 appears as a possible
candidate to be included in the development of a preventive vaccine against toxoplasmosis, since it was recognized for
almost 80% of sera from seropositive individuals and also, anti-Hsp20 antibodies are able to block in vitro parasite motility
and host cell invasion. In the present work we have studied the immuno-protective effect of a recombinant form of Hsp20
(rHsp20) in a mouse model of chronic T. gondii infection. CF1 mice were immunized 4 times every 15 days with rHsp20 (20
ug/dose) combined with Alum (0.5 mg/dose) and the formulation was administered intradermally (ID) or intramuscularly
(IM). Both ID and IM vaccinations induced strong humoral responses characterized by high levels of IgG antibodies, showing
a mixed TH1/TH2 profile in both experimental groups. In order to assess the inmunoprotective value of this vaccine, two
weeks after the vaccination schedule was completed, the immunized mice were challenged intragastrically with a non-
lethal dose of tissue cysts of the ME49 T. gondii strain. One month after the challenge, rHsp20 ID immunized mice showed a
significant reduction of 70% in the brain parasite bruden compared to the control group, while the group immunized via IM
route showed a tendency to decrease the parasite load (20 % reduction). These results demonstrate that Hsp20 would be a
very good candidate to be included in a vaccine against toxoplasmosis given the high degree of protection observed in this
mouse model.

lyP19- CARACTERIZACION MOLECULAR Y BIOLOGICA DE UNA CEPA DE TRYPANOSOMA CRUZI AISLADA DE UN PACIENTE
CON INFECCION CONGENITA

Julign EN Gu/in{“, Margarita Bisio(l), Daniela M Roccom, Facundo Garcia-Bournissen(l), Maria E So/ana{z), Jaime Altcheh™.
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Dservicio de Parasitologia y Chagas - Hospital Ricardo Guiterrez. @instituto de Investigaciones en Microbiologia y
Parasitologia Médica (IMPaM). E-mail: jgulin@fvet.uba.ar

El aislamiento de poblaciones circulantes de T. cruzi en diferentes regiones y hospedadores demostrd diversas
caracteristicas genéticas, inmunoldgicas y de sensibilidad a los farmacos. El objetivo de este trabajo es determinar las
propiedades moleculares y bioldgicas mas relevantes de un aislamiento obtenido de un caso congénito de enfermedad de
Chagas, denominado VD. Mediante PCR dirigida a secuencias de genes nucleares se determind que la cepa pertenece a la
Unidad Discreta de Tipificacion TcVI. Se establecié la sensibilidad in vitro a Benznidazol (BZ) y Nifurtimox (NFX), siendo la
concentracion litica 50 (LC50) 6,19 uM para BZ y 7,70 uM para NFX y la concentracién inhibitoria 50 (IC50) 0,24 uM y 0,66
UM, respectivamente. Se estudié el curso de la infeccion aguda en ratones hembra BALB/c infectadas con 500
tripomastigotes via intraperitoneal (ip) y la respuesta al tratamiento con BZ y NFX (100 mg/kg/dia; 20 dias via oral). El
periodo prepatente fue 7,06 + 0,8 dias post infeccion (dpi), mientras que el periodo patente fue de 12,35 * 4,34 dias en los
animales no tratados (NT; n=17); 2,88 + 2,29 dias en los animales tratados con BZ (n=17) y 1,94 * 3,15 dias en los tratados
con NFX (n=17). La parasitemia mdaxima alcanzada en el grupo NT fue 1.540 + 850 x 10° tripomastigotes/mL, mientras que el
tratamiento con BZ la redujo en un 88,4% y el NFX en un 93,5%. La sobrevida en el grupo NT fue de 5,88% y en los grupos
tratados, de 100%. Finalizado el tratamiento, los animales sobrevivientes fueron inmunosuprimidos con ciclofosfamida (200
mg/kg) ip. La tasa de reactivacién en el grupo NT fue de 100% (1/1); 66% (8/12) en el grupo tratado con BZy 50% (6/12) en
el grupo tratado con NFX. Estos resultados permiten definir al aislamiento estudiado como una cepa caracterizada y
estandarizar modelos in vitro e in vivo de evaluacién sistematica de nuevos compuestos para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

lyP20- TOXOPLASMA GONDII SERINE PROTEASE INHIBITOR-1: A POSSIBLE ROLE IN THE HOST CELL INVASION PROCESS

Vanesa R. Sdnchezm, Silvina S. Bogado(z), Mariano S. Picchio(l), Ignacio M. Fenoy(z), Nadia Arcén(l), Ariadna S. Soto(l),

Alejandra Goldman(l), Valentina Martin'™.
@centro de Estudios en Salud y Medio Ambiente, ECyT - UNSAM. UB-INTECH, UNSAM-CONICET. E-mail:
sanchez.vanesa@gmail.com

Toxoplasma gondii is able to invade any nucleated cell from a variety of warm-blooded animals in a highly controlled
process that involves multiple steps: motility, adhesion and active entry into the host cell. During these events, the protein
contents of the secretory organelles are released sequentially and in a highly regulated way. Among them, several
proteases have been described, although the molecular mechanism of their regulation has not been described yet. TgPI-1 is
a serine protease inhibitor secreted from dense granules and is expressed during all parasite stages. Although its role in the
pathogenesis remains unknown, we have previously demonstrated that passive transfer of anti-rTgPIl-1 serum to naive
receptor mice was able to provide significant protection against parasite challenge. In this work we studied the possible
implication of TgPI-1 in the host cell T. gondii invasion process. For this, RH tachyzoites were used to invade cultured Vero
cells under different treatment conditions with anti-rTgPIl-1 serum (Pl) or with serum from naive mice (Ctrl). Differential
indirect immunofluorescence (IIF) was performed to distinguish attached tachyzoites to the host cell membrane from
intracellular parasites. When tachyzoites were pre-incubated with sera and subsequently washed before infection of cells,
the parasites treated with Pl serum decreased their adhesion ability (20%) compare to control. When parasites and sera
were added simultaneously to the cells, we observed a reduction in parasite entrance in the presence of Pl serum (10%).
Furthermore, when tachyzoites were pre-incubated with Pl serum and put to invade cells without the subsequent washing,
a significant reduction in the adhesion (37%) and the entry to the host cell (4%) was observed compare to Ctrl serum. These
results show for the first time a possible role of T. gondii serine protease inhibitor-1 during the invasion process, at least in
the steps of adhesion and entry into the host cell.

Iyp21- ROL DE LA EXPRESION Y FUNCIONALIDAD DEL RECEPTOR DE IL-7 EN LA RESPUESTA CELULAR T PARA
TRYPANOSOMA CRUZI EN PACIENTES CON INFECCION CRONICA

M Ailén Nata/e”), Maria G A/varez(z), Rodolfo Viotti(z), Graciela Bertocchi(z), Bruno Lococo(z), Susana A Laucellam, M Cecilia
Albareda™.

Mnstituto Nacional de Parasitologia Dr. Mario Fatala Chaben. 'HIGA Eva Perén. E-mail: ailen.natale@gmail.com

Resultados previos mostraron una correlacion negativa entre la funcionalidad de linfocitos T y la severidad de la
enfermedad de Chagas crdnica. La sefializacién a través del receptor de IL-7 es importante para el mantenimiento de los
linfocitos T de memoria produciéndose una modulacién diferencial de sus componentes luego de su activacion; mientras
que la cadena CD127 es regulada negativamente, la CD132 incrementa su expresion. Recientemente, hemos demostrado
alteraciones en la via de sefializacidn de IL-7/IL-7R en linfocitos T totales de estos pacientes. En este trabajo exploramos si
la respuesta celular especifica para T. cruzi se relaciona con la expresion de los componentes y la funcionalidad del receptor
de IL-7 en pacientes en distintos estadios de la enfermedad de Chagas crénica (n=30). Observamos una disminucién en el
porcentaje de células CD127+CD132+ en los linfocitos T CD4+ y CD8+ de memoria (CD45RA-) en los pacientes con menor
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compromiso clinico. Independientemente del estadio clinico, los pacientes que mostraron respuesta celular positiva a un
lisado de T. cruzi mediante ELISPOT para IFN-y/IL-2, presentaron mas frecuentemente un bajo porcentaje de células
CD127+CD132+ en la poblacidn de linfocitos T CD4+CD45RA- (42%), en comparacién a los pacientes con respuesta negativa
(10%), mostrando que los pacientes respondedores tienen capacidad de modular la expresidon del IL-7R. La falta de
respuesta celular T. cruzi-especifica en los pacientes con sintomatologia cardiaca se relacioné con una baja capacidad
funcional del receptor de IL-7 en los linfocitos T CD4+ y CD8+, medida a través de la fosforilacién de STATS y la expresidn de
CD25, ante la estimulacidon con IL-7 in vitro. Asimismo, los pacientes no respondedores mostraron un menor nivel de
linfocitos T CD4+ y CD8+ naive. Estos resultados sustentan un posible rol de la via de sefializacion del receptor de la IL-7 en
el mantenimiento de linfocitos T especificos para el parasito a lo largo de la infeccion.

lyP22- RELACION ENTRE LOS NIVELES SERICOS DE IgG TOTAL Y SUS SUBTIPOS (IgG1-IgG2) Y PRESENCIA DE DISTOMATOSIS
EN BOVINOS CON HIDATIDOSIS

Pamela Méndez, Karen Strull, Edgar Jiménez, Felipe Correa, Caroll Stoore, Rodolfo Paredes.

Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ecologia y Recursos Naturales, Universidad Andrés Bello, Santiago, Chile. E-
mail: pame.mendez@hotmail.com

Introducciéon: La hidatidosis es una enfermedad provocada por el metacéstodo de Echinococcus granulosus (EG).
Inmunoglobulina G (IgG) y sus subtipos 1gG1 e 1gG2 juegan un rol importante en la proteccion contra EG en las etapas
iniciales de infeccion y en la formacidon de anticuerpos especificos que podrian generar una respuesta inmune protectiva
contra el parasito. Distomatosis es una enfermedad con alta incidencia en ganado bovino, por lo que es necesario evaluar si
su presencia concomitante con hidatidosis afecta los niveles séricos de IgG total, IgG1 e I1gG2 (IgGs). Objetivo: Determinar la
relacion entre los niveles séricos de IgGs y la presencia de distomatosis en bovinos con hidatidosis. Resultados: Se
obtuvieron un total de 168 muestras de sangre de bovinos faenados cuyas visceras fueron inspeccionadas para evaluar la
presencia de hidatidosis. Los niveles séricos de IgGs fueron determinados con Bovine IgG, 1gG1 y 1gG2 ELISA Quantition Set
(Bethyl Laboratories™). Para el diagnédstico seroldgico de distomatosis se usé Bio-X Fasciola hepatica ELISA Kit, generando
los siguientes grupos: animales negativos a ambas parasitosis (N); sélo hidatidosis (H), sélo distomatosis (D), hidatidosis y
distomatosis (HD). La media de los niveles séricos de IgG total en animales N y D fueron 26,6 y 37,9 mg/ml
respectivamente, aumentando significativamente (p<0,05) a 41,2 y 42,4 mg/ml en animales H y HD. Los niveles de 1gG1 se
presentaron similares en animales N, D y H (6,3-6,7 mg/ml) aumentando a 13,1 mg/ml (p<0,05) en el grupo HD. 1gG2 en
tanto, presentd valores similares entre todos los grupos (12,9 - 14,2 mg/ml). Conclusién: Las concentraciones de IgG total
aumentaron en animales con hidatidosis (H y HD), sin verse afectados por la co-infeccion con distomatosis. Sin embargo la
coinfeccién entre hidatidosis y distomatosis mostré un incremento especifico de los niveles de 1gG1 por lo que participaria
en la modulacién de la respuesta inmune. Proyecto Fondecyt/Chile n° 1130717.

IyP23- ESTANDARIZACION DE LA CONCENTRACION DE IL-4 E IFN-y EN BOVINOS CON HIDATIDOSIS CO-INFECTADOS CON
DISTOMATOSIS

Felipe Correa(l), Pamela Méndez”}, Karen Strul,

Herndndez(z), Rodolfo Paredes™.

(1) ) (1)

l”), Edgar Jiménez™, Christian Hidalgo(l, Caroll Stoore "”, Marcela

@Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ecologia y Recursos Naturales, Universidad Andres Bello, Santiago, Chile.
(Z)Departamento de Patologia y Medicina Oral, Facultad de Odontologia, Universidad de Chile, Santiago, Chile. E-mail:
felipe2983@gmail.com

Introduccién: Echinococcus granulosus es un parasito céstodo que afecta canidos, seres humanos y animales ungulados. Se
ha sugerido que en infecciones por éste parasito co-existe un patrén de citoquinas Th1-Th2. Sin embargo, no se encuentran
reportes que revelen el efecto de co-infecciones parasitarias, como distomatosis, en el patrén de citoquinas circulantes de
estos bovinos. El objetivo del presente estudio fue estandarizar la concentracion de IL-4 (Th2) e IFN-y (Th1) en bovinos con
hidatidosis y co-infectados con distomatosis. Resultados: Se obtuvieron muestras de suero sanguineo de 10 bovinos previo
a ser faenados (5 con hidatidosis y 5 con hidatidosis y distomatosis) diagnosticados a través de visualizacién directa de
ambos parasitos en la cadena de faena, siendo que ambos grupos tenian igual nimero de animales con quistes fértiles e
infértiles. Las muestras fueron analizadas en duplicado a través de un MULTIPLEX (EMD Millipore) para determinar la
concentracion de IL-4 e IFN-y. La concentracion de IL-4 en bovinos sélo con hidatidosis (51,05+28.87ng/mL) fue inferior
(p<0.05) en relacion a los animales con hidatidosis y distomatosis (230£15.55 ng/mL), sugiriendo que la co-infeccién con
distomatosis seria un factor que influenciaria la concentracion de IL-4 en bovinos con hidatidosis. Al comparar a los
animales con hidatidosis y quistes fértiles (33.01+2.01ng/mL) con los afectados por hidatidosis y quistes infértiles
(44.68%18.20 ng/mL), no se observan diferencias en la concentracion de IL-4, por lo que el estado de fertilidad del quiste no
seria un factor relevante en la concentracion de IL-4 en bovinos con hidatidosis. Ademas, la concentracion de IFN-y fue
inferior al umbral de deteccion del kit, lo que podria explicarse dado que la presencia de IL-4 disminuye la produccién de
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IFN-y. Conclusién: La co-infeccidn con distomatosis seria un factor modulador de la concentracion de IL-4 sérica en bovinos
con hidatidosis. Proyecto Fondecyt/Chile n° 1130717.

lyP24- LA PROTEINA HSP83 DE LEISHMANIA INFANTUM USADA COMO CARRIER MEJORA LA EXPRESION DEL ANTIGENO
SAG1 DE TOXOPLASMA GONDII EN PLANTAS

Romina M. Albarracin”), Melina Laguia Becherm, Inmaculada Farran(g), Valeria A. Sander(l), Mariana G. Coriglianom, Maria

L. chono{u, Sebastidn Pariani”), Edwin Sdnchez Lépezm, Jon Veramendi(s), Marina Clemente'™.

@1IB-INTECH (CONICET-UNSAM). “Instituto de Ciencia y Tecnologia “Dr. Cesar Milstein”, CONICET-Fundacion Pablo
Cassara. PInstituto de Agrobiotecnologia, Universidad Publica de Navarra-CSIC. E-mail: ralbarracin@intech.gov.ar

SAG1 es el principal antigeno de superficie del parasito intracelular Toxoplasma gondii, que ha sido propuesto como uno de
los principales candidatos para el desarrollo de una vacuna anti T. gondii. En este sentido es que se han realizado grandes
esfuerzos por expresar este antigeno en diferentes sistemas heterdlogos, que en la mayoria de los casos resultaron en
bajos niveles de expresidon y baja antigenicidad de la proteina recombinante. En el presente trabajo nos propusimos
explorar la tecnologia de transformacion de cloroplastos con el objeto de optimizar la expresién SAG1 en plantas. Ademas,
con el propdsito de mejorar la expresion de SAG1 en cloroplastos, se expreso la proteina de choque térmico de 83kDa de
Leishmania infantum (LiHsp83) como carrier del antigeno SAG1. Los niveles de SAG1 en plantas fue entre 0,1-0,2 pg/g de
peso fresco (PF). Por su parte, la fusién de SAG1 a LiHsp83 incrementé significativamente los niveles de expresion de SAG1
en cloroplasto (~100 pg/g de PF). Ademas, se evalud la funcionalidad de la proteina fusion LiHsp83-SAG1. Tres sueros
seropositivos de pacientes reaccionaron contra la proteina SAG1 presente en plantas que expresaban la proteina de fusion
LiHsp83-SAG1. Asimismo, las inmunizaciones orales de ratones C57 utilizando extractos de plantas que expresaban
LiHsp83-SAG1 redujeron significativamente el nimero de quistes, que correlacioné con un aumento en los niveles de
anticuerpos especificos anti-SAG1. Es por estos resultados que proponemos que la fusion de proteinas foraneas a la
proteina LiHsp83 de L. infantum como una estrategia novedosa para incrementar los niveles de expresién de proteinas
recombinantes expresadas en cloroplastos, proporcionando una alternativa a las dificultades que presenta la expresion de
un antigeno en sistemas heterdlogos de plantas.

lyP25- EVALUACION DE IL4 E IFNy EN LA CAPA ADVENTICIA DE QUISTES HIDATIDICOS BOVINOS
Edgar Jiménez, Caroll Stoore, Pamela Méndez, Karen Strull, Felipe Correa, Ivan Contreras, Carlos Gonzdlez, Rodolfo Paredes.

Escuela de Medicina Veterinaria, Facultad de Ecologia y Recursos Naturales, Universidad Andres Bello. Santiago, Chile. E-
mail: mauriciojimenezmvz05@gmail.com.

Introduccion: La hidatidosis es una enfermedad infecciosa causada por el metacestodo de Echinococcus granulosus. Los
quistes hidatidicos (QH) pueden ser fértiles (QF) o infértiles (Ql) segun su capacidad de producir protoescolices (PSC), la
causa de esto no esta clara y podria relacionarse a una respuesta inmune montada por hospedero. En humanos se han
correlacionado los niveles de IFN-y e IL-4 con la progresién de la enfermedad y se ha observado que las co-infecciones por
helmintos influyen en el perfil inmunolégico. Objetivo: Relacionar los niveles IL4 e IFNy in situ con la fertilidad de los quistes
y una posible modulacion generada por distomatosis hepatica (DH). Resultados: QH se obtuvieron de higados y pulmones
de bovinos con DH (D+) y sin DH (D-) beneficiados en Santiago de Chile. Las muestras fueron procesadas, incluidas en
parafina y cortadas a 5 [ Im para evaluar IL4 e IFN-y a través de inmunohistoquimica. La cuantificacidn de la marca se realizd
con ImmunoRatio®, expresandose como % células marcadas del total de células. Para IL-4 los QF D- presentaron una marca
de 30%, disminuyendo a un 14,7% con D+, al igual que en Ql mostrando una marca de 11% en D-y 0,8% en D+. En QF IFNy
tuvo una marcacion de un 20,9% en animales D- y un 14,8 con D+. En QI en cambio, la presencia de D+ en la marca de INFy
se comporté de manera distinta que en QF, subiendo de 14,2% en D- a un 20,8% en D+. En la pared de QF ambas citoquinas
tuvieron un patréon de distribucién similar, marcando en PSC, capa germinal y adventicia. En QI IFNy mostré una mayor
sefial en la adventicia, mientras que IL-4 tuvo una sefal débil o no existente. Conclusion: El patron de expresion de estas
citoquinas in situ fue distintos dependiendo de la fertilidad de los quistes, relaciondndose a una mayor expresion de IL-4 en
QF. D+ podria estar modulando la respuesta a los quistes, observando una baja en IL-4 y aumento INFy en Ql. Proyecto
Fondecyt/Chile n° 1130717.

Iyp26- BAJA DOSIS DE BENZNIDAZOL PROMUEVE LA ELIMINACION DE PARASITOS Y ATENUA LA REACCION
INFLAMATORIA EN UN MODELO DE CHAGAS EXPERIMENTAL

Agata C. Cevey, Gerardo A. Mirkin, Federico N. Penas, Nora B. Goren.

Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM). E-mail: agatacevey@gmail.com
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La enfermedad de Chagas, causada por Trypanosoma cruzi (Tc), es la causa de miocardiopatia infecciosa mas frecuente del
mundo. El tratamiento antiparasitario en nuestro pais recae en Benznidazol (Bz), dada la falta de Nifurtimox. Ambos
inducen efectos adversos de variada severidad en muchos pacientes, que pueden llevar al abandono del tratamiento. Dado
que la mayoria de los efectos adversos producidos por Bz estan relacionados con la dosis, hemos decidido estudiar la
eficacia de Bz en términos de actividad parasiticida y antiinflamatoria, usando dosis mas bajas que las previamente
reportadas. Para ello, ratones BALB/c infectados con la cepa letal RA de Tc fueron tratados con distintas dosis de Bz. Se
estudié la parasitemia, mortalidad y el cambio en el peso. La carga parasitaria, la presencia de infiltrado y mediadores
inflamatorios fueron evaluados en el corazdn, y la actividad sérica de Creatinina Kinasa (CK) como marcador de dafio. Las
propiedades antiinflamatorias del Bz independientes de la infeccion, fueron estudiadas en un modelo in vitro de
miocardiocitos estimulados con LPS. Observamos que el tratamiento in vivo con 25 mg/Kg/dia de Bz torna los parametros
parasitoldgicos en negativos, disminuye significativamente IL-1B, IL-6 y NOS2 en corazén y reduce la actividad de CK a
niveles normales. Ademas, no se observa mortalidad en los ratones infectados y tratados. Cultivos primarios de
miocardiocitos tratados con Bz (15 uM) muestran que los mediadores inflamatorios son reducidos a través de la inhibicién
de la via de NF-kB. Nuestros hallazgos demuestran que una dosis de Bz mas baja que las reportadas hasta el momento para
el tratamiento de esta patologia, ejerce adecuadamente efectos antiparasitarios y antiinflamatorios, llevando a la
eliminacion de los parasitos y a la recuperacion del tejido. Esto puede ser relevante para reevaluar la dosis utilizada
actualmente para el tratamiento de esta patologia, con objeto de reducir los efectos adversos.

IyP27- COMPARACION DE ANTIGENOS SELECIONADOS POR CRITERIOS RACIONALES PARA EL DESARROLLLO DE VACUNAS
DE SUBUNIDADES CONTRA TRYPANOSOMA CRUZI

Ivdn A. Bontempi, Pedro E. Fleitas, Gabriel Cabrera, Miguel H. Vicco, Luz Rodeles, Alexia A. Poato, Diego Arias, Sergio
Guerrero, Ilvan S. Marcipar.

Laboratorio de Tecnologia Inmunoldgica. E-mail: ibontempi@hotmail.com

La comparacién bibliografica de inmunoproteccidon de distintos antigenos es poco concluyente ya que los modelos de
infeccion que se utilizan son heterogéneos. Ademas, los trabajos en los que se ha comparado la inmunoproteccion de
diferentes antigenos en iguales condiciones son escasos, por lo que esta es una tarea de vacancia. En este trabajo
evaluamos proteinas de Trypanosoma cruzi que presentan caracteristicas deseables a la hora de seleccionar racionalmente
antigenos vacunales. Incluimos candidatos ya evaluados en la bibliografia junto con otros no descriptos previamente.
Dentro de los primeros incluimos a la Trans-sialidasa (TS) y la Cruzipaina (CZ) involucrados en la invasion y evasion del
pardsito. En los segundos incluimos antigenos que han mostrado ser inmunodominates en virtud de sus secuencias
repetitivas (FRA, B13, Tc3, Tc6) y a las enzimas Triparredoxina (TXN) y Triparredoxina citoplasmatica (CPX) involucradas en
la evasién por inactivacién de los sistemas redox. Se inmunizaron las diferentes moléculas con adyuvante de Freund a
ratones Balb/c. La inmunizacion generd altos niveles de anticuerpos especificos previo al desafio con los antigenos FRA,
TXN, CPX, Tc3, CZy TS (P>0,05 vs preinmune; Mann-Whitney). Ademas se obtuvo una relacion 1gG2a/IgG1 superior a 1 para
CZ, Tc3 y TS (P<0,001, Kruskal-Wallis). Luego se desafiaron con T. cruzi, siendo CZ, Tc3 y TS los que mayor sobrevida
presentaron. Dichos antigenos se revaluaron empleando el mismo modelo de infeccidn, pero utilizando el adyuvante de
nueva generacion ISCOMATRIX. Los grupos CZ y TS presentaron mayor inflamacidn en la reaccidn de hipersensibilidad
(P<0,05; Mann-Whitney, con respecto al grupo control). Luego de la infeccidon, los grupos CZ y TS generaron una
disminucién muy significativa de la parasitemia (P<0,05; CZ o TS vs grupo control, Mann-Whitney). Finalmente, la sobrevida
obtenida para los inmundgenos fue de 80% para el grupo CZ y del 100% para el grupo TS (P < 0,05; Mantel-Cox).

lyP28- EFECTO DE T. CRUZI SOBRE LA LINEA DE CELULAS DENDRITICAS XS106

/(1), ,( 1)'

Brenda C Gutierrez(l), Estela Lammel”, Marcel Ramirez(z), Stella Gonzdlez Cappam, Carolina Poncin

@ IMPaM, UBA-CONICET, Facultad de Medicina. @1 aboratorio de Biologia Molecular de Pardsitos e Vectores, Fiocruz, Brasil.
E-mail: bren.gutierrez73@gmail.com

Estudios previos del laboratorio demostraron que tripomastigotes (Tp) de la cepa RA purificados de sangre periférica de
ratén, regulan negativamente la activacién y funcionalidad de células dendriticas (CDs) derivadas de médula dsea in vitro
(Poncini 2008). Recientemente hemos confirmado que tales hallazgos correlacionaron con lo observado en subpoblaciones
de CDs durante la infeccidén in vivo (Poncini 2015). En el presente trabajo estudiamos el efecto de la interaccion de
tripomastigotes de T. cruzi con la linea celular XS106, CDs derivadas de piel de ratdn (Mohan 2005). Por citometria de flujo,
caracterizamos en las XS106 la expresion en superficie de marcadores que permiten identificar diferentes subtipos de
células presentadoras de antigeno (CPAs). Observamos que son células CD11c+ que presentan niveles intermedios de la
molécula CD11b y baja expresidon de F4/80 y CD207. Asimismo, encontramos que presentan un estado basal de activacion
con alta expresion de moléculas coestimulatorias CD40 y CD86, ademas de CMHII. Similar a lo observado en CDs derivadas
de MO (CD-MO), los parasitos per se no estimularon la expresion de moléculas del CMHII. Particularmente en CDs XS106, T.
cruzi reguld negativamente la presencia de CD40. En estudios de co-cultivo celular con Tp sanguineos o metaciclicos CFSE+
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y mediante citometria de flujo y/o microscopia dptica, observamos que ninguno de estos estadios del parasito alterd la
viabilidad de CDs XS106. Notablemente, las mismas presentaron mayor resistencia a la infeccion por T. cruzi que las CDs-
MO. Los resultados obtenidos sugieren que estadios del pardsito podrian interaccionar de manera diferencial con distintas
CPAs.

lyP29- IMPORTANCIA DE LOS EPITOPES SULFATADOS EN LA INMUNOPATOGENESIS DE LA ENFERMEDAD EXPERIMENTAL
DE CHAGAS

Luciana L. Soprano(l), Maximiliano R. Ferrerom, Maria L. O/giati(l), Diana M. Acostu(l), Gabriela A. Garc/a(l), Monica .

Estevum, Alicia S. Couto(z), Vilma G. Duschak™.

@instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario Fatala Chaben". @ CIHIDECAR (CONICET), Depto de Quimica Orgdnica,
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. E-mail: luciana_soprano@yahoo.com.ar.

La cruzipaina (Cz) de Trypanosoma cruzi presenta un dominio C-terminal (C-T) con modificaciones post-traduccionales,
responsable de la mayoria de los anticuerpos producidos tanto en la infeccién natural y experimental. El analisis por EM-
UV-MALDI-TOF permitié identificar la presencia de oligosacaridos de tipo alta manosa sulfatados en el C-T de la
glicoproteina. Ademas, mediante inmunoensayos realizados con sueros de pacientes con enfermedad de Chagas
confirmamos que la estructura sintética 6-SO3-NAcGlc mimetiza al epitope N-glicano sulfatado presente en la Cz nativa.
Inmunizaciones previas con C-T en ratones BALB/c mostraron anormalidades estructurales cardiacas, ausentes en los
inmunizados con C-T desulfatado. Con el fin de confirmar el rol de estos epitopes sulfatados de la Cz, se inmunizaron
ratones BALB/c con 6S03-NAcGlc y NAcGlc acopladas a BSA. Los resultados obtenidos sefialan: i) que al utilizar 6S03-
NAcGIc como inmundgeno hay un predominio de isotipos 1gG2b e 1gG1 en comparacidén con el perfil obtenido cuando
NAcGIc-BSA es empleada como antigeno; ii) que el andlisis por DTH mostré diferencias significativas en el reclutamiento
celular al inocular a los ratones inmunizados con 6SO3-NAcGlc vy iii) la presencia de anomalias ultraestructurales en tejido
cardiaco de ratones inmunizados con la molécula sintética sulfatada. Los ratones inmunizados fueron desafiados con T.
cruzi, cepa Tul 2 y el grupo inmunizado con 6503-NAcGIc-BSA registrd parasitemias excesivamente altas (4.0 x 107) y
persistentes. El seguimiento seroldgico de las enzimas indicadoras de dafio muscular a lo largo del estudio mostré niveles
de GOT y LDH significativamente elevados el dia 21 post-infeccién en el grupo inmunizado con 6SO3-NAcGlc-BSA. Los
resultados obtenidos con el epitope sulfatado en coincidencia con los estudios previos de inmunizacién con Cz/C-T,
refuerzan el rol de los grupos sulfato en la severidad de la infeccién y la patogénesis de la enfermedad de Chagas
experimental.

IyP30- LA INMUNIZACION CON PROFILINA DE NEOSPORA CANINUM INDUCE UNA PROTECCION LIMITADA A LA
INFECCION CEREBRAL Y UNA RESPUESTA REGULATORIA EN EL MODELO MURINO

Florencia C Mansi/la(l), Maria E Quintanam’ Cecilia Lange/lotti(l)’ Maximiliano Wilda

Dadin Prando Moore' Nancy Cardoso(l)’Alejandra % Capozzom.

(2), (3), (3),

Andrea Martinez™” Adriana Fonzo

@instituto de Virologia. INTA CNIA. @ nstituto de Ciencia y Tecnologia Dr. César Milstein. CABA, Bs. As. B ecnovax S.A.
CABA, Bs. As. “Estacion Experimental INTA Balcarce. Bs. As. E-mail: mansilla.florencia@inta.gob.ar

Las profilinas son proteinas de unién a actina que regulan la polimerizacién y des-polimerizacion de los filamentos de
actina. En los apicomplejos son esenciales para la invasion de la célula huésped. Se ha reportado que las profilinas pueden
iniciar la respuesta inmune activando distintos TLRs en las células dendriticas (DCs), induciendo la produccion de citoquinas
pro-inflamatorias via MyD88. En este trabajo caracterizamos por primera vez la respuesta inmune y el grado de proteccién
conferido por una vacuna basada en la profilina de N. caninum (NcPRO) en BALB/c. Se inmunizaron grupos de 8 ratones con
dos dosis de rNcPRO expresada en E. coli o PBS (grupo control), ambos formulados con un adyuvante basado en lecitina de
soja enriquecido en agonistas de TLRs. Tres animales de cada grupo fueron sacrificados a los 38 dias post-vacunacion (dpv).
Los cinco restantes fueron desafiados con 1x10° taquizoitos de la cepa Ncl. En los animales vacunados se detectaron
anticuerpos especificos anti-NcPRO, principalmente de los isotipos IgM e 1gG3, que fueron consumidos luego del desafio.
Los esplenocitos de los animales inmunizados proliferaron luego de una estimulacién in vitro con rNcPRO purificada pre y
post-desafio. Sin embargo, se observé una disminucidn de la respuesta celular en los animales vacunados e infectados en
respuesta a una estimulacidn in vitro con antigenos nativos de N. caninum, relacionado a un incremento en el porcentaje de
células reguladoras CD4+CD25+FoxP3+. Se observo proteccidon en dos de los cinco animales vacunados y desafiados. Estos
no mostraron la presencia de ADN del parasito en tejido cerebral por PCR anidada y no mostraron lesiones histopatoldgicas
de encefalitis, que se evidenciaron en el grupo control. En resumen, nuestros resultados proveen evidencia de una
respuesta regulatoria inducida por la vacunacidn con rNcPRO y sugieren un posible rol de esta proteina en la modulacién
y/o evasidn de la respuesta inmune contra N. caninum.
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SECCION: BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR (ByBM)

ByBM1-CO5- COMPARATIVE SECRETOME ANALYSIS OF TWO TRYPANOSOMA CRUZI STRAINS DURING THE EMERGENCE
OF TRYPOMASTIGOTES FROM CELLS

Jean-Yves Brossus(l), George Palazon(”, Manuel Chapel/e(z), Luc Parism, Dominique Mazier(l), Ernesto Gul/inM), Margarita
BisioM), Jaime Altcheh™.

@ Université Pierre et Marie Curie-Paris 6, UMRS1135, Hépital Pitié-Salpétriere, Service de Parasitologie-Mycologie. Paris,
France. “Bruker daltonique Champs-sur Marne, France. (3)H6pital Pitié-Salpétriere, Service de Parasitologie-Mycologie.
Paris, France. . WHospital de Nifios Ricardo Gutierrez, Parasitologia-Chagas, Buenos Aires. E-mail:
brossas.jeanyves@gmail.com

Background: Chagas disease is a debilitating and often fatal disease resulting from infection with the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi. The efficacy of treatment (benznidazole and nifurtimox) is variable and varies with the disease phase.
Diagnosis by direct pathogen detection can be difficult. Serologic tests are sensitive but are unable to assess treatment
response. In fact, the cure of Chagas disease can be confirmed by observation of a stable seroconversion only several years
after treatment. It is evident that the development of a rapid test to detect the parasite in serum and to evaluate treatment
response is highly desirable. Goal: In order to identify new biomarkers that may improve diagnostic tests, we investigated in
vitro secretion of T. cruzi proteins and compared the secretomes of two strains (VD and CL Brener). Methods: We used
mass spectrometry to analyse the protein content of conditioned medium culture without serum collected during the
emergence of trypomastigotes from Vero cells after infection with T. cruzi. We validate markers by immunodetection
during the acute phase in a mouse model infected with T. cruzi. Results: The results of the secretome analysis yielded 364
common proteins. A large majority of these proteins reflect the expression of different multigenic super families (e.g. TcS,
GP63, MASP, and DGF1). We propose a short list of T. cruzi antigens that could be found in the serum and could indicated
the presence of the parasite. We obtained antibodies against some of these antigens and validated them using T. cruzi
protein extracts from culture supernatant and mouse sera. Conclusions: This study provides the first overview of the
comparative secretomes from cells by one of two strains of T. cruzi. Some of the antigens identified appear detectable in
the sera of mice infected with T. cruzi. These proteins should be sought in sera collected from patients with Chagas disease
in order to evaluate their possible status as biomarkers.

ByBM2- DETECCION DE TOXOPLASMA GONDII EN SISTEMA NERVIOSO CENTRAL DE GALLINAS DE PERU Y
CARACTERIZACION MOLECULAR POR NPCR-RFLP

Lais L Pardini(”, Gaston Moré“), Andrea Dellarupem, Maria L. Gos”), Marco Quispe Huacho(z), Renato Acco Albuquerque(z),
: (2) 3 . 4(3)
Marcos E. Serrano Martinez ™, Maria C. Venturini

@ aboratorio de Inmunoparsitologia-FCV-UNLP y CONICET. @Facultad de Veterinaria y Zootecnia, Universidad Peruana
Cayetano Heredia, Lima, Peru. B aboratorio de Inmunoparsitologia-FCV-UNLP. E-mail: laispardini@gmail.com

La toxoplasmosis es una zoonosis parasitaria que afecta un amplio rango de hospedadores. Mundialmente se han descripto
3 genotipos asociados a la virulencia. Sin embargo en Sudamérica es frecuente la aparicion de genotipos atipicos en
diferentes especies. El objetivo de este estudio fue identificar y genotipificar Toxoplasma gondii a partir de sistema
nervioso central (SNC) de gallinas de traspatio provenientes de Perl, dado que son un excelente indicador de
contaminacion ambiental con ooquistes. Se recibieron 54 SNC de gallinas (N°1 al 54) de la ciudad de Lima (cooperacién
CONCYTEC-MINCYT) que se conservaron a -202C. Se extrajo el ADN y se realizé la PCR para los primers TOX5-TOX8
especificos para T.gondii. Cinco (2,7%) muestras resultaron positivas por PCR y 4 se genotipificaron por nPCR-RFLP
utilizando 9 marcadores (SAG2, BTUB, GRA6, SAG3, PK1, L358, C22-8, C29-2, Apico) resultando 3 de ellas con genotipos
atipicos. La muestra 21 fue caracterizada como tipo Il para todos los marcadores, como tipo | para C22-8 y C29-2 y tipo Il
para BTUB. Las muestras 25 y 27 fueron genotipificadas como tipo Il para BTUB, GRA6, SAG3 y PK1; como tipo Il para SAG2
y como tipo | para L358, C22-8, C29-2 y Apico. La muestra 45 fue caracterizada como tipo Ill para todos los marcadores no
pudiéndose caracterizar para SAG2 y PK1. Este ultimo genotipo (parcial) fue similar a los reportados en la ToxoDB
(http://toxodb.org/toxo/) como: #90 de oso negro (Canada), #72 de humano (USA) y #2 de humano, cerdo, oso, gato,
gallina y halcén (Alemania, Francia, Panamd, USA) lo que indicaria una amplia distribucién a nivel mundial del mismo, tanto
en especies domésticas como silvestres. Los genotipos de las muestras 21, 25 y 27 no han sido reportados previamente en
otras regiones geograficas o especies animales. Es importante conocer los genotipos circulantes para profundizar en la
epidemiologia de la enfermedad y su relacién con la salud publica.

ByBM3- THE TBVPS15 KINASE IS ESSENTIAL FOR TRYPANOSOMA BRUCEI SURVIVAL AND IS INVOLVED IN INTRACELLULAR
TRAFFIC

Alejandra C Schoijet(l), Kildare Miranda(z), Wanderley de Souza(z), Mirtha M F/awid(l), Guillermo D Alonso™.
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The phosphatidylinositol 3-kinase (P13K) Vps34 is a protein that plays an important role in many processes such as vesicular
trafficking, endocytosis and autophagy. This protein is found in yeast and mammalian forming a complex with the kinase
Vps15. This kinase is postulated to be necessary for Vps34 activity, since its deletion leads to a loss of PI3P production and
disruption of vesicular trafficking. Although Vps34 does not appear to be a substrate of Vps15, mutations in its catalytic
domain prevent binding to Vps34. Overall; the role of this protein is not well elucidated. Previously, in our laboratory we
have cloned and characterized the TcVps15 kinase in Trypanosoma cruzi, which showed to be involved in autophagy. In this
work, we have identified the Vps15 orthologue in Trypanosoma brucei. Knockdown of TbVps15 expression in the procyclic
form by RNA interference produces a severe growth defect, with a block of cytokinesis, accompanied by a variety of
morphological abnormalities. Cells induced with tetracycline also showed a significant reduction of Concanavalin A
transport to the lysosome, indicating that TbVps15 may be involved in intracellular transport. To further study the role of
this protein we will perform experiments with dextran and transferrin to assess its role in endocytosis, as well as investigate
its possible role in autophagy by starvation experiments. These experiments will complete those obtained in Trypanosoma
cruzi, with the purpose of elucidate the role of this protein in both parasites and their participation in the signaling cascade
involving Vps34.

ByBM4- PRIMERA CARACTERIZACION MOLECULAR DE TOXOPLASMA GONDII EN RATUS RATTUS EN ARGENTINA

Juan M. Unzaga(l), Andrea Del/arupe(”, Bruno Fitte(z), Maria R. Rob/es(z), Kevin Steffin(l), Lais Pardini(l), Gaston Moré(l),
Graciela Navone(z), Maria C. Venturini™.

1 AINPA, FCV, UNLP. P/CEPAVE-CONICET. E-mail: junzaga2003@yahoo.es

La toxoplasmosis es una zoonosis de amplia distribucidn mundial que afecta a mamiferos y aves. Los roedores sinantrépicos
son HI cuya infeccion puede dar cuenta de la situacion sanitaria ambiental por la presencia de ooquistes de Toxoplasma
gondii en zonas urbanas y periurbanas. El objetivo del presente trabajo fue realizar la caracterizacion molecular de T. gondii
a partir de una muestra de sistema nervioso central (SNC) de Rattus rattus procedente de una zona periurbana de la ciudad
de La Plata. En el Centro de Estudios Parasitoldgicos y Vectores (CEPAVE) se realizd la necropsia de 7 especimenes de R.
rattus (R1-R7), obteniéndose muestras de sangre y SNC. El SNC se proceso para el estudio histopatoldgico y se observaron
quistes compatibles morfolégicamente con T. gondii en 1 especimen (R1). En el Laboratorio de Inmunoparasitologia FCV-
UNLP (LAINPA) se realizé la serologia por IFI (21/800) y se procedid a la extracciéon de ADN de SNC, se utilizaron los primers
TOX5-TOX8 para la prueba de PCR que permitié detectar ADN especifico para el parasito. El aislamiento se caracterizé por
nPCR-RFLP para 9 marcadores (nSAG2, SAG3, BTUB, GRA®6, c29-2, c22-8, L358, PK1 y APICO) resultando ser tipo Ill. Acorde a
nuestro conocimiento esta es la primera caracterizacion molecular de T. gondii en roedores sinantrépicos en Argentina.
Nuevos estudios de caracterizacién molecular permitirdn ampliar el conocimiento del mapa epidemioldgico de la
toxoplasmosis.

ByBMS5- RELACION ENTRE LA NUCLEOSIDO DIFOSFATO QUINASA 1 DE TRYPANOSOMA CRUZI Y LA REPARACION DEL ADN
Claudio A. Pereira, Chantal Reigada, Fabio A. Digirolamo, Melisa Sayé, Edward A. Valera Vera, Mariana R. Miranda.
Laboratorio Parasitologia Molecular, IDIM. E-mail: mirandamariana@gmail.com

Las nucledsido difosfato quinasas (NDPK) son enzimas que intervienen en la homeostasis intracelular de nucleétidos di- y
trifosfato. Son consideradas enzimas multifuncionales por participar en diversos procesos celulares como apoptosis,
transduccién de sefiales y reparacion de ADN, entre otros. De la misma manera, la NDPK1 de Trypanosoma cruzi (TcCNDPK1),
es una enzima con multiples funciones ya que es secretada por el parasito, esta involucrada en la resistencia a drogas
tripanocidas y tiene la capacidad de unirse y degradar acidos nucleicos in vitro. En el presente trabajo estudiamos la
relacion de la TcNDPK1 con la reparacion del ADN in vivo. En primera instancia, evaluamos la frecuencia de mutacién
espontanea en bacterias que expresan la TcNDPK1 mediante la seleccion de colonias resistentes a rifampicina. Observamos
que la frecuencia se redujo 5 veces respecto del control, sugiriendo una posible participacion de la TcNDPK1 en
mecanismos de reparacién de ADN. Para evaluar este fenédmeno en T. cruzi, construimos un modelo de sobre-expresion en
epimastigotes (N1). Estos parasitos presentan un crecimiento mas lento que los parasitos control, alcanzando densidades
de 2 a 3 veces menores en fase estacionaria. El tratamiento con agentes genotdxicos como el peroxido de hidrégeno
demostré que sobreviven a altas concentraciones del mismo, siendo la IC50 significativamente superior respecto del
control, 323 uM y 182 uM, respectivamente. Por ultimo, se evalud la integridad del material genético mediante técnicas
electroforéticas clasicas y se encontrd que estos parasitos presentan el ADN mas degradado. Los resultados mostrados
sugieren que la TcNDPK1 podria estar involucrada en la maquinaria de reparacion de ADN, de esta manera su sobre-
expresion generaria rupturas en el material genético provocando una activacion de los mecanismos de reparacién y dando
como consecuencia mayor resistencia al peréxido de hidrégeno.
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ByBM6- PRIMER AISLAMIENTO DE UN GENOTIPO ATiPICO DE TOXOPLASMA GONDII EN UN CASO DE TOXOPLASMOSIS
CONGENITA HUMANA EN ARGENTINA

Lais Pardini(l), Liliana Carral(z), Andrea De/lurupe(l), Gaston Moré(l), Mariana Bernstein(l), Maria L. Gos(l), Cristina B.

Freuler(z), Juan M. Unzaga{a), Federico J. Kaufer(z), Ricardo A. Durlach(z), Maria C. Venturini®®.
@1 aboratorio de Inmunoparsitologia-FCV-UNLP y CONICET. @centro de Toxoplasmosis y otras Zoonosis, Hospital Alemdn,
Buenos Aires. ®Laboratorio de Inmunoparsitologia-FCV-UNLP. E-mail: laispardini@gmail.com

La toxoplasmosis es una zoonosis que puede producir lesiones variables en el feto humano durante su desarrollo. En el
Laboratorio de Inmunoparasitologia de la FCV-UNLP (LAINPA) se han caracterizado aislamientos de animales domésticos y
silvestres en Argentina pero s6lo uno a partir de una infeccidn congénita humana. El objetivo de este estudio fue aislar y
genotipificar Toxoplasma gondii a partir de sangre de corddn de una mujer embarazada con serologia positiva a T. gondii.
En el Hospital Aleman se detectaron anticuerpos anti T. gondii en la madre (tercer trimestre) por Sabin-Feldman (SF)
1/16384, ISAGA-IgM 1/16384, IgA 1/1024 e IgE negativo. En el recién nacido se detectd por SF 1/4096, ISAGA-IgM 1/4096,
IgA 1/1024, IgE negativo y a los 3 meses de vida SF 1/16834, ISAGA-IgM 1/256, IgA 1/1024, IgE negativo. Al parto se obtuvo
sangre de corddn que se inoculd en un ratén MNRI (R1). El mismo se sacrificd y se detectaron anticuerpos por SF (1/16834)
y quistes en sistema nervioso central (SNC). El aislamiento se conservé por pasaje en ratdn (Swiss) en el LAINPA. Se
observaron quistes en SNC y taquizoitos en el lavado peritoneal que se cultivaron en células VERO. Se extrajo ADN de SNCy
se utilizaron los primers TOX5-TOX8 para la prueba de PCR que permitido detectar ADN especifico para el parasito. El
aislamiento se caracterizé por nPCR-RFLP para 9 marcadores (nSAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c29-2, c22-8, L358, PK1 y APICO)
siendo tipo Il para todos excepto para C29-2 (tipo |). Este genotipo es similar al identificado en ToxoDB como #14 6 138.
Este nuevo aislamiento es diferente al previamente reportado por nuestro equipo como tipo Il en placenta humana y es
similar a aislamientos provenientes de wallabies y gallinas de Argentina y de animales domésticos y silvestres de
Sudamérica y Estados Unidos. Nuevos estudios de caracterizacion molecular permitiran conocer el mapa epidemiolégico de
la toxoplasmosis en Argentina.

ByBM7- LOS TRANSPORTADORES DE POLIAMINAS DE TRYPANOSOMA CRUZI REGULAN EL INGRESO DE DROGAS Y LA
RESPUESTA A ESTRES OXIDATIVO

Chantal Reigada”), Mariana R. Mirandam, Melisa Martinez Sayé(l), Rodrigo A. Lopez Muﬁoz(z), Edward Valeram, Fabio di

Girolamo“), Claudio A. Pereira™.

@1piM-CONICET. P Universidad Austral de Chile. E-mail: chanreigada@hotmail.com

Las poliaminas son metabolitos esenciales en la proliferacién de Trypanosoma cruzi y son obtenidas exclusivamente del
medio extracelular por mecanismos de transporte. Debido a que el parasito es incapaz de sintetizarlas de novo se postula
que las permeasas de poliaminas son posibles blancos terapéuticos contra la Enfermedad de Chagas. En nuestro laboratorio
se realizé un analisis bioinformatico sobre el genoma de T. cruzi que permitid identificar seis posibles transportadores de
poliaminas. En el presente trabajo se continué con la caracterizacion de uno de los mismos denominado TcPAT12.
Mediante la construccién de un modelo de parasitos transgénicos que sobre-expresan TcPAT12, se demostrd que los
mismos transportan significativamente mds putrescina y espermidina que la cepa control (650% y 230%, respectivamente)
pero no se encontraron diferencias en el transporte de arginina. Por otro lado, en trabajos anteriores se determind que la
pentamidina, una droga antiparasitaria utilizada contra la leishmaniasis y la tripanosomiasis africana, también tiene efectos
contra T. cruzi. Se estudié el mecanismo de accién de la droga sobre el transporte de poliaminas y se determind que la
droga inhibe significativamente el transporte de estas moléculas en todos los estadios del pardsito. También se evalud el
efecto de la pentamidina en los pardsitos TcPAT12 y se observé que la droga inhibe un 80% el transporte de putrescina
mediado por dicho transportador. Se evalué ademds la respuesta de estos parasitos al estrés oxidativo mediante el
tratamiento con perdxido de hidrégeno. Los parasitos TcPAT12 presentaron una IC50 significativamente mayor que los
parasitos control. Esta resistencia a estrés oxidativo puede estar regulada por el transporte de poliaminas, reforzando la
importancia de estas moléculas en T. cruzi. Estos resultados demuestran que el transporte y metabolismo de poliaminas
son buenos candidatos como blancos terapéuticos de aplicacién en la Enfermedad de Chagas.

ByBMS8- EXPERIMENTAL APPROACHES FOR THE FUNCTIONAL STUDY OF A PUTATIVE CALCIUM BINDING PROTEIN IN
TRYPANOSOMA CRUZI.

Mariana Potenza”), Antonio Osuna Carri/lom, Diana P. Wehrendtm, Maria T. Tellez-1Aon™.

YinGeBI. PLaboratorio de Parasitologia, Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada, Espafia. E-mail:
potenza@dna.uba.ar

Data from genome annotation and mass spectrometry projects of pathogens has allowed the identification of novel
proteins, for which their putative functions cannot be predicted by sequence similarity. Trypanosoma cruzi, the etiological
agent of Chagas disease, has a complex life cycle in which cell differentiation and invasion are tightly coordinated. In this
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parasite, calcium and calcium binding proteins play important roles in the processes of mammalian cell infection and
survival. Using a rational search engine, we selected an uncharacterized gene, named TcCALI which encodes a 103 amino
acid protein with two putative calcium binding sites. Previously, we found that this protein is able to form disulphide bonds
and has a putative palmitoylation domain. We also found TcCALI localizes along the cytoplasm in all differential stages of
the parasite and several protein bands at higher molecular weight than expected are detected by western blot. In order to
study TcCALI’s role on the parasite physiology, we searched for its associated components, to characterize the metabolic
environment of this protein with unknown function. To this aim, two experimental approaches were addressed. First,
protein extracts from T. cruzi were immunoprecipitated using anti-TcCALI antibodies and commercial kits consisting of
recombinant Protein G covalently coupled to magnetic beads. The results showed that TcCALI associates to one or more
components, which probably modify the TcCALI conformation. On the other hand, yeast two hybrid assays are undergoing
with the objective to identify TcCALI binding partners from a cDNA library. For this, TcCALI and Lamin (negative control)
were cloned separately in the shuttle vector pBMT116 and transfected to S. cereviseae (LAO strain). Selection of
recombinant yeast was achieved plating transformants in minimal media. Future steps involve transfection of TcCALI
expressing yeasts with a T. cruzi cDNA library cloned in the pVP16 vector.

ByBM9- CARACTERIZACION FUNCIONAL DE DOS ISOCITRATO DESHIDROGENASAS DE LEISHMANIA MEXICANA,
ESPECIFICAS PARA NAD Y NADP

Lucila Giordana, Cristina Nowicki.
IQUIFIB, UBA Facultad de Farmacia y Bioquimica. E-mail: Igiordana@ffyb.uba.ar

Tanto tripanosomas como Leishmania spp. carecen de la candnica IDH heteromérica mitocondrial vinculada al ciclo de
Krebs y a la produccién de NADH en la organela de eucariotas. Sin embargo, las especies de Leishmania poseen dos genes
sinténicos que codifican para posibles isocitrato deshidrogenasas (IDHs). Analisis filogenéticos previos mostraron que sélo
una de ellas tiene clara relacion con las IDHs de tripanosomas, en cambio la otra se agrupa con homdlogos de
archaebacterias. Utilizando L. mexicana como modelo, clonamos ambos genes y expresamos las proteinas recombinantes
en E. coli. Ambas IDHs decarboxilan activamente isocitrato para formar 2-oxoglutarato, pero una de ellas utiliza NADP+y la
otra NAD+. Estudios cinéticos demostraron que ambas isoformas poseen valores de Km aparentes similares para el
isocitrato (entre 10 uM y 30 uM), aunque presentan estricta especificidad para la coenzima, con afinidades en el orden bajo
UM para el NAD+ o NADP+. Ademas, al igual que en la mayoria de las IDHs, en las enzimas recombinantes de L. mexicana
los valores de Km aparentes para el isocitrato son dos 6rdenes de magnitud mas bajos que para el 2-oxoglutarato y
catalizan la formaciéon de este ultimo a velocidades extremadamente lentas. Esto sugiere que in vivo, esta
preferencialmente favorecida la decarboxilaciéon del isocitrato, formando 2-oxoglutarato y NADPH o NADH, segun la
especificidad de la enzima. La localizacién subcelular de las IDHs en Leishmania no ha sido investigada todavia. Sin
embargo, es tentador especular que si la isoforma NAD+ dependiente se localizara en la mitocondria podria contribuir al
funcionamiento de un verdadero ciclo de Krebs y a la generacion de NADH para la fosforilacion oxidativa. En cambio, si la
IDH que utiliza NADP+ se localizara en el citosol, podria proveer los equivalentes de reduccion necesarios tanto para los
procesos de biosintesis como para la defensa frente al estrés oxidativo.

ByBM10- DESCUBRIMIENTO DE NUEVOS INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE POLIAMINAS EN TRYPANOSOMA CRUZI
Lucas N. A/berca(l), Maria L. Sbarag/ini(l), Dario M. Ba/cazar(z), Laura Fraccaro/i{z), Carolina Carri/lo(z), Alan Talevi™.
Mcgtedra de Quimica Medicinal. “Instituto de Ciencia y Tecnologia César Milstein. E-mail: lucas_abk@hotmail.com

La enfermedad de Chagas afecta a mas de 6 millones de personas en Latinoamérica. Pese al impacto epidemioldgico, solo
hay 2 farmacos disponibles para su tratamiento: Nifurtimox y Benznidazol, parcialmente efectivos y con graves efectos
adversos. Existe por tanto la necesidad de encontrar nuevos tratamientos para esta enfermedad. Las poliaminas son
sustancias esenciales para la proliferacion e infectividad del Trypanosoma cruzi, agente causante de la enfermedad de
Chagas. T. cruzi carece de biosintesis de poliaminas de novo y, consecuentemente, el transporte de poliaminas del
hospedador es esencial para el parasito. Esta caracteristica convierte a las permeasas de poliaminas en un blanco molecular
interesante para la busqueda de compuestos tripanocidas. En los ultimos afios hemos desarrollado metodologias
computacionales para la busqueda racional de inhibidores de T. cruzi: en particular, analizamos bibliotecas de farmacos ya
utilizados para el uso en humanos. Esta estrategia, denominada reposicionamiento de farmacos, tiene la gran ventaja de
reducir costos y tiempos requeridos para validar un nuevo tratamiento. En este trabajo, se buscaron inhibidores especificos
de la biosintesis y/o transporte de poliaminas en T. cruzi mediante rastreo asistido por computadora. Se seleccionaron 6
candidatos para evaluar experimentalmente. 3 de los compuestos ensayados demostraron inhibicion de la proliferacién de
epimastigotes concentracion-dependiente (IC50 entre 5 y 50uM). Se evalud también el efecto de los farmacos sobre el
transporte de putrescina, espermidina, arginina y lisina, todos compuestos esenciales para el parasito cuyos
transportadores pertenecen a la misma familia de permeasas, la AAAP (Permeasas de aminoacidos/auxinas). Los 3
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farmacos presentaron fuerte inhibicion del transporte para las 4 permeasas evaluadas. Los resultados son alentadores para
avanzar hacia ensayos de invasion de tripomastigotes en modelos de infeccion celulares y animales.

ByBM11- CLONADO Y EXPRESION DE FOSFOLIPASA Al DE LEISHMANIA BRAZILIENSIS EN UN SISTEMA DE EXPRESION DE
BACULOVIRUS

(1)

l‘m, Evira L. D. Isola™, Oscar Taboga(z), Maria L.

l( 1)’

Emanuel Bott™, Maria G. Lépez(z), Guadalupe Gimenez(l), Estela M. Lamme

Belaunzardn™.

Dinstituto de Microbiologia y Parasitologia Meédica (IMPaM, UBA-CONICET). @ nstituto Nacional de Tecnologia
Agropecuaria (INTA), Centro de Investigacion en Ciencias Veterinarias y Agronémicas (CICVyA), Instituto de Biotecnologia,
Castelar, Buenos Aires, Argentina. E-mail: parasitodife@yahoo.com.ar

Resultados de nuestro laboratorio sugieren un papel fisiolégico importante para las fosfolipasas Al (PLA1l) de
tripanosomatidos, particularmente en los estadios del mamifero, que podria contribuir a la patogénesis de las
enfermedades causadas por estos patégenos. En Leishmania braziliensis detectamos previamente la presencia de actividad
PLA1, realizando luego la busqueda de genes putativos en TriTrypDB y seleccionando el gen LbrM.31.2750 para su clonado
y expresion en E. coli. La proteina recombinante obtenida fue reconocida por suero anti-PLA1 pero no presenté actividad
enzimdtica (Belaunzaran y col. 2011). En el presente trabajo clonamos y expresamos dicho gen en el sistema baculovirus-
células de insecto Bac-to bac. La secuencia codificante para PLA1l se amplificd por PCR desde ADN gendmico de
promastigotes de L. braziliensis obteniendo un producto de 1122 pb que fue clonado en pCR2.1TOPO y sub-clonado en
pFastBac HTB®. Los plasmidos que incorporaron el inserto se usaron para transformar bacterias DH10Bac y generar por
transposicion bacmidos recombinantes con los que se transfectaron células de insecto Sf9. El sobrenadante conteniendo los
baculovirus recombinantes se cosechd a los 5 dias y luego de 2 pasajes en células se titularon los stocks virales. Se
infectaron células Sf9 a una MOI=1y se cosecharon a las 24, 48 y 72 hs. El analisis por inmunoblot y los ensayos de actividad
enzimatica de los lisados celulares mostraron que, si bien los niveles de expresién fueron bajos, ésta alcanzdé su valor
maximo 72 hs post infeccidn. La proteina expresada fue reconocida por el anticuerpo anti-Histidina, con un PM similar al de
la enzima nativa de ~50 kDa, siendo capaz de hidrolizar fosfatidilcolina con generacién de lisofosfatidilcolina, confirmando
asi que la misma posee actividad PLAL, la cual fue 6ptima a pH ~5. La secuencia correspondiente fue depositada en
GenBankTM, nimero de acceso KJ957826. Financiado por Conicet.

ByBM12- ANALISIS DE POBLACIONES CIRCULANTES DE TRYPANOSOMA CRUZI: SUSCEPTIBILIDAD DIFERENCIAL AL
TRATAMIENTO, DURANTE LA ETAPA AGUDA EXPERIMENTAL

Mariana Strauss, Silvina Lo Presti , Blanca Hebe Esteves , Carolina Bazdn , Alejandra Bdez, Daniela Velazquez Lopez, Noemi
Miler , Patricia Paglini, Héctor W Rivarola.

Laboratorio de Chagas. Cdatedra de Fisica Biomédica. Fac. de Cs. Médicas. E-mail: marianastr86@gmail.com

En la busqueda de nuevos blancos terapéuticos para el tratamiento de la enfermedad de Chagas, la enzima tripanotiona
reductasa ha demostrado ser una interesante alternativa; Clomipramina (farmaco triciclico) (CLO) es un inhibidor directo de
esta enzima. Su utilizacion en conjunto con Benznidazol (BZ), farmaco de uso habitual para el tratamiento de esta
enfermedad, podria eliminar de manera selectiva diferentes poblaciones de T. cruzi. El objetivo del presente trabajo fue
evaluar el efecto de BZ y CLO sobre la infeccidén con la cepa Y (Tc ll) y con tres aislamientos naturales de T. cruzi (Casibla,
Lucky y SGO-Z12) compuestos por una mezcla de linajes (Tc Il y Tc VI). Se infectaron 4 grupos de 36 ratones con cada
cepa/aislamiento y se los dividié en los siguientes subgrupos: infectados no tratados (INT), tratados con: CLO 1,25mg/kg/dia
(CLO1,25), CLO 5mg/kg/dia (CLO5), BZ 100mg/kg/dia (BZ100), BZ 6,25mg/kg/dia (BZ6,25) y BZ6,25+CLO1,25 (n=6 en cada
grupo). La eficacia del tratamiento se evalué a través del estudio de la sobrevida hasta los 35 dias post infeccién y la
cuantificacion de los pardsitos en sangre mediante PCR en tiempo real. Las diferentes poblaciones se determinaron por
RFLP (amplificacién por PCR del gen del miniexdn y su posterior digestién con Bce Al). Todos los esquemas de drogas
utilizados, disminuyeron la carga parasitaria en relacidn al grupo INT (P<0,05). Los grupos BZ100, BZ6,25+CL0O1,25 y BZ6,25
presentaron alta sobrevida en los 4 grupos analizados. En los grupos infectados con Y, Lucky y SGO-Z12 y tratados con el
esquema de drogas propuesto, no se encontraron poblaciones diferentes de T. cruzi, luego del tratamiento. Sin embargo
los ratones infectados con el aislamiento Casibla presentaron diferentes poblaciones segun el tratamiento aplicado y con
respecto al grupo sin tratamiento.

Los aislamientos utilizados estan compuestos por diversas subpoblaciones que pueden modificarse de acuerdo al
tratamiento utilizado.

ByBM13- CARACTERIZACION DE TcTASV-B, PROTEINAS DE LA FAMILIA DE TcTASV DE TRYPANOSOMA CRUZI
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(1) (1)

Mariana Rizzi(l), Noelia Floridia Yapur(z), Gabriela V Levy'”, Daniel O Sanchez'”, Valeria Tekiel™.

Dinstituto de Investigaciones Biotecnoldgicas "Dr. Rodolfo Ugalde", 1I1B-INTECH, UNSAM - CONICET. @ctedra de Quimica
Bioldgica. FCN, UNSa. Instituto de Investigaciones en Enfermedades Tropicales, Sede Ordn, UNSa. E-mail:
mai_r9@hotmail.com

La familia de proteinas de superficie TcTASV compuesta por aproximadamente 40 miembros, no posee ortélogos en otros
organismos y esta conservada en diferentes linajes del parasito. De acuerdo a la longitud, secuencia y motivos de la region
central de los productos proteicos se definen 4 subfamilias (TcTASV-A, B, C y W). La familia TcTASV-C se expresa en la
superficie de tripomastigotes y se secreta mientras que la subfamilia A fue detectada en el citoplasma de tripomastigotes y
amastigotes. Sin embargo, desconocemos el patron de expresidn de las subfamilias B y W. El objetivo de este trabajo fue
caracterizar patron de expresion y localizacion de la subfamilia TcTASV-B. Para esto, el gen TcCLB.511877.10 (aa 35 a 224)
fue clonado en el vector pGEX fusionado a GST. Se indujo su expresidn y se purificd la proteina recombinante, que se utilizo
para inmunizar ratones y obtener sueros hiperinmunes anti-TcTASV-B. Para determinar el estadio de expresidon de la
proteina en T. cruzi y el peso molecular se realizaron ensayos de Western Blot sobre extractos de epimastigotes,
tripomastigotes y amastigotes. También se realizaron IFls para localizar TcTASV-B segun el estadio. Se determind que
TcTASV-B se expresa principalmente en amastigotes extracelulares y en tripomastigotes. No se detectd expresidon en
amastigotes intracelulares ni en epimastigotes. La localizacion de TcTASV-B en la membrana del pardsito parece estar
restringida a una regidn particular y no distribuida en toda la superficie. Por medio de programas de prediccion
determinamos que TcTASV-B estaria glicosilada y fosforilada y posee un péptido sefial y secuencia para adicion de ancla
GPI. Estos resultados, conjuntamente con los obtenidos para TcTASV-C y A, sugieren que las diferentes subfamilias
presentan patrones de expresidn diferencial (estadio y localizacidn) y estimulan el estudio de los mecanismos involucrados
en estos procesos.

ByBM14- MAPEO FINO DE EPITOPES B EN LA FAMILIA DE PROTEINAS TcTASV-C DE TRYPANOSOMA CRUZI
Giselle M Rodriguez, Daniel O Sdnchez, Valeria Tekiel.

Instituto de Investigaciones  Biotecnoldgicas "Dr. Rodolofo A. Ugalde", 1B, UNSAM-CONICET. E-mail:
giselle_rodriguez@hotmail.com

La familia de proteinas TcTASV, compuesta por aproximadamente 40 miembros, presenta el motivo tasv_all
(Vxxx[CES]xXTDGXLXWxxxXExxWxxCxxxP) y extremos amino y carboxi—terminales conservados. La region central y ciertos
aminoacidos en las posiciones indeterminadas del motivo, distinguen 4 subfamilias. La subfamilia TcTASV—C se expresa en
tripomastigotes, se secreta al medio extracelular y es reconocida por el 30% de los sueros infectados con T. cruzi.
Recientemente, realizamos el mapeo fino de los epitopes B en 4 miembros TcTASV-C, empleando sueros humanos y
microarreglos de alta densidad de péptidos (Carmona et al, Mol Cell Proteomics, 2015). En este trabajo, a partir de los
epitopes identificados, disefiamos 7 péptidos que fueron utilizados para estudiar el perfil de reactividad de colecciones
ampliadas de sueros de otras especies. El 58% de los los sueros de conejos infectados con T. cruzi (n=19) y reactivos contra
TcTASV-C (11/19) analizados, reconocié los péptidos 189_CBI68125/68109 (50%) y/6 172_CBI8078 (8,3%). Por otro lado,
analizamos la reactividad de los sueros de ratones que habian sido inmunizados con TcTASV-C (vacunados) y
posteriormente desafiados con una dosis letal de T. cruzi y sobrevivido (protegidos). La mayoria de los sueros de ratones
vacunados (17/20, 85%) reconocié alguno de los péptidos, siendo los péptidos 172_CBI8078 y 189_CBI68125/68109
detectados por el 70% de los sueros. Ademas, el 45 % de éstos sueros detectd el péptido 46_CBI1680061, cuya secuencia
esta incluida en el motivo conservado tasv_c. El perfil de epitopes reconocidos por los anticuerpos de animales
sobrevivientes fue evaluado en muestras de sueros obtenidas a 40 y 60 dias post—desafio y comparado con el perfil que
presentan animales que sobreviven espontaneamente a la infeccién, con diferentes cepas de T. cruzi. Estos resultados
sugieren que la reactividad humoral contra regiones incluidas en el motivo TcTASV-C parece ser importante para inducir
proteccidn en ratones.

ByBM15- NUEVOS COMPUESTOS ORGANOMETALICOS DE N-OXIDO DE AMINA AROMATICA COMO POTENCIALES
AGENTES CONTRA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS

Florencia Mosqui//o(l), Dinorah Gambino(z), Leticia Pérez-Diaz"".

) aboratorio de Interacciones Moleculares, Facultad de Ciencias, UdelaR. @icgtedra de Quimica Inorgdnica, Facultad de
Quimica, UdelaR. E-mail: mmosquillo@fcien.edu.uy

La enfermedad de Chagas es una parasitosis potencialmente mortal causada por Trypanosoma cruzi, y constituye un
importante problema de salud publica principalmente en América Latina. Recientemente hemos reportado la
caracterizacién de nuevos compuestos metalicos de N-dxido de amina aromatica de paladio y platino, los cuales registran
valores de IC50 en el rango submicromolar sobre T. cruzi, con excelentes valores de indice de selectividad. Con el fin de
profundizar en el estudio del modo de accion de estos compuestos, realizamos ensayos de citometria de flujo usando
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sondas fluorescentes como marcadores de apoptosis temprana y necrosis para estudiar el mecanismo de muerte celular
que inducen. Por otro lado, estudios previos de docking molecular en T. cruzi sugieren que ambos compuestos serian
buenos inhibidores de la enzima NADH-fumarato reductasa (FRD). Dado que esta enzima no esta presente en el hospedero
mamifero, y ademas cataliza un importante paso metabdlico imprescindible para la viabilidad del parasito, resulta de
interés como blanco terapéutico. El efecto de los compuestos sobre la actividad enzimatica fue confirmado
experimentalmente mediante el uso de extractos proteicos de T. cruzi, lo que motivo esfuerzos para producir la enzima
recombinante. Actualmente estamos realizando ensayos de actividad enzimatica in vitro con la proteina recombinante
purificada para determinar su funcionalidad, lo que permitira evaluar el efecto inhibitorio de los compuestos, con el fin de
validar a la FRD como blanco de accidn de los mismos. Simultaneamente, estamos seleccionando parasitos transfectados
sobreexpresando la enzima FRD para evaluar el efecto de la incubacion con estos compuestos organometalicos.
Finalmente, nos proponemos secuenciar el transcriptoma de parasitos tratados para comparar con parasitos control con el
fin de identificar las posibles vias afectadas para entender el modo de accion de estos prometedores compuestos.

ByBM16- IN VIVO AND IN VITRO EFFICACIES OF GLIBENCLAMIDE TREATMENT AGAINST CYST ECHINOCOCCOSIS

Valeria deila*m, Claudia del Carmen Melucci Ganzarain *m, Daniela Drago*w, Julia A. Loosm, Christian R. Rodriguez (3),

Andrea C. Cumino™.

(l)FCEyN - Universidad Nacional de Mar del Plata. (Z)FCEyN - Universidad Nacional de Mar del Plata, *These authors
contributed equally to this work. @) Conicet, FCEyN - Universidad Nacional de Mar del Plata. E-mail: acumino@gmail.com

Cystic echinococcosis or hydatidosis is a widely endemic infection caused by the larval stage of E. granulosus, which
produces clinical disease in humans and economic losses to the livestock industry. In this work we demonstrate that
glibenclamice (Gli) inhibit viability in vitro of the Echinococcus protoscoleces and cysts, in a dose-dependent manner. After
15 days of incubation with 200uM Gli the viability of treated protoscoleces was reduced to 45 + 5% whereas a 2-days
treatment against in vitro cultures of cyst resulted in detachment of the germinal layers. Ultrastructural damages appeared
earlier than the viability inhibition with low drug concentrations. In addition, on Gli-treated protoscoleces it was observed
an increase in the intracellular Ca2+ concentration, the level of acidic vesicles and LC3Il expression and key genes of the
autophagic pathway (atg6, atg8, atgl2 and atgl18). Oral application of Gli (5 mg/kg of body weight administered daily) for a
period of 8 weeks in E. ganulosus-infected mice was effective in achieving reduction of parasite weight (0.23 + 0.08 g) in
respect to the control treatment (1.9 + 0.6 g) and the albendazole-treated mice (0.9 + 0.1 g of cyst weight with 5 mg/kg/day
of drug). However, combined application of both drugs (Gli plus albendazole) did not increase the treatment efficacy, and
the reduction in parasite weight was lower than when treated with albendazole alone, but higher than with Gli only. Our
data clearly demonstrated a cytostatic effect of Gli in clinical efficacy studies that may be mediated through KATP channels
and/or associated to the inhibition of the G1-S phase progression.

ByBM17- ESTUDIOS DE TRADUCCION POR "RIBOSOME PROFILING" EN TRYPANOSOMA CRUZI

Pablo Smircich(”, Guillermo Eastman(z), Saloe Bispo(3), Maria A Duhagon”), Beatriz Garat{‘“, Samuel Goldenbergw, David
(5) (2)

Munroe'™”, Bruno Dallagiovannaw, Fabiola Holetz'”, José R. Sotelo-Silveira™.

@ aboratorio de Interacciones Moleculares. Facultad de Ciancias. Departamento de Genética. Facultad de Medicina.
Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay. (Z)Departmento de Genomica, Instituto de Investigaciones Bioldgicas
Clemente Estable, Montevideo, Uruguay. )L aboratorio de estudios de regulacion de la expresion génica. Instituto Carlos
Chagas, FIOCRUZ. Curitiba, Brazil. “| aboratorio de Interacciones Moleculares. Facultad de Ciancias. Universidad de la
Republica. Montevideo, Uruguay. ®lcancer Research Technology Program, Leidos Biomedical Research, Inc., Frederick
National Laboratory for Cancer Research. Frederick, USA. E-mail: psmircich@fcien.edu.uy

La regulacion post-transcripcional constituye el principal nivel regulatorio en tripanosomatidos. Por lo tanto, el estudio de
los transcritos que estan siendo traducidos (traductoma) resulta clave para entender el control de su expresion génica. En
este trabajo, determinamos el traductoma de Trypanosoma cruzi en los estadios epimastigota y trypomastigota
metaciclico, usando la metodologia ribosome profiling. El estadio trypomastigota metaciclico es el responsable de la
infeccion del mamifero y resulta de un proceso de diferenciacion a partir de los epimastigotas replicativos. Nuestros
resultados correlacionan muy bien con datos proteomicos previos, siendo estas correlaciones mejores que las
correspondientes al transcriptoma. Esto revela que la aproximacion traductomica es mds adecuada que la transcriptomica
para estimar la expresién a nivel de proteinas. Los datos muestran que una gran proporcion del traductoma de los
epimastigotas estd ausente en el estadio infectivo. Por otra parte, la eficiencia traduccional presenta un amplio rango
dindmico y varios genes cambian su eficiencia en ambos estadios, apoyando la importancia de este nivel regulatorio en la
expresion génica diferencial. En el estadio tripomastigota metaciclico, la eficiencia traduccional de importantes factores de
virulencia como las proteinas de la superfamilia de las trans-sialidasas aumenta, mientras que la eficiencia de otras familias
génicas como las proteinas ribosomales disminuye. Por otra parte, el andlisis del traductoma resulta en la detecciéon de
pausas traduccionales. El analisis del uso de codones diferencial en estos sitios sugiere que el uso de codones modula la
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cinética del movimiento de los ribosomas sobre el ARNm en estos parasitos. Globalmente, el estudio resalta la importancia
de la regulacion traduccional durante la diferenciacion del parasito.

ByBM18-CO4- EL ANTIGENO B DE ECHINOCOCCUS GRANULOSUS: UNA PROTEINA DE UNION A LIPIDOS EN LA INTERFAZ
HOSPEDERO-PARASITO

Ana Maite FoIle”), Valeria SiIva—A'lvarez(l), Eduardo S Kitanom, Leo K Iwai(z), Ana M Ferreira'™.

@catedra de Inmunologia, Facultad de Ciencias/Facultad de Quimica, Universidad de la Republica (UdelaR), Montevideo,
Uruguay. 1 aboratério Especial de Toxinologia Aplicada, Center of Toxins, Immune-Response and Cell Signaling (CeTICS),
Instituto Butantan Sdo Paulo, Brazil. E-mail: maitefolle@gmail.com

El antigeno B (EgAgB) es una lipoproteina abundante del parasito Echinococcus granulosus. Se acumula como producto de
excrecidon/secrecion en el liquido hidatico (LH) y logra alcanzar el exterior de la larva (hidatide). Su fraccién proteica
pertenece a una nueva familia de proteinas de union a ligandos hidrofébicos (HLBP) y agrupa al menos 5 genes que
codifican productos polimdrficos de 8 kDa (apolipoproteinas, EgAgB8/1-5). La fraccidn hidrofébica compone el 50% de la
particula e incluye una amplia variedad de lipidos neutros y polares, muchos de los cuales el parasito es incapaz de
sintetizar dado su restringido metabolismo lipidico. El EgAgB podria ser clave en la solubilizacion y el transporte de lipidos
esenciales, tomados del hospedero, para satisfacer las demandas anabdlicas del pardsito. Como la especificidad de unién
de los ligandos hidrofébicos recae en el componente proteico, resultd de interés identificar cuales apolipoproteinas
componen el EgAgB del LH de hidatides fértiles y no fértiles y de protoscélex. En todas ellas el EgAgB8/1 fue la principal
apolipoproteina (95% de abundancia relativa por LC-MS/MS). Se identificaron EgAgB8/2, 3 y 4 en todas las muestras
mientras que EgAgB8/5 sélo en LH de hidatides fértiles. Dada la necesidad de E. granulosus de adquirir lipidos esenciales,
las células en la interfaz hospedero-pardésito representan un blanco de interés para el EgAgB. Recientemente describimos la
capacidad del EgAgB de unirse especificamente a monocitos y macrofagos. Como la mayoria de las hidatides tienen
localizacidn hepatica, estudiamos si también puede interaccionar con hepatocitos, utilizando citometria de flujo. El EgAgB
nativo se unioé a hepatocitos HepG2 con saturacidén a altas concentraciones e inhibicion con EgAgB frio. Los resultados
hacen relevante el analisis de los efectos desencadenados sobre el hepatocito a partir de la unién del EgAgB, tanto a nivel
del metabolismo como de la sintesis de moléculas asociadas a las funciones de defensa.

ByBM20- EL CALCIO IONICO INTRACELULAR EN LAS CELULAS EGPE PROVENIENTES DEL E. GRANULOSUS DE ORIGEN
BOVINO. ESTUDIO PRELIMINAR COMPARATIVO

Mariana Ferrulli, Melisa S Barbery V, Andrea F Maglioco, Emilio Rolddn, Alicia G Fuchs.
CAECIHS, Universidad Abierta Interamericana. E-mail: mariana.ferrulli@gmail.com

Las células EGPE son una linea celular obtenida en nuestro laboratorio. Previamente hemos estudiado el efecto de los
bisfosfonatos (Fuchs y col, 2014) y la actividad de fosfatasa alcalina (SAP 2013-2014) y en ambos casos los efectos
involucran Ca”". Objetivo: Analizar la entrada y concentracién de [Cap]i de las células parasitarias en comparacién a las
células mamiferas. Métodos: Las células (well) EGPE 2x10°%, HT29 (adenocarcinoma de colon humano) 1x10° y VERO (rifién
de mono verde) 2x10%; se hiperpolarizaron con las sales de calcio: gluconato (anidn impermeable) y cloruro (anién
permeable). Se incubaron con FLUO4AM (6uM) por 50min a 37° C en HBSS (mM): 149 Na*; 2,4 K*, 125,3 CI;; 1,3 Mg2+, 10
glucosa, 0,1 EGTA y se midié en GLIOMAX. El Ca* se agregd ¢/ 0,5mM hasta 2,5mM final y la sefial lectura ¢/ 1-2min hasta
sefial estable. Se calculd [Ca2+]i = Kd*(FI-FImin)/(FImax-Fl) en cada punto (FI min = Fl sin Ca” ; Fl max = Fl obtenida después
del agregado de 90uM de ionomicina). Se realizd Bradford para la medicién de proteinas en las distintas células. Se
realizaron 3-4 experimentos independientes y cada muestra x 5 wells. El control fue con FURA sin agregado de calcio.
Resultados: se calcularon las siguientes [Ca2+]i (x £ SD; uM): para Ca-gluc EGPE: 1,17+0,58 (n=4);VERO: 2,13+1,27 (n=3);
HT29: 0,68+0,69 (n=3) y para CaCl, EGPE: 1,36+1,32 (n=4); VERO: 1,10+0,06 (n=3); HT29: 0,86%0,91 (n=3). No hay
diferencias significativas (Test T), sin embargo p=0,07 se encontré entre VERO y HT29 con Ca-gluc y la correlacion por
Poisson entre Ca-gluc/ CaCl2 en Vero=-1,00 mientras que en HT29 y EGPE + 1y + 0,82 respectivamente. La cuantificacion de
la méaxima [Caz+]i/ug prot indica que en las EGPE acumulan 6 veces mas de calcio que las VERO (0,17ug y 0,03 pg).
Conclusiones: Las células EGPE son mas parecidas en estas caracteristicas a las HT29 (movilizacién de nutrientes y iones)
que las VERO implicadas principalmente en el intercambio iénico- Las EGPE tienen mas [Caz+]i.

ByBM21- ACTIVIDAD ANTIPARASITARIA DE COMPUESTOS DE ORIGEN VEGETAL
Lucia R. Fernandez”}, Alejandro D. Musikantm, Marianela Sdnchez(g), Gabriel Ferri(z), Jorge A. Palermo(g), Martin M.

Edreira™.
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Segun los célculos de la OMS, se estima que en la Argentina existen unos 1,5 millones de infectados por Trypanosoma cruzi
(4% de la poblacidn). Es por ello que el Ministerio de Salud de la Nacién considera a la Enfermedad de Chagas como uno de
los principales problemas de la salud publica. Sin embargo, en la actualidad no existen vacunas contra el parasito y los
farmacos tripanocidas de primera linea, el Nifurtimox (Lampit®) y el Benznidazol (Radanil®), presentan alta toxicidad y baja
eficiencia, especialmente en la fase crdnica de la enfermedad. Existe entonces una necesidad urgente de desarrollar nuevas
drogas antiparasitarias. En el presente trabajo, se seleccionaron compuestos de origen natural para su evaluacién como
potenciales agentes tripanocida. En particular, las lactonas sesquiterpénicas de origen vegetal son fuentes prometedoras
para el desarrollo y la aplicacidon de nuevos farmacos, ya que esta clase de compuestos es conocida por poseer una gran
variedad de actividades biolégicas como antimicrobiana, fungicida, citotdxica y antiviral. Se ha reportado que un lindenano,
el onoseridlido, resulté activo contra amastigotes de Leishmania amazonensis y L. infantum (EC50 de 19.8 y 20.9 uM,
respectivamente), presentando a su vez una baja citotoxicidad hacia las células hospedadoras. Dado este antecedente, nos
propusimos evaluar la actividad tripanocida de lactonas sesquiterpénicas sobre cultivos de epimastigotes de Trypanosoma
cruzi. Para ello, el onoseriolido y otros dos sesquiterpenos estructuralmente relacionados, se purificaron a partir del
extracto polar de las raices de Hyalis argentea var. Latisquama. Se realizaron curvas de crecimiento en respuesta a dosis
crecientes (rango de 1 a 6 ug/mL), empleando Benznidazol como control positivo. Los resultados demostraron que a las 72
hs ya se observaban diferencias significativas entre el control y al menos uno de los tratamientos. En particular, la EC50
calculada para el onoseridlido fue de 1.87 pg/mL.

ByBM22- BIOSYNTHESIS OF SUMOYLATED PROTEINS IN BACTERIA USING THE TRYPANOSOMA BRUCEI ENZYMATIC
SYSTEM

Paula A. Iribarren, Maria A. Berazategui, Juan J. Cazzulo, Vanina E. Alvarez.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto Tecnolégico de Chascomtis “Dr. Rodolfo A. Ugalde” 1IB-INTECH /
UNSAM-CONICET. E-mail: piribarren@iibintech.com.ar

Post-translational modification with the Small Ubiquitin-like Modifier (SUMO) is conserved in eukaryotic organisms and
plays important regulatory roles in proteins affecting diverse cellular processes. In Trypanosoma brucei, member of one of
the earliest branches in eukaryotic evolution, SUMO is essential for normal cell cycle progression and is likely involved in
the epigenetic control of genes crucial for parasite survival, such as those encoding the variant surface glycoproteins.
Molecular pathways modulated by SUMO have started to be discovered by proteomic studies; however, characterization of
functional consequences is limited to a reduced number of targets. Here we present a bacterial strain engineered to
produce SUMOylated proteins, by transferring SUMO from T. brucei together with the enzymes essential for its activation
and conjugation. Due to the lack of background in E. coli, this system is useful to express and identify SUMOylated proteins
directly in cell lysates by immunoblotting, and SUMOylated targets can be eventually purified for biochemical or structural
studies. We applied this strategy to describe the ability of ToSUMO to form chains in vitro and to detect SUMOylation of a
model substrate, PCNA both from Saccharomyces cerevisiae and from T. brucei. To further validate targets, we applied an in
vitro deconjugation assay using the T. brucei SUMO-specific protease capable to revert the pattern of modification. This
system represents a valuable tool for target validation, mutant generation and functional studies of SUMOylated proteins in
trypanosomatids.

ByBM23- TA-TRIMS: LOS PRIMEROS ELEMENTOS MOVILES NO AUTONOMOS CARACTERIZADOS EN TAENIDOS

/(2) (4)

Santiago E Radio(l), Uriel Koziol™”, Magdalena Zarowiecki(g), Klaus Brehm'”, Cecilia Ferndndez(s), Pablo Smircich™.

@1 aboratorio de Interacciones Moleculares. Facultad de Ciencias. Departamento de Genética. Facultad de Medicina.
Universidad de la Republica. Montevideo, Uruguay. @ University of Wiirzburg, Institute of Hygiene and Microbiology, Josef-
Schneider- Strasse 2, D-97080 Wiirzburg, Germany; Universidad de la Republica, Facultad de Ciencias, Seccion Bioquimica y
Biologia Molecular, Montevideo, Uruguay. Blparasite Genomics, Wellcome Trust Sanger Institute, Wellcome Trust Genome
Campus, Hinxton, Cambridge CB10 1SA, UK. WUniversity of Wiirzburg, Institute of Hygiene and Microbiology, Josef-
Schneider- Strasse 2, D-97080 Wiirzburg, Germany. ®lUniversidad de la Republica, Cdatedra de Inmunologia, Facultad de
Quimica, Montevideo, Uruguay. E-mail: sradio91@gmail.com

Los datos emergentes de genomas de varios tipos de organismos eucariotas confirman que una porcion significativa de los
mismos estd compuesta por elementos transponibles (TEs). Los cestodos taenidos (incluidos los parasitos humanos
Echinococcus y Taenia solium) tienen un nimero muy bajo TEs con respecto a eucariotas de tamafio gendmico similar.
Estos elementos se encuentran virtualmente inexplorados, habiendo escasos datos acerca de su expresion y silenciamiento,
sin embargo debido al rol evolutivo que cumplen en otros platelmintos su estudio es de vital importancia. El analisis del
transcriptoma de E. granulosus mostrd que los ESTs mas abundantes en varios estadios corresponden a ARNnc. En el
presente trabajo, reportamos el descubrimiento de una novel familia de retrotransposones del tipo "Terminal Repeat
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Retroransposons in Miniature" (TRIMs), siendo esta una nueva familia de elementos transponibles en taenidos la cual
hemos denominado ta-TRIMs. ta-TRIMs son la segunda familia de TRIMs descubierta en animales, y probablemente estas
familias sean el resultado de evolucion reductiva convergente en diferentes grupos taxondmicos. Estos elementos se han
originado en la base del arbol filogénetico de los taenidos y se han expandido durante la divergencia taenida, incluso luego
de la separacién de especies cercanas como E. multilocularis y E. granulosus. Los ta-TRIMs son masivamente expresados en
estadios larvarios a partir de una pequefa poblacién de elementos ta-TRIMs completos y LTRs aislados. Estos ultimos son
capaces de actuar como promotores alternativos que influyen en la expresidon de regiones cercanas, generando nuevos ARN
no codificantes y fusiones transcripcionales con genes codificantes. En E. multilocularis, los ta-TRIMs son especificamente
expresados en las células germinativas durante la reproduccion asexual del metacestodo larvario.

ByBM24- ESTRUCTURA TERCIARIA'Y COMPOSICION OLIGOMERICA DE LAS DOS ISOFORMAS DE LA RIBULOSA-5-FOSFATO
EPIMERASA DEL CLON CL BRENER DE TRYPANOSOMA CRUZI

Soledad N. Gonza/ez(l), Wanda Va/secchi(z), Dante Maugeri(”, Jose M. Delfino(z), Juan J. Cazzulo™.

@ nstituto de Investigaciones Biotecnoldgicas, 11B-INTECH, UNSAM-CONICET. (Z)IQUIFIB,Facutad de Farmacia y Bioquimica,
UBA-CONICET. E-mail: sgonzalez@iibintech.com.ar

La Ribulosa 5-fosfato Epimerasa (RPE), es una enzima de la rama no oxidativa de la Via de las Pentosas Fosfato (VPF), que
cataliza la interconversién de ribulosa 5-fosfato y xilulosa-5-fosfato. La VPF se encuentra implicada en la proteccion del
parasito contra el estrés oxidativo, dado que constituye una de las principales fuentes del NADPH y aporta precursores para
la sintesis de nucledtidos y para la generacion de ATP de ser necesario. El genoma del clon CL Brener de T.cruzi posee dos
genes que codifican para RPEs, con una identidad de secuencia del 52%; uno de ellos (TcRPE2) posee una sefial putativa de
direccionamiento al glicosoma de tipo PTS1 (SHL) en su extremo C-terminal. Previamente en nuestro laboratorio ambas
TcRPEs recombinantes fueron caracterizadas, observandose para TcRPE1 un comportamiento cooperativo con un S0.5 de
0,3mM, y para TcRPE2 un comportamiento michaeliano con un KM de 2,5mM. Ademas se determind una localizaciéon
citosdlica para TcRPE1, mientras que TcRPE2 se observé particulada y colocalizando previsiblemente con el marcador
glicosomal PEPCK. El objetivo de este trabajo fue explorar la estructura terciaria y cuaternaria de ambas TcRPEs
recombinantes. Para ello se desarrollaron modelos moleculares basados en similitud de secuencia y, mediante la técnica de
SEC-FPLC-LS, se determind la presencia de multiples estados de oligomerizacion con actividad RPE para cada isoforma. Se
determinaron PM de 200, 160, 110, y 53 kDa para TcRPE1 (octdmero, hexamero, tetrdmero, y dimero respectivamente) y
de 109 y 60 kDa para TcRPE2 (tetrdmero y dimero). Empleando un anticuerpo capaz de reconocer a la enzima natural
TcRPE1, pero no a TcRPE2, se vio que la misma se encuentra presente en todos los estadios del parasito, siendo
notoriamente abundante en tripomastigotes. Llamativamente utilizando un sistema de sobreexpresién en el clon CL Brener
de T.cruzi, se observé un efecto positivo de la sobreexpresién de TcRPE1 en el crecimiento de epimastigotes en cultivo.

ByBM25- EVALUACION DE LA ASOCIACION DE CARGA PARASITARIA DE TRYPANOSOMA CRUZI, CON LA CARDIOPATIA
CHAGASICA

Raul H Lucero(l), Bettina L Brusés”}, Laura B Formichellim, Gerardo D Deluca{z), Gustavo J Ferno’mdez”}, Daniel O

Herndndez(3), Carolina | CuraM), Alejandro G Schijmanm

instituto de Medicina Regional-UNNE. ) aboratorio de Aplicaciones Moleculares -Cdtedra de Microbiologia, Parasitologia
e Inmunologia de la Facultad de Medicina de la UNNE. Blconsultorio de Chagas- Facultad de Medicina —UNNE. “1 aboratorio
de Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas, Instituto de Ingenieria Genética y Biologia Molecular Dr Héctor Torres
(INGEBI-CONICET). E-mail: rhlucero@hotmail.com

La enfermedad de Chagas, pese a los grandes avances logrados en su control, sigue siendo un trascendente problema de
salud publica en América Latina. La PCR cuantitativa (qPCR) requiere estudios de validacidn analitica antes de su uso clinico.
Se trata de reproducir la técnica de PCR Multiplex en tiempo real con sondas TagMan para la cuantificacion simultanea de
Trypanosoma cruzi y un Control Interno de Amplificacién (IAC) y correlacionar los resultados con los hallazgos
electrocardiogréficos en pacientes con enfermedad de Chagas crdnica. Se estudiaron 62 pacientes con serologia reactiva
(HAI'y ELISA) y PCR convencional dirigida al kADN. Aquellos pacientes con PCR-kDNA positiva fueron estudiados mediante
gPCR Multiplex con sondas TagMan (Duffy y col. 2013). El plasmido recombinante pZErO-2 fue utilizado como control de
amplificacion interno de amplificacion heterélogo (IAC). La extraccion de ADN fue realizada mediante el método CTAB . A
todos los pacientes se les realizd en terreno, Electrocardiograma de 12 derivaciones. Los analisis estadisticos se realizaron
mediante el programa Epilnfo. Los 62 pacientes se dividieron en dos grupos de 31. El grupo N con electrocardiograma
normal y el grupo A con cardiopatia segun la clasificacion de Kuschnir (grupos 1, 2 y 3 juntos). No se obtuvieron valores
outliers para el IAC, indicando que la extraccion por CTAB seguida de la qPCR resulté adecuada en todas las muestras
analizadas. La comparacion de las medias de ambos grupos, demostré que no existirian diferencias significativas (p:
0,968057) en las cargas parasitarias entre cardidpatas y no cardidpatas. Los resultados obtenidos concuerdan con los
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allazgos de Ramirez JC y col, 2015, donde no se encontraron diferencias significativas entre las cargas parasitarias de
pacientes crdnicos sintomaticos y asintomaticos. Una vez calculados los limites de deteccion y cuantificacion para CTAB
podremos evaluar la significacion de las cargas parasitarias.

ByBM26-CO1- TOXOPLASMA GONDII TGJ1 (TYPE | HSP40) RELOCALIZES TO PARASITE PELLICLE DURING GLIDING
Jonathan Munera Lépez, MJ Figueras, Maria Corvi, Sergio O Angel.
1IB-INTECH. E-mail: jonathanmunera@intech.gov.ar

The heat shock protein 40 (Hsp40) belongs to the stress-associated family of proteins also named J-family because of its J-
domain. Hsp40s helps another chaperone, Hsp70, to bind to the client proteins stimulating its ATPase activity. The Hsp40
type | -Ydj1 or Hdj2, yeast and human respectively- participates in the Hsp90-hetercomplex assembly and maturation of
client proteins as well. Hsp40 proteins participate in diverse cellular process such as protein folding, protein translocation
across membranes, cellular signal transduction, DNA replication and protein degradation. Here we characterized a type |
Hsp40 from Toxoplasma gondii named TGjl. The amino acid sequence analysis indicates that it is a homolog of Ydj1/Hdj2
proteins. It was expressed in E. coli as a recombinant protein, purified and used to obtain a polyclonal antibody in mouse
(anti-TGj1). In order to determine the TGjl protein-protein interacting (PPI) network, the chaperone was subjected to
immunoprecipitation (IP) and mass spectrometry (MS) analysis, obtaining 86 proteins which comprise several subcellular
localizations and biological functions. Among them we have explored those involved in parasite movement (gliding) and
invasion, both processes linked by same machinery (glideosome). By immunolocalization analysis it was observed that
during gliding TGj1 relocalizes to the parasite pellicle facing the cytoplasm. However this relocalization is not observed
during host-cell invasion. Together, these data indicate that TGj1 could have a role during parasite gliding. In the future, it is
planned to perform gene deletion and generation of mutants in the TGjl farnesyl (CaaX) site to determine the role and
importance of this chaperone and its farnesylation in gliding and invasion.

ByBM27- IDENTIFICACION Y ESTUDIOS DE EXPRESION DEL GEN RELOJ PERIOD EN INSECTOS VECTORES DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

Maria Stroppa, Ignacio Gimenez, Carlota S Carriazo, Beatriz A Garcia.

INICSA (CONICET) y Cdtedra de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Cordoba. E-mail: mercedesstroppa@hotmail.com

Las actividades y procesos fisiologicos responden a ritmos biolégicos oscilatorios fundamentales, en los que los genes reloj
estan implicados. Con el propédsito de realizar estudios moleculares del reloj circadiano en insectos vectores de la
enfermedad de Chagas, se inicid el estudio con la identificacion y anadlisis de la secuencia del gen reloj period (per) en el
genoma de Rhodnius prolixus mediante la utilizacion de herramientas bioinformaticas. Posteriormente se amplificd un
fragmento de 200 pb del gen per en Triatoma infestans y R. prolixus con el que se llevé a cabo un analisis filogenético con
otras especies de insectos. Por otra parte, se determind su patrén de expresidn diaria a nivel de transcripcién por RT-PCR
semicuantitativa en tejido nervioso de T. infestans adultos, bajo condiciones de fotoperiodo (LO) y luz constante (LL). En el
genoma de R. prolixus se identificaron 11 regiones codificantes correspondientes al gen per que presentan un 50% de
homologia con respecto a otras especies de insectos. En las secuencias de aminodcidos deducida de esas regiones se
identificaron dominios conservados de importancia funcional. El arbol filogenético agrupé a T. infestans y R. prolixus con
otras especies de hemipteros, Riptortus pedestris y Pyrrhocoris apterus. El patréon de expresiéon del gen per a nivel
transcripcional mostré un pico al atardecer en el grupo LO, no observandose diferencias significativas en relacidn al sexo.
Este aumento de ARNm del gen per concuerda a lo descripto en Drosophila melanogaster y seria compatible con la
oscilacién diaria en los niveles de la proteina PER encontrada por otros autores en R. prolixus. Por otra parte, ni en machos
ni en hembras del grupo LL se observaron cambios en los niveles de expresion del gen per. Este resultado evidencia la
accion disruptiva de la luz sobre el ritmo de transcripcion del gen per.

ByBM28- ESTUDIO DE LA REGULACION DEL TRANSPORTE DE PROLINA EN TRYPANOSOMA CRUZI
Melisa M Sayé, Chantal Reigada, Mariana R Miranda, Edward Valera Vera, Fabio di Girolamo, Claudio A Pereira.
Laboratorio de Parasitologia Molecular, IDIM-CONICET. E-Mail: melisa.msaye@hotmail.com

En tripanosomatidos, la prolina es un aminoacido relevante dado que constituye una fuente de carbono y energia
alternativa a la glucosa. Ademas en Trypanosoma cruzi se ha demostrado que la prolina confiere resistencia ante estrés
osmotico y que sustenta la invasién celular en tripomastigotes metaciclicos y la progresion del ciclo intracelular. Asimismo
se ha establecido que la acumulacion de prolina libre intracelular constituye un mecanismo de resistencia a estrés
oxidativo. Hemos generado un modelo transgénico de T. cruzi que sobre-expresa el transportador de prolina, llamado

93

SY31S0d



POSTERS

Tc069, y hemos relacionado el aumento en la concentracion intracelular de prolina en estos parasitos con mayor resistencia
a estrés oxidativo (44% y 112% mas resistentes para H,0, y NO®) y a drogas tripanocidas (125% y 68% mas para nifurtimox y
benznidazol). También hemos estudiado la regulacidn de la permeasa Tc069, y hemos encontrado que tanto la actividad y
la expresidn de la proteina Tc069 como su localizacidn subcelular varian a lo largo de la curva de crecimiento. El transporte
de prolina, al igual que la expresion de la permeasa, presenta su maximo nivel al inicio de la fase logaritmica (322pmol
/min) y luego decae a valores nulos en la fase estacionaria, indicando la importancia de este aminoécido en el crecimiento
del parasito. Ademdas hemos observado que el transporte de prolina no es regulado por la disponibilidad de sustrato, y
hemos estudiado dicho transporte en parasitos Tc069 incubados en distintas condiciones de cultivo, como medio
condicionado o diferentes densidades celulares. Tanto los parasitos en medio condicionado como los concentrados en
medio fresco presentaron menor transporte de prolina y menor expresién de la permeasa Tc069 que los controles.
Nuestros resultados parecen indicar que la regulaciéon del transporte de prolina y su permeasa Tc069 esta asociada en parte
al menos a la densidad del cultivo de Trypanosoma cruzi.

ByBM29- IDENTIFICACION Y ANALISIS DEL GEN NADPH CITOCROMO P450 REDUCTASA EN TRIATOMA INFESTANS
Carla G Grosso, Maria M Stroppa, Beatriz A Garcia.

INICSA (CONICET) y Cdtedra de Bioquimica y Biologia Molecular, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Cordoba. E-mail: bgarcia@biomed.uncor.edu

Entre los mecanismos que confieren resistencia a insecticidas se ha descripto el que provoca un aumento de la actividad de
enzimas responsables de su metabolismo. Las evidencias sugieren que las enzimas mono-oxigenasas citocromo P450 tienen
comunmente un rol primario en la resistencia a insecticidas piretroides. EI gen NADPH citocromo P450 reductasa (CPR)
codifica para una enzima que actua en la transferencia de electrones desde la forma reducida de NADPH a los citocromos
P450. Con el propdsito de investigar la participacion de los citocromos P450 en la resistencia a insecticidas piretroides en el
vector de la enfermedad de Chagas Triatoma infestans, se inicio el estudio con el aislamiento de ADN copia (ADNc) del gen
CPR mediante la técnica de RT-PCR. A partir de la secuencia ADNc del gen se disefiaron primers especificos y una sonda
Tagman para la determinacidon de su expresion mediante la técnica de PCR en Tiempo Real. Las determinaciones de
expresion se llevaron a cabo a partir de ARN total extraido de pooles de cuerpo graso de ninfas V provenientes de una
colonia de laboratorio susceptible a deltametrina en distintos intervalos de tiempo después de la aplicacién tépica de la
dosis letal 50% (DL50) del principio activo deltametrina. Los resultados obtenidos muestran que los niveles de ARNm del
gen CPR se incrementan después de la aplicacion de insecticida en relacién a lo detectado en los individuos no expuestos.
Ademas, el analisis comparativo de la expresion del gen CPR de grupos de ninfas V no expuestas a deltametrina
provenientes de diferentes poblaciones, revelé sobre-expresidon del gen en una poblacidn resistente al insecticida. Estos
resultados indicarian la participacion de los citocromos P450 en el desarrollo de la resistencia a insecticidas piretroides en T.
infestans.

ByBM30-CO4- ANALISIS DE LA SECRECION DE VESICULAS EXTRACELULARES EN MESOCESTOIDES CORTI

Maria E Ancarola”), Antonio Marcilla(z), Carolina Poncini(l), Mara Rosenzvit{l), Marcela Cucher™.

(I)IMPGM, Universidad de Buenos Aires. (Z)Departamento de Biologia Celular y Parasitologia, Universidad de Valencia. E-
mail: meancarola@gmail.com

Introduccion: Los pardsitos cestodes son platelmintos que infectan casi todas las especies de vertebrados. Entre las
enfermedades que producen se encuentran la hidatidosis y la cisticercosis consideradas enfermedades desatendidas
prioritarias segun la OMS. Recientemente se ha demostrado que los nematodes y trematodes pardsitos secretan vesiculas
extracelulares (VEs) las cuales pueden ser internalizadas por células del hospedero. En la actualidad las VEs son
consideradas vehiculos importantes en la comunicacion intercelular ya que transportan distintos tipos de componentes,
entre ellos dcidos nucleicos como microRNAs (miRNAs) que pueden alterar el perfil transcripcional y el fenotipo de la célula
receptora. Objetivo: Determinar si el cestode Mesocestoides corti secreta VEs y de ser asi, analizar si las mismas contienen
ARN incluyendo miRNAs. Resultados: Se cultivaron tetratiridios de M. corti. Luego de procesar los medios de cultivo
mediante centrifugacion diferencial se determind la presencia de VEs por microscopia electrénica. Se observé que M. corti
secreta VEs de 40-300 nm de didmetro y que las mismas co-sedimentan con ARN, el cual presenta un perfil de tamafios
compatible con ARNs pequefios (20-200 nt). La deteccion de ARN no se vié afectada al incubar las VEs con proteinasa y
ARNasa previo a la extraccidén, en cambio no se detectdé ARN en las muestras de VEs tratadas con SDS, proteinasa y ARNasa
lo que indica su localizacién intravesicular. Se corrobord la presencia de miRNAs intravesiculares mediante RT-PCR.
Conclusiones: los tetratiridios de M. corti secretan VEs de diversos tamafios, las cuales poseen ARNs pequefios, en
particular miRNAs. La secrecion de VEs en cestodes puede constituir una nueva via de comunicacion intercelular, tanto
entre individuos de la misma especie como entre parasitos y hospedero. Profundizar en el estudio de la biologia celular de
las infecciones parasitarias permitira mejorar las estrategias de tratamiento y/o control de la transmision.
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ByBM31- ESTUDIO DE ENZIMAS DESACETILASAS DE HISTONAS EN PARASITOS CESTODES

Hugo R Vaca”), Federico Camiciam, Lucas Maldonadom, Natalia Macchiaroli(l), Matias G Pérez(l), Gabriel Avila(l), Marcela
Cucher (1), Laura Kamenetzky{“, Guilherme OIiveira{Z), Mara Rosenzvit'™.

@ inpam-UBA-CONICET. PINCTs-CPqRR-Fiocruz-Brazil. E-mail: HugoVaca2011@gmail.com

Las zoonosis parasitarias producidas por cestodes poseen un gran impacto en la salud y la economia de nuestra region.
Estas enfermedades son consideradas desatendidas por la OMS. Los cestodes parasitan casi todas las especies de
vertebrados y poseen ciclos biolégicos complejos. Durante las transiciones entre estadios se producen cambios drasticos a
nivel morfoldgico y fisioldgico. La regulacién epigenética podria constituir un mecanismo clave en la modulacion del
desarrollo y la diferenciacion celular en cestodes, como ocurre en otros parasitos helmintos. En este contexto, las enzimas
modificadoras de histonas podrian representar nuevos blancos quimioterapéuticos cuyo estudio no se ha abordado hasta el
momento en estos parasitos. El objetivo de este trabajo es estudiar enzimas desacetilasas de histonas (HDACs) en
Echinococcus granulosus sensu stricto (G1), Echinococcus multilocularis y Mesocestoides corti. Mediante analisis in silico de
los genomas de estos cestodes se comprobd la presencia de genes que codifican para HDACs, de clases |, Il y IIl. Los
alineamientos con HDACs de Homo sapiens y del parasito trematode Schistosoma mansoni mostraron la conservacion de
residuos implicados en el mecanismo catalitico. Asimismo, los residuos asociados con la unién a Tricostatina A (TSA), un
inhibidor especifico de HDACs de clases | y Il, se encuentran conservados. A partir de datos de RNAseq se confirmé la
expresion de proteinas de esta familia en estadios clinicamente relevantes de E. granulosus y E. multilocularis. Por ultimo,
el cultivo de tetratiridios de M. corti en presencia de inhibidores de HDACs de clases | y I, como TSA, mostré una
disminucion de la viabilidad, asi como efectos en el desarrollo, en comparacién con parasitos no tratados. La
caracterizacion de HDACs en cestodes ayudara a comprender los mecanismos que regulan su desarrollo y evaluar a estas
enzimas como blancos terapéuticos en la busqueda de nuevas drogas antihelminticas.

ByBM32- LA SOBRE-EXPRESION DEL BROMODOMINIO 3 DE T. CRUZI AFECTA SU DIFERENCIACION E INFECTIVIDAD Y
DISMINUYE SU SENSIBILIDAD A INHIBIDORES DE BROMODOMINIOS

Victoria L Alonso(“, Pamela Cribb(z), Carla Ritagliati(z), Esteban Serra™”.

@rqcultad de Ciencias Bioquimicas y Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario. @Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario. IBR-CONICET. E-mail: alonso@ibr.gov.ar

El factor Bromodominio 3 de Trypanosoma cruzi (TcBDF3) es una proteina con un bromodominio en su extremo N-terminal.
Este dominio tiene la capacidad de unir lisinas acetiladas y representa un médulo evolutivamente conservado presente casi
exclusivamente en proteinas de localizacion nuclear. En trabajos previos, mediante inmunofluorescencia y microscopia
electrénica determinamos que TcBDF3, en amastigotes y epimastigotes, se localiza en todo el cuerpo celular del parasito;
observdndose mas intensamente marcada la regién del bolsillo flagelar y el flagelo. En tripomastigotes la localizacidn
cambia totalmente y observamos a TcBDF3 se acumula solo en el flagelo. Ademas, demostramos que esta proteina
interacciona con tubulina a acetilada presente en el citoesqueleto y el flagelo de T. cruzi. Para estudiar la funcién de esta
proteina en T. cruzi se diseiid una version de TcBDF3 doble mutante la cual es incapaz de interaccionar con péptidos de
tubulina acetilada. Al sobre-expresar en epimastigotes de manera inducible esta doble mutante puntual observamos una
disminuciéon en la tasa de crecimiento de epimastigotes asi como una disminucion marcada en las tasas de
metaciclogénesis. Al realizar ensayos de infeccién en células Vero observamos diferentes fenotipos asociados a la sobre-
expresion de la versidon salvaje y la doble mutante. Paralelamente determinamos que existen inhibidores de
bromodominios, desarrollados contra bromodominios humanos, que tienen un efecto deletéreo sobre los epimatigotes de
la cepa Dm28c. Entonces, estudiamos el efecto estos inhibidores sobre los parasitos que sobre-expresan TcBDF3 y
observamos una recuperacion del crecimiento en comparacion con los parasitos salvajes. Estos resultados permiten
concluir que TcBDF3 esta involucrado en el proceso de diferenciacion e infeccidon en T. cruzi y que los bromodominios
podrian ser un blanco quimioterapéutico atractivo contra la Enfermedad de Chagas.

ByBM33- IDENTIFICATION OF HOMOLOGOUS RECOMBINATION MACHINERY IN TOXOPLASMA GONDII
Ignacio M Fenoy, Silvina S Bogado, Susana M Contreras, Sergio O Angel.
1IB-INTECH. E-mail: ifenoy@intech.gov.ar

Toxoplasma gondii is a medical and veterinary relevant pathogen of phylum Apicomplexa. In humans, asexual replication is
characterized by two forms: the rapidly growing ‘tachyzoites’, sensitive to host immune system and several drugs, and the
slowly dividing encysted ‘bradyzoites’ that evade both the host immune response and anti-toxoplasma drugs. Notably,
tachyzoites replicate with a doubling time of 5 -9 hours. Such quick and uninterrupted rounds of DNA replication might
trigger replication stress as suggested by the observation of increased basal levels of the replication-stress marker [TH2A.X
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in T. gondii tachzyoite. DNA replication and damage repair machinery is poorly characterized in T. gondii. In the present
work we aim to identify the homologous recombination (HR) machinery in T. gondii. For this, we performed an in silico
study for proteins involved in HR in www.toxodb.org database. For the search we used the well characterized proteins of
Saccharomyces cerevisiae and Human. We look for sequence homology by BLAST analysis and the presence of correct
protein domains. We found 50 proteins conserved of a pool of 90 well-known proteins. These proteins include the core
machinery implicated in HR Mrell, Rad50, Exol exonuclease, Rad51, Mrell, EXO, BLM and RecQ helicases. Proteins
containing a BRCA1 C terminus (BRCT) domain such as BRCA1, 53BP1 or Rad9/Crb2 were not identified. However, by using a
different approach by means of the BRCT domain amino acid sequence of human BRCA1, we identified an hypothetical
protein that could represent a putative BRCT domain (near 53 residues) containing protein. In conclusion, we found that
basic machinery is conserved in T. gondii, but many proteins involved in double strand break recognition and HR repair are
poorly conserved and represent an interesting field for futures studies in T. gondii biology.

ByBM35- EL SILENCIAMIENTO DE TbRRM1 EN Trypanosoma brucei GENERA FENOTIPOS ANORMALES QUE SON
IRREVERSIBLES LUEGO DE LAS 6H POST-INDUCCION

Carolina P Baiiuelos, Analia G Nittolo, Daniel O Sdnchez, Gabriela V Levy.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas “Dr. Rodolfo Ugalde” (IIB-INTECH), UNSAM-CONICET. E-mail:
caropau86@gmail.com

TbRRM1 es una proteina esencial de T. brucei perteneciente a la familia de proteinas SR-relacionadas. En nuestro
laboratorio hemos demostrado que su RNAi inducido por tetraciclina (Tet) altera la progresidn del ciclo celular en el estadio
prociclico, arrestando a las células en la fase G1 24h post-induccion. Este arresto se manifiesta morfolégicamente con la
aparicion de un fenotipo anormal denominado “nozzle”, en el cual los parasitos presentan un alargamiento significativo del
extremo posterior. Para investigar con mayor detalle la alteracién del ciclo celular, se estudié la disposicién y configuracidon
de nucleos y kinetoplastos (NK). Los resultados indicaron que luego de 24h post-induccion del RNAi de TbORRM1, comienzan
a surgir dos poblaciones celulares con configuraciones aberrantes: ON1K (zooides) y 2N1K. La presencia simultdnea de
ambas configuraciones sugiere que algunos parasitos son capaces de completar la division celular a pesar de presentar
alteraciones durante la mitosis o el posicionamiento nuclear post-mitético. Por otro lado, tanto en la poblacién total como
en la subpoblacién nozzle, se observé un aumento significativo de células 2N2K con ubicacion NK anormal que podrian ser
progenitoras de las células que presentan las configuraciones aberrantes mencionadas anteriormente. Finalmente,
mediante la remocién de Tet, se determind que 6h de induccidn son suficientes para que los efectos producidos por el RNA]
de TbRRM1 sean irreversibles. Por el contrario, la remocién de Tet luego de 3h de induccidn, permite la recuperacion
parcial de la poblacién ya que se observa un aumento significativo en el crecimiento a partir de las 48h post-reversion.
Sorprendentemente, se observaron configuraciones NK aberrantes diferentes a las detalladas anteriormente, sugiriendo
que en ausencia de Tet, habria un intento, aunque insuficiente, de recuperacion, corroborando el rol directo o indirecto de
TbRRM1 sobre la progresién normal del ciclo celular.

ByBM36-CO5- TRYPANOSOMA CRUZI PROTEIN LIPOILATION PATTERN IS MODIFIED BY THE LIPOATE
BIOSYNTHESIS/SALVAGE INHIBITOR 8-BROMO-OCTANOATE AND ITS METHYL DERIVATIVE

Paola Vacchina, Daniel A Lambruschi, Antonio D Uttaro.
IBR-CONICET. E-mail: paola_vacchina@yahoo.com.ar

Lipoic acid (LA) is a versatile compound that acts as a cofactor of the a-ketoacid dehydrogenase complexes (a-KADHs) and
of the glycine cleavage complex (GCC). As these enzymatic complexes are essential to the cell, LA biosynthesis and the
protein lipoilation mechanism are potential chemotherapeutic candidates against parasites as Trypanosoma cruzi and T.
brucei. Many organisms have LA salvage pathways by which they scavenge free LA from their environment and lipoilate
proteins using lipoate: protein ligase enzymes. We have previously proved that, similar to what is observed in yeast and T.
brucei, T. cruzi lacks of an active LA salvage mechanism. As a direct consequence of this we have detected a difference in
susceptibility to the treatment with the non-permeable inhibitor 8-bromo-octanoate (BrO) versus the permeable methyl-
bromo-octanoate (MBrO). While T. cruzi epimastigote cultures incubated with BrO presented an EC50 value of 1mM,
parasites treated with MBrO required 10 times less drug (100 uM) to show the same deleterious effect. A notable result of
both treatments was the drastic reduction of lipoilated proteins, although the reduction was more important in parasite
extracts obtained after MBrO incubation. In addition, we have observed that the T. cruzi protein lipoliation pattern can be
regulated by growth conditions. Altogether, our results support the hypothesis that LA metabolism is essential for the
parasite survival and validates the lipoliation pathway as a new drug target.
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BYBM37-CO1- ADAPTACION DE TRYPANOSOMA VIVAX AMERICANO A LA TRANSMISION MECANICA: REMODELACION
DEL KINETOPLASTO

Gonzalo Greif{l' *), Matias Rodriguez(z’ *), Armando Reyna-Bello(3), Carlos Robe/lo(l)w, Fernando Alvarez-Valin®

@institut Pasteur, Montevideo, Uruguay. @seccién Biomatemdtica, Facultad de Ciencias, Universidad de la Republica
Uruguay. Blcentro de Estudios Biomédicos y Veterinarios, Universidad Nacional Experimental Simon Rodriguez-IDECYT,
Caracas, Venezuela. ) Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica Uruguay. Estos
autores contribuyeron igualmente al trabajo. E-mail: gonzalo.greif@pasteur.edu.uy

En los tripanosomas africanos, la mitocondria tiene un rol cambiante durante su ciclo de vida. En el insecto vector, debido a
la baja concentracién de glucosa, los parasitos son dependientes de una mitocondria completamente funcional para
obtener energia. Sin embargo, en el hospedero mamifero, rico en nutrientes, los parasitos obtienen energia por glucolisis, y
la mitocondria es parcialmente redundante. En este trabajo realizamos un estudio comparativo del genoma mitocondrial en
tres cepas de Trypanosoma vivax (una de origen Africano que realiza el ciclo de vida completo y dos cepas Americanas que
son mecdnicamente trasmitidas y permanecen Unicamente como formas sanguineas). La cepa Africana presenta un
genoma mitocondrial completo y totalmente funcional, mientras que las cepas Americanas han comenzado un proceso de
degradacion de su genoma mitocondrial (recordemos que la introduccidon de estos parasitos en América no puede ser
mayor a 500 afios). Muchos de los genes mitocondriales presentan mutaciones inhabilitantes de su capacidad codificante, y
excepto en tres genes (A6-ATPase, RPS12 y MURF2) el editing no ocurre en ninguno de los genes que requieren ser
editados para ser traducidos correctamente. Por su parte, en la cepa Africana el editing si ocurre normalmente en todos los
genes que lo requieren. Los genes que si son editados en las cepas Americanas (A6-ATPase y RPS12) juegan un rol esencial
también durante la etapa sanguinea de estos parasitos. El analisis de la poblacién de minicirculos muestra una diversidad
reducida, y se encuentran principalmente aquellos que contiene los ARNg necesarios para el editing de A6-ATPase y RPS12.
El hecho de que estos dos genes permanezcan completamente funcionales, opuesto a lo reportado en los Trypanosoma
brucei-like que restringen su ciclo a la fase sanguinea, junto con otras diferencias, es indicativo que las cepas Americanas de
T. vivax estan siguiendo un novedoso camino evolutivo en su adaptacion a la transmisiéon mecanica.

ByBM38- ROLE OF cAMP IN OXIDATIVE STRESS RESPONSES IN TRYPANOSOMA CRUZI
Tamara Sternlieb, Alejandra C Schoijet, Maria J Figueras, Patricio Genta, Mirtha M Flawid, Guillermo D Alonso
Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI. E-mail: tamara.sternlieb@gmail.com

Cyclic adenosine monophosphate (cCAMP) is a key second messenger in several metabolic pathways. In Trypanosoma cruzi it
was found to participate in proliferation, differentiation and osmoregulation. Here we explore the role of cAMP in the
response to oxidative stress in T. cruzi epimastigotes. To determine the role of cAMP in the oxidative stress response, we
first set up the conditions for a proliferation measurement method using tritiated thymidine, based on the incorporation of
the radioactive nucleotide during DNA replication. Through this technique, we established an optimal work concentration
of hydrogen peroxide of 150 uM, which presents a moderate effect over proliferation, allowing the recovery of the
parasites’ normal growth 24 h later. Our results suggest a possible protective effect of cAMP analogs (pCPT-AMPc and 8-
Bromoadenosine 3',5'-cyclic monophosphate) over the hydrogen peroxide stressed cells. We also generated transgenic
parasite lines that overexpress different phosphodiesterases and assessed their involvement in these responses. In the near
future, we are going to evaluate the effect of oxidative stress on trypomastigotes infectivity in culture. After incubation of
trypomastigotes with hydrogen peroxide, we will infect Vero cells and measure the percentage of infected cells and the
number of intracellular amastigotes with Giemsa staining. In addition, we will apply a quantitative colorimetric assay, using
the oxidation-reduction indicator resazurin as a dye, to assess viability. Taken together, our results unveil an unknown role
for cAMP as a protective regulator against oxidative stress in T. cruzi and point to identify potential components of these
signaling pathways.

ByBM39- IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION OF AMP-ACTIVATED PROTEIN KINASE IN TRYPANOSOMA CRUZI
Tamara Sternlieb, Patricio Genta, Alejandra C Schoijet, Maria J Figueras, Mirtha M Flawid, Guillermo D Alonso.
Instituto de Investigaciones en Ingenieria Genética y Biologia Molecular (INGEBI). E-mail: tamara.sternlieb@gmail.com

The AMP-activated protein kinase (AMPK) is a heterotrimeric enzyme involved in maintaining energy homeostasis in
response to nutrient stress in many organisms. Sequence and structure of its subunits may change between organisms, but
they maintain the same function. The a subunit contains a kinase domain as well as a regulatory domain that inhibits the
enzyme in the absence of AMP. The B subunit acts as a scaffold for the other components, while the y subunit is thought to
be involved in AMP binding. During the transition from the mammal host to the insect vector, Trypanosoma cruzi suffers
nutritional stress from the absence of glucose in the insect’s midgut. The ability to respond to this stress, allows the
parasite to differentiate and survive. Recently, AMPK B and y subunits have been identified in Trypanosoma brucei, and it
was shown that they are involved in surface protein expression changes in response to nutritional stress. Nevertheless, the
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o subunit couldn’t be found. Using conserved domains and secondary structure analysis, we have been able to identify
candidate genes for the catalytic subunit of both organisms, named TbAMPKa and TcAMPKa. On the other hand, we have
identified the genes corresponding to AMPK B and y subunits in T. cruzi (TCAMPKB and y), which present significant
sequence differences from human AMPK. These three gene sequences were all successfully expressed in E. coli attached to
a GST tag. Subsequently, this will allow us to purify the recombinant proteins and perform different binding assays. Also, we
generated transgenic epimastigotes lines overexpressing TCAMPKy along with a hemagglutinin tag, which allowed us to
determine its co-localization with glycosomes through immunofluorescence assays. Among other objectives, we are trying
to elucidate the effects of nutritional stress on the subunits localization and function by starvation assays.

ByBM40- PROTEIN FATTY ACYLATION AFFECTS SEVERAL ASPECTS OF TOXOPLASMA GONDII BIOLOGY
Marina Caballero, Andrés Alonso, Maria Corvi.
1IB-INTECH. E-mail: mcaballero@intech.gov.ar

Protein fatty acylation refers the covalent modification of proteins by long chain fatty acids. This modification plays key
roles in cellular signaling pathways, in mediating subcellular targeting and in protein-protein interactions required for
activity. It is divided into two categories: myristoylation and palmitoylation. N-myristoylation involves the co- or post-
translational attachment of myristate to an N-terminal glycine residue of a protein via a stable amide linkage. We obtained
data demonstrating that T. gondii expresses one N-myristoyl transferase, enzyme responsible for this modification.
Furthermore, myristoylated proteins are predicted to be involved in important events for this parasite such as calcium
homeostasis and kinase activity regulation which are critical for invasion and gliding. In parallel, protein palmitoylation
typically refers to the covalent attachment of palmitate to cysteine residues via a thioester linkage. Our experimental
palmitoylome shows that most of the palmitoylated proteins cluster into groups including metabolic and energy-related
processes and protein translation. However, it is evident that the modification affects the majority of cellular functions
since we were able to identify proteins involved in signaling, gliding motility, transcription and translation. From our data
we can conclude that protein fatty acylation is a widespread modification that affects vital processes of this parasite.

ByBM41- EFFECT OF THE ACTIVATION OF HISTONE DEACETYLATION BY SIR2 ON THE LYTIC CYCLE OF TOXOPLASMA
GONDII

Marisol Contreras, Vanina A Campo, Laura Vanagas, Sergio O Angel.
1IB INTECH. E-mail: mcconts@gmail.com

The Telomeric Associated Sequences-Like (TAS-L) found in T. gondii are heterochromatic regions that would be associated
with specific factors linked to epigenetic silencing mechanisms. One of the major mechanisms regulating the chromatin
status is the acetylation and deacetylation of histone lysine residues at the N-terminal tail. Moreover, it is well-known that
these regions are associated with histone deacetylases that promote the spreading of TAS-heterochromatin and TAS-
associated gene regulation. The principal actor in this scenario is the histone deacetylase type Ill —dependent of NAD"-Sir2.
In T. gondii a putative Sir2 deacetylase has been identified but its function remains uncharacterized. Here, our goal is to
investigate indirectly the function of chromatin deacetylation by Sir2 on replication of the parasite by using drugs. We
tested the effects of two inhibitors Sirtinol and Nicotinamide and the activator, Resveratrol, on the sirtuins deacetylase
activity. To evaluate the effect of these drugs in T. gondii growth, a plaque lysis assay was performed, we measured the lytic
cycle of the tachyzoite in a period of 5 days. It was observed that inhibitors did not have significant effects on total lysed
area in comparison with untreated. By contrast, tachyzoites under Resveratrol treatment presented a decrease in the size
of the lysed area in a dose dependent manner, suggesting an interference with the lytic cycle. In addition, a replication
assay in the same conditions was performed, and the number of parasites per parasitophorous vacuole was also counted.
In the case of Resveratrol, it was observed a decrease in the number of parasites/vacuole. Moreover, aberrant vacuoles
were observed compared with the control. At high doses of Resveratrol a high parasite mortality was observed. In
conclusion, the Sir2 activator seems to interfere with DNA replication, remaining to establish the link between such
replication phenotype and TAS-L maintenance.

ByBM42- TbRRM1 REGULA LA EXPRESION GENICA A NIVEL TRANSCRIPCIONAL EN EL ESTADIO PROCICLICO DE
TRYPANOSOMA BRUCEI

Gabriela V Levy, Carolina P Bafiuelos, Analia G Nittolo, Daniel O Sanchez.

Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas “Dr. Rodolfo Ugalde” (lIB-INTECH), UNSAM-CONICET. E-mail:
gvlevy@gmail.com
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En Trypanosomatidos los genes que codifican para proteinas se agrupan en unidades transcripcionales o policistrones.
Debido a esto, la regulacion de la expresion génica se da principalmente a nivel postranscripcional a través de la regulacién
del trans-splicing y la estabilidad de los mRNAs mediante proteinas de unién a RNA. TbRRM1 es una proteina de union a
RNA perteneciente a la familia de las SR-relacionadas que es esencial en T. brucei. Resultados de nuestro laboratorio
mostraron que la deplecién de la proteina produce alteraciones fenotipicas, arresto del ciclo celular con compromiso de la
sintesis de DNA y muerte de los parasitos por apoptosis. Recientemente, el grupo de Roditi ha demostrado que TbRRM1 se
asocia a histonas y a mRNAs nucleares. Por otra parte, también han sugerido que podria intervenir en la modificacién de la
estructura de la cromatina. En el presente trabajo demostramos mediante experimentos de Run-on y RTqPCR que la
ausencia de TbRRM1 induce la disminucion de la transcripcion de su propio gen y de dos genes (TbNOP86 y L38)
pertenecientes a un mismo policistron. Llamativamente, la transcripcion de un RNA no codificante (ncRNA) denominado SL-
RNA, la cual es dirigida por un promotor Pol-ll, se ve aumentada luego de la induccién del RNAi de TbRRM1. Sin embargo, el
nivel de transcripcion de otro ncRNA denominado 7SL, dependiente de Pol-lll, no se ve afectado. Estos datos sugieren que
TbRRM1 tendria una funcidn relevante a nivel transcripcional, ya sea incrementando o disminuyendo la transcripcion genes
dependientes de Pol-Il. Actualmente estamos analizando en detalle la transcripcidn de distintas regiones de un policistron
para determinar a qué nivel ToORRM1 regula la transcripcion. En paralelo, mediante la técnica denominada FAIRE
(Formaldehyde-Assisted Isolation of Regulatory Elements), estamos analizando el grado de compactacion de la cromatina
en las mismas regiones para determinar si ésta correlaciona con el nivel de transcripcion.

ByBM43- LA SOBRE-EXPRESION DE LA CICLOFILINA MITOCONDRIAL DE TRYPANOSOMA CRUZI PROTEGE AL PARASITO DE
LOS EFECTOS CAUSADOS POR ESTRES OXIDATIVO

(1)

Patricia L Bustos'™”’, Alina E Perronem, Natalia A Milduberger(“ {2), Jacqueline Bua™®

@INP Dr. Mario Fatala Chabén - AN.L.LS - C.G. Malbrdn. (Z)CAECIHS, Universidad Abierta Interamericana, Buenos Aires,
Argentina. E-mail: pato54mar@yahoo.com.ar

Las ciclofilinas (CyPs) son chaperonas presentes en todos los organismos hasta ahora estudiados. Su actividad es inhibida
por la ciclosporina A (CsA). En mamiferos, se describié una CyP mitocondrial (CyPD) que interviene en la formacién de un
poro que afecta la permeabilidad mitocondrial (mPTP). La apertura sostenida del mPTP es clave en los programas de
muerte celular. La sobrecarga de ca® y el aumento de las especies reactivas del oxigeno inducen su apertura. La CsA actua
como inhibidor del mPTP por unién a la CyPD vy, por lo tanto, de la muerte celular programada. En nuestro laboratorio,
hemos descripto que la CsA inhibe eventos de muerte celular en Trypanosoma cruzi causados por estrés oxidativo,
confirmando que existe una transicion de la permeabilidad mitocondrial semejante al mPTP de mamiferos. En T. cruzi, la
CyP TcCyP21.3 presenta la mayor similitud con la CyPD y se expresa en el mitocondria del parasito. El objetivo de este
trabajo fue estudiar el efecto especifico de la sobre-expresion de TcCyP21.3 en epimastigotes, en condiciones de estrés
oxidativo. Se utilizd el vector pTREX-GFP. El estrés oxidativo se gener6 con H,0, (5mM y 10 mM). Para evaluar el potencial
de membrana mitocondrial (AWm), se utilizd MitoTracker CMXRos. Se observd que los parasitos transfectados tuvieron
menor disminucién de AWm que los de tipo salvaje (56% y 68% para H,0, 5mMy 75% y 90% para 10mM, respectivamente).
Para evaluar la integridad de la membrana plasmatica se utilizé loduro de Propidio (IP). Se observé mayor marca IP+ en los
parasitos de tipo salvaje que en los TcCyP21.3-GFP (20% y 5% para H,0, 10mM durante 60 min y 55.5% y 46% a los 180
min, respectivamente). En conclusion, los epimastigotes que sobre-expresan la TcCyP21.3 son mas resistentes al dafio
causado por el estrés oxidativo. Estos resultados indican que TcCyP21.3 es la ciclofilina mitocondrial involucrada en los
eventos de muerte celular que ocurren a traves del mPTP en T. cruzi./ PICTO-ANLIS 00136/11

ByBM44- ECHINOCOCCUS GRANULOSUS S. S. G1 EN UN ZORRO GRIS PAMPEANO, LYCALOPEX GYMNOCERCUS, DE LA
PROVINCIA DE BUENOS AIRES, ARGENTINA

Nathalia P Scioscia(l), Romina S Petrigh (2), Martin H Fugassa(z), Guillermo M Denegri(l)

@ aboratorio de Zoonosis Parasitarias, Departamento de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UNMdP
(CONICET). @1aboratorio de Paleoparasitologia, Dpto. de Biologia, Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UNMdP.
(CONICET). E-mail: nathyvet@hotmail.com

La Hidatidosis es una zoonosis causada por cestodes del género Echinococcus. Poseen una distribuciéon cosmopolita y se
pueden transmitir a través de ciclos domésticos, sinantrdpicos y silvestres. Existe gran variabilidad fenotipica y genotipica
dentro de E. granulosus. El andlisis filogenético basado en genes mitocondriales y nucleares ha definido un complejo de
cuatro especies denominado E. granulosus sensu lato (s. .): E. granulosus sensu stricto (G1/G2/G3), E. equinus (G4), E.
ortleppi (G5) y E. canadensis (G6-7/G8/G10). En la provincia de Buenos Aires (Bs As) la hidatidosis es endémica y los perros
son considerados los principales hospedadores definitivos de E. granulosus s. |. aunque el rol de los carnivoros silvestres en
la transmisién local de esta enfermedad ha sido poco estudiado. El objetivo de este estudio fue identificar molecularmente
la especie de E. granulosus s. |. hallada en un zorro gris pampeano, uno de los carnivoros mas abundantes de las areas
rurales de Bs As. Luego de la inspeccidn de 95 intestinos de zorros, se aislaron 10 cestodes en el intestino delgado de un
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zorro gris pampeano de Bs As, que morfolégicamente se identificaron como E. granulosus s. |. Para la confirmacién de la
especie de Echinocccus se extrajo ADN de 3 parasitos adultos, se amplificd por PCR y se secuencié un fragmento de 450 pb
del gen que codifica para la subunidad 1 de la enzima citocromo oxidasa (cox1). El andlisis molecular permitié definir la
especie como E. granulosus s. s. G1. En Argentina, este genotipo es el mas frecuentemente hallado el ganado y perros de la
region pampeana. Este hallazgo representa el primer reporte de E. granulosus s. s. G1 en un carnivoro silvestre del pais. A
pesar de la baja prevalencia encontrada, debera evaluarse la importancia de este hallazgo dada la abundancia de este zorro
Y su posicidn sinantrépica dentro de los ecosistemas fuertemente antropizados de la regién.

ByBM45- ANALISIS DE LA ViA METABOLICA DE ESFINGOLIPIDOS EN TETRAHYMENA THERMOPHILA E IDENTIFICACION DEL
GEN DE UNA ACIDO GRASO 2-HIDROXILASA DE ESFINGOLiPIDOS

Nicolas G Cid, Maria L Sdnchez Granel, Berta C Nudel, Alejandro D Nusblat.
NANOBIOTEC-CONICET/UBA. E-mail: nicocid90@gmail.com

Los esfingolipidos constituyen una familia de lipidos de importancia por su funcidén estructural en la composicion de
membranas bioldgicas y por su rol como moléculas bioactivas, pues participan en varios procesos tales como sefnalizacién
celular, trafico vesicular y apoptosis. Estos se encuentran presentes en células eucariotas y en algunas bacterias anaerobias
como son Sphingomonas y Sphingobacterium. En los Gltimos afios, el estudio de esfingolipidos tanto en células de
mamiferos como invertebrados, hongos y plantas ha contribuido a un avance significativo en este campo. La utilizacion de
otros modelos bioldgicos posibilitara avanzar aun mas en la investigacidn. En este sentido los ciliados, como Tetrahymena
thermophila, son organismos promisorios, pues tienen numerosas ventajas en su utilizacion, incluyendo complejidad de
procesos bioldgicos, facilidad de cultivo y numerosas herramientas moleculares disponibles. Sin embargo, si bien se han
reportado la presencia de estos lipidos en Tetrahymena, no se conoce su rol bioldgico, ni se encuentran identificados los
genes involucrados en su metabolismo. El conocimiento de estas funciones permitiria extrapolarlas a células eucariotas mas
complejas. Mediante busquedas bioinformaticas se ha construido una via metabdlica de esfingolipidos putativa en el
ciliado, identificindose posibles paralogos para la mayoria de las etapas sintéticas involucradas. De estos se procedid a
noquear el Unico gen candidato para una acido graso 2-hidroxilasa putativa mediante transformacion del macronucleo por
bombardeo biolistico, evidencidndose la perdida de actividad hidroxilasa mediante Cromatografia gaseosa, sin observarse
otros cambios fenotipicos significativos respecto a la cepa salvaje. La identificacién del gen de la enzima acido graso 2-
hidroxilasa se convierte de esta manera en el primer gen del metabolismo de esfingolipidos en ser identificado, no solo en
T. thermophila, sino en los ciliados en general.

ByBM46- ROL DE LA SEROTONINA EN EL CONTROL DE LA ACTIVIDAD NEUROMUSCULAR EN ECHINOCOCCUS
GRANULOSUS Y OTROS PARASITOS CESTODES

Federico Camicia”), Hugo Vaca(l), Laura Kamenetzky(”, Lucas Maldonado(l), Sergio H Simonetta(z), Marcela Cucher(l}, Mara

Rosenzvit(l)
@ iMPAM-UBA-CONICET. P Fundacién Instituto Leloir. E-mail: feamicia@fmed.uba.ar

Los parasitos cestodes conforman una clase diversa de organismos, algunos causan zoonosis consideradas desatendidas de
gran impacto en la salud y la economia a nivel local como global. El sistema nervioso es esencial sobre varios componentes
de la vida parasitica en los cestodes tales como la percepcion sensorial, locomocién, orientacion, fijacion y reproduccién. La
secuenciacion del genoma y transcriptoma de E. granulosus, en la que participé nuesto grupo (Tsai y col.,2013) y la fuerte
respuesta motora del estadio larvario o protoescdlex al agregado exdgeno del neurotransmisor serotonina (5-HT; Camicia y
col., 2013) sugieren la existencia de GPCRs serotonérgicos en este parasito. En este trabajo se postula que la 5-HT jugaria un
rol importante en la actividad neuromuscular en parasitos cestodes en general y que dicho efecto podria estar mediado por
receptores acoplados a proteinas G (GPCR) serotonérgicos. La busqueda de GPCRs serotonérgicos a nivel bioinformatico en
varias especies de cestodes como Mesocestoides corti, Taenia solium, E. granulosus y Echinococcus multilocularis permitié
el hallazgo de secuencias con identidad con GPCRs que se encuentran conservadas tanto a nivel de los dominios
transmembrana como también en los sitios de union a ligando. El agregado de 5-HT en formas larvarias de Mesocestoides
corti y Taenia crassiceps causé un aumento de motilidad de modo dosis dependiente, medido por un sistema de
cuantificacion de dispersion de un haz de luz conocido como wormtracker. La comparacion de las diferentes curvas de
motilidad obtenidas entre los distintos parasitos cestodes muestra una respuesta especifica de cada especie al
neurotransmisor, lo cual sugiere que podria estar mediada por diferentes tipos de GPCRs serotonérgicos. La realizacion de
este proyecto permitira identificar genes de importancia para el desarrollo y la supervivencia de pardsitos cestodes, que
podran ser evaluados como nuevos blancos quimioterapicos para drogas cestocidas.

100



ByBM47- IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION DE PROTEINAS CON ANCLAS DE GLICOSILFOSFATIDILINOSITOL (GPI) EN
DIFERENTES ESPECIES DEL CILIADO TETRAHYMENA

M Guadalupe Montes(l), Eugenia E/guero(”, Clara B Nude/(l), Leonhard Schnittger(z), Alejandro D Nusblat™

instituto de Nanobiotecnologia NANOBIOTEC, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. @ nstituto
de Patobiologia, CICVyA, INTA-Castelar. E-mail: mgmontes@ffyb.uba.ar

En las células eucariotas muchas proteinas de membrana se encuentran ancladas por medio de puentes de
glicosilfosfatidilinositol (GPI). Particularmente, en ciliados como Tetrahymena thermophila y Paramecium tetraurelia, el
grupo mas representativo de esta clase de proteinas corresponde a los i-antigenos, denominados antigenos de
inmovilizacion en base a sus propiedades inmunoldgicas, que son expresadas en la membrana plasmatica bajo ciertas
condiciones de composicidn de medio de cultivo y temperatura de incubacién. T. thermophila expresa diferentes tipos de i-
antigenos, entre los que se encuentran los H, Ty S, pero cuya funcidn no ha sido establecida hasta el momento. Analisis
preliminares, con fracciones enriquecidas en proteinas con anclas GPl obtenidas mediante particion en dos fases con
detergentes y posterior analisis por espectrometria de masa, nos han permitido identificar en T. thermophila una proteina
del tipo GPI de aproximadamente 30 kDa, que pertenece a la familia SerH. El objetivo de este trabajo es identificar y evaluar
la expresidn de proteinas ancladas a la membrana por GPI tanto en T. thermophila como en otras especies poco estudiadas
hasta ahora como ser T. borealis, T. malaccensis, T. pigmentosa y T. elliotti mediante la metodologia comentada. Ademas,
se emplearan herramientas bioinformaticas para dilucidar su via de sintesis e identificar las enzimas involucradas en la
misma, ya sea en los pasos de formacion del ancla GPI, que podrian tener como precursores a la UDP-GIcNAc y al
fosfatidilinositol, como en el anclaje al extremo C-terminal de la proteina.

ByBM48- EVALUACION DE POLIFENOLES COMO POSIBLES INHIBIDORES DE LA ARGININA QUINASA DE TRYPANOSOMA
CRUZI: DEL DOCKING MOLECULAR A LA ACTIVIDAD TRIPANOCIDA

Edward A Valera Vera, Mariana R Miranda, Melisa Sayé, Chantal Reigada, Claudio A Pereira.

Laboratorio de Parasitologia Molecular. Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo Lanari (IDIM-CONICET). E-mail:
edwardverval@gmail.com

La arginina quinasa (AK) es una enzima de gran importancia en el equilibrio energético de Trypanosoma cruzi, asi como en
la resistencia a distintos tipos de estrés. Por su ausencia en el hospedador mamifero, la AK es un buen blanco
quimioterapéutico. Se han reportado pocos inhibidores de esta enzima, en su mayoria pertenecientes al grupo de los
polifenoles. Por esta razén se decidié probar en un modelo in silico la unidn de diferentes polifenoles hidroxilados al sitio
activo de la AK y evaluar el efecto sobre la actividad enzimatica y la viabilidad de los parasitos. Las estructuras 3D de los
ligandos se obtuvieron de la base de datos de compuestos comerciales ZINC, a las cuales se les minimizé la energia en el
servidor PRODRG2. La estructura cristalina de la AK de T. cruzi se obtuvo del RCSB PDB y se completaron los residuos
faltantes con la AK de Limulus poliphemus. Usando el programa AutoDock Tools se ensayaron los diferentes compuestos,
fijdndose como flexibles los residuos de la AK Ser63, Gly64, 1le65, Tyr68, His315, Glu225, Glu314, Cys271, que han sido
reportados como esenciales en la unién o catalisis de la arginina. Los grupos con menor energia se tomaron como formas
representativas de la unién de los ligandos. Se compararon las energias libres de unién (AG) minimas de cada complejo
enzima-ligando usando como control positivo el complejo AK-arginina. De los ligandos probados, 6 tuvieron un AG menor a
la del control (-8,11) entre los que figura el resveratrol (-8,33), el cual estaria interactuando con el bolsillo hidrofébico del
sitio activo. Para los ensayos in vitro, inicialmente se eligid el resveratrol y se determiné que inhibe el 60% de la actividad
enzimatica a una concentracién de 100 uM. La IC50 calculada en epimastigotes de T. cruzi fue de 13 uM al dia 5 de cultivo.
Este constituye el primer trabajo donde se identifica in silico un inhibidor de la arginina quinasa que no sélo actua sobre la
enzima sino que ademas posee efecto tripanocida.

ByBM49- EVIDENCIAS BIOQUIMICAS DE ENZIMAS INVOLUCRADAS EN EL METABOLISMO DE ARGININA EN PHYTOMONAS
JMA

Laura Fraccaroli{“, M Silvina Marcora(z), Dario E Balcazarm, Carolina Carrillo™.
et Milstein - CONICET. ?Fundacidn Instituto Leloir, 1BBA-CONICET. E-mail: lalyfra@gmail.com

Phytomonas Jma es un parasito tripanosomatido que infecta gran variedad de plantas. En este trabajo avanzamos en el
estudio de su metabolismo indagando en la presencia de las enzimas que utilizan arginina como sustrato, enfocandonos en
aquellas relacionadas al ciclo de arginina - ornitina: i- Arginina decarboxilasa (ADC), que produce agmatina y CO,: en
ensayos de biosintesis (in vivo e in vitro) utilizando arginina marcada, se liberé CO, pero no se observo sintesis de agmatina;
los niveles de CO, no se modificaron en presencia de DFMA, inhibidor especifico de ADC. Estas evidencias sugieren la
ausencia de ADC en Phytomonas Jma. Paralelamente, mediante andlisis in silico no se encontraron secuencias putativas de
ADC ii- Oxido nitrico sintasa (NOS), que cataliza la formacién de citrulina y NO: si bien no se llegd a detectar citrulina
sintetizada a partir de arginina marcada (por técnicas electroforéticas), detectamos nitritos (por ensayo de Griess) en
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sobrenadantes de Phytomonas Jma en presencia de distintas concentraciones de arginina. Esto podria sugerir actividad de
NOS, también sugerido por el hallazgo, mediante analisis bioinformatico, de una secuencia con un 42% de identidad con la
NOS de Leishmania infantum. iii- Arginasa, que produce ornitina y urea: la deteccién de ornitina y, consecuentemente
putrescina, a partir de arginina marcada asi como la disminucién de la produccidn de urea y CO, al incubar con el inhibidor
NOHA, sugieren la presencia de arginasa. Como histéricamente se ha propuesto la ausencia de arginasa como marcador de
especie de Phytomonas spp, este resultado puede resultar controversial. Sin embargo, a través de analisis bioinformaticos
hallamos una secuencia putativa de arginasa, la cual sera clonada y caracterizada funcionalmente como siguiente paso en
este trabajo. En conclusion, estos estudios contribuyen al conocimiento de la biologia de este tripanosomatido con impacto
agricola en economias regionales.

ByBM50- ANALISIS DEL ROL DE LA PROTEINA TCALBA30 EN EL CONTROL DE LA EXPRESION DE AMASTINAS EN
TRYPANOSOMA CRUZI

Leticia Pérez Diaz (1), Pablo Smircich (1), Santuza MR Teixeira ™.

@ Facultad de Ciencias, UdelaROU. ) Universidad Federal de Minas Gerais, UFMG. E-mail: Iperez@fcien.edu.uy

Las amastinas son una familia de glicoproteinas de superficie que constituyen potenciales factores de virulencia y que
fueron inicialmente descritas en amastigotas de T.cruziy Leishmania sp. Tanto en T.cruzi como en Leishmania, su expresidén
diferencial es el resultado de mecanismos que involucran cambios en la estabilidad del ARNm y/o control traduccional.
Aunque se han identificado elementos regulatorios en las regiones 3’UTR del ARNm codificante para amastinas, hasta la
fecha, sélo se ha caracterizado una proteina regulatoria en L. infantum. Mediante cromatografias de afinidad, se demostrd
que una proteina con dominio Alba (LiAlba20) era capaz de unirse al 3’UTR del ARNm amastina. Experimentos de knock out,
mostraron que LiAlba20 contribuye a la regulacion estadio especifica modulando la estabilidad de los transcriptos
amastinas. En este trabajo, investigamos el rol del ortdlogo de LiAlba20 en T.cruzi en la regulacion post-transcripcional de
los genes amastinas. Identificamos 2 ortélogos dispuestos en tdndem (TcAlba30/TcAlba40). Ensayos de Western blot y qRT-
PCR, mostraron que TcAlba30/40 se expresa a lo largo del ciclo de vida de T.cruzi. Generamos parasitos donde se deleté
una copia del alelo TcAlba30/40 y parasitos que expresan TcAlba30 fusionada a cMyc. Estos Gltimos, se usaron para analizar
la interaccion TcAlba30-ARNm amastinas mediante inmunoprecipitacién y RT-PCR. Ensayos de qRT-PCR, mostraron que los
niveles de ARNm amastina se encuentran alterados en los transfectantes. Realizamos analisis de expresidn diferencial por
RNAseq comparando los parasitos cMycAlba30 con pardsitos salvajes. Estos analisis revelan que TcAlba30 modula los
niveles de ARNm de otros genes que se localizan juntos en la misma regidon cromosdmica. Analisis de ontologia, muestran
un enriquecimiento significativo (p<0.01) en los ARNm que codifican para proteinas involucradas en la traduccién con
muchos transcriptos codificando para proteinas ribosomales y factores de traduccién.

ByBM51- UTILIZACION DE TETRAHYMENA THERMOPHILA COMO MODELO DE EXPRESION DE LA PROTEINA DE ANCLAJE
GLICOFOSFATIDILINOSITOL, GP60 DE CRIPTOSPORIDIUM PARVUM

Maria Eugenia Elguero(1), Mariela Tomazic(2), Guadalupe Montes(1), Clara Nudel(1), Leonhard Schnittger(2), Alejandro
Nusblat(1).

(1)Instituto NANOBIOTEC (UBA-CONICET). (2)Instituto de Patobiologia, CICVyA, INTA-Castelar. E-mail: eugeelguero@gmail.com

Cryptosporidium parvum es un protozoo parasito del phylum Apicomplexa causante la criptosporidiosis, enfermedad que
genera diarreas en terneros neonatos y es responsable de la mortalidad de animales en nuestro pais e importantes
pérdidas econdémicas en la actividad ganadera. Uno de los principales determinantes de los diferentes subtipos de
Criptosporidium es la proteina de superficie GP60. Esta proteina, al igual que la mayoria de las proteinas de superficie del
phylum, se encuentran unidas a la membrana por un anclaje de tipo glicofosfatidilinositol (GPI), un glicdsido
frecuentemente implicado en procesos de reconocimiento, adhesion y/e invasion a las células hospedadoras. Estas
caracteristicas convierten a las proteinas GPl en moléculas esenciales para la superviviencia de los protozoos, ejerciendo un
fuerte efecto inmunomodulador en el organismo hospedador, lo que las convierte en candidatos vacunales de gran valor
biotecnolégico. En este trabajo se realizd la expresion heterdloga del antigeno GP60 de C. parvum en el ciliado
Tetrahymena thermophila, el cual ha demostrado ser capaz de expresar, plegar y procesar correctamente otras proteinas
del tipo GPI provenientes de diferentes protozoos parasitos. Para su realizacidn se utilizé la estrategia de transformacién en
cepas conjugantes de T. thermophila, utilizando vectores episomales de ADN ribosémico y expresando la proteina GP60
bajo el promotor de MTT1 inducible por Cadmio. Se evalué mediante Western Blot con anticuerpos especificos la presencia
de GP60, y se observo que T. thermophila es capaz de procesar esta proteina en una variante de 40 kDa. Esta variante se
mantuvo incluso luego del enriquecimiento en fraccién GPI indicando que éste ciliado no solo es capaz de expresar sino
también de realizar las modificaciones post-traduccionales necesarias para la obtencion del antigeno GP60 proveniente de
C. parvum.
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ByBM52- TRYPANOSOMA CRUZI SELECTIVELY TRANSPORT HEME OR HEME ANALOGS ALONG THE DIFFERENT LIFE-CYCLE
STAGES

Lucas Pagura, Marcelo L Merli, Brenda A Cirulli, Julia A Cricco.

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET)-Universidad Nacional de Rosario. E-mail: pagura@ibr-
conicet.gov.ar

Trypanosoma cruzi lacks all the enzymes involved in heme biosynthesis and must incorporate it from the different hosts to
supply for the heme-protein pool. We are interested in elucidating how heme is imported by the T. cruzi along its different
life-cycle stages. We used fluorescent heme analogs (HAs, PP protoporphyrin and MP mesoporphyrin derivatives) to study
heme transport along different life-cycle stages by confocal microscopy and direct measurement of fluorescence. These
analogs cannot replace heme functions and for this reason only the imported analogs can cause a negative effect on cell
growth. We observed that T. cruzi transport heme along the replicative life-cycle stages (epimastigotes and amastigotes)
but heme transport was not observed in the trypomastigotes stage. Interestingly, several -but not all- HAs used to test
heme transport were efficiently transported by T. cruzi. The HAs PP, ZnPP and ZnMP were taken up by the epimastigotes
analyzed in this study (Dm28c and CL Brener) causing a deleterious effect on cell growth. The GaPP analog was efficiently
imported by Dm28c epimastigotes, but surprisingly CL Brener did not transport it. On the other hand, SnMP was the only
one HA not imported, neither by epimastigotes nor amastigotes. However all HAs competed for heme uptake, causing a
reduction in the intracellular heme level. These pieces of evidence pointed out SnMP as a good candidate to study the
blockage of heme transport in T. cruzi. In summary, based on our results we postulate that T. cruzi possess a selective
transport system that can discriminate between structurally related compounds. The strains analyzed in this work
presented a different behavior when they were expose to these HAs. This could be due to some differences in the transport
system- different transporters or associated regulatory proteins, different carriers for the intracellular trafficking or
differences in the regulation of heme transport.

ByBM53- HEME A SYNTHESIS IS ESSENTIAL FOR TRYPANOSOMA CRUZI INFECTION AND INTRACELLULAR AMASTIGOTE
REPLICATION

Marcelo L Merli, Brenda A Cirulli, Lucas Pagura, Julia A Cricco.

Instituto de Biologia Molecular y Celular de Rosario (IBR-CONICET)-Universidad Nacional de Rosario. E-mail:
merli@ibr.gov.ar

Trypanosoma cruzi presents nutritional requirements for heme. We are interested in studying how heme is transported to
the parasite mitochondrion and how it is converted into heme A, a cofactor only seen in the cytochrome c oxidase complex
(CcO) of the mitochondrial respiratory chain. In our laboratory we have identified the enzymes involved in heme A
biosynthesis in T. cruzi: TcCox10 (heme O synthase) and TcCox15 (heme A synthase), both enzymes located in the
mitochondrion. The genes encoding the WT and non-functional mutant proteins were cloned in the pTcINDEX vector and
overexpressed in T. cruzi epimastigotes. We did not observe any effects when the mutant TcCOX10 genes were
overexpressed but surprisingly the overexpression of the WT TcCOX10 gene caused a deleterious effect on epimastigotes'
proliferation. On the other hand, the expression of mutant TcCOX15 genes caused a negative effect on epimastigotes
proliferation together with a diminution on heme A levels and in the oxygen consumption. Also we tested how the
expression of the mutant TcCOX15 genes affects the infection and the intracellular replication. In these cases, the presence
of the mutant non-functional TcCox15 protein negatively affects the cellular infection by trypomastigotes and amastigotes
intracellular replication. In summary, being Heme A —like heme- an essential but toxic molecule, its synthesis must be
regulated. The overexpression of the first enzyme of the pathway (TcCox10) altered the mitochondrion functions and -as
consequence- the parasite proliferation. In addition, the expression of a non-functional TcCOX15 gene caused an inhibition
of heme A synthesis (dominant negative effect) also affecting epimastigotes proliferation, trypomastigotes infection and
amastigotes intracellular replication. Our results allows us to postulate that heme A synthesis is essential for T. cruzi,
confirming that this parasite depends on mitochondrial respiratory chain along their different life-cycle stages.

ByBM54- EL USO DEL PROTOZOARIO TETRAHYMENA THERMOPHILA EN LA ENSENANZA UNIVERSITARIA

Belén M De Luca, Guadalupe Montes, Maria L Sdnchez Granel, Nicolds Cid, Eugenia Elguero, Carolina Chain, Clara B Nudel,
Rodrigo H Gonzdlez, Alejandro D Nusblat

Instituto de Nanobiotecnologia NANOBIOTEC, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad de Buenos Aires. E-mail:
delucamariabelen@gmail.com
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En este trabajo se presentan los resultados preliminares sobre el uso del protozoario T. thermophila, organismo modelo
eucariota, en la ensefianza universitaria. La asignatura "Disefio y optimizacidon de sistemas bioldgicos"”, electiva para
estudiantes de la carrera de Bioquimica en la Facultad de Farmacia y Bioquimica - UBA, tiene como objetivos: Introducir al
alumno en el aislamiento y seleccién de microorganismos; adquirir conocimientos en sistemas de mejora genética; como
también en la biologia sintética y biotransformacion de interés industrial. En el trabajo practico del curso se estudio el
metabolismo de esteroles. Para ello se utilizé al ciliado T. thermophila como ejemplo de sistema bioldgico para la
biotransformacion de los metabolitos de interés industrial. A partir de una cepa salvaje se analizd la conversion de
colesterol a pro-vitamina D3. Como sistema de cultivo se utilizé batch en fermentador, de esta manera se pudo controlar el
pH, la temperatura, la oxigenacidn y la agitacion. Los alumnos monitorearon y controlaron el cultivo del ciliado a distancia
mediante: escritorio remoto de Windows para PC y 10S. Con la finalidad de modificar la via metabdlica de esteroles y
obtener concentraciones variables y/o nuevas moléculas, se utilizaron cepas recombinantes en donde se “noquearon”
diferentes enzimas involucradas en la via de esteroles. Para identificar y medir la concentracién de esteroles se utilizd HPLC.
La identificacion de las diferentes cepas fue mediante PCR gendmica. La densidad celular se determind mediante recuento
en camara de Neubauer. Finalmente, los estudiantes aplicaron la técnica de microscopia de fluorescencia para observar el
sustrato, su posible via de ingreso y la localizaciéon de las enzimas. Para este propésito, utilizaron Bodipy-colesterol
fluorescente, marcador de fagocitosis y cepas recombinantes en donde se fusioné la proteina fluorescente verde a
diferentes enzimas involucradas en el metabolismo de esteroles (desaturasas).

ByBMS5- THE TBMCP1 METALLOCARBOXYPEPTIDASE IN PROCYCLIC TRYPOMASTIGOTES OF TRYPANOSOMA BRUCEI:
NULL MUTANTS AND RNAi KNOCK-DOWN CELL LINES

Florencia M Oppenheimer, Ledn A Bouvier, Juan J Cazzulo, Gabriela T Niemirowicz

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas-Instituto Tecnolégico de Chascomus “Dr. Rodolfo A. Ugalde” IIB-
INTECH/UNSAM-CONICET, San Martin. E-mail: florencia.oppenheimer@gmail.com

Metallocarboxypeptidases (MCP) of the M32 family, while broadly distributed among prokaryotic organisms, can only be
found in a few eukaryotes including trypanosomatids. Among these organisms are Trypanosoma brucei and T. cruzi, the
causative agents of Sleeping Sickness and Chagas disease, respectively. The genomes of these parasites encode M32 MCPs,
TcMCP1 and TbMCP1, which share 72% identity. Both orthologues have a cytosolic localization and are expressed in all
parasite cultured forms. Although the structure and biochemistry of these enzymes is well known, no function for them has
been reported to date. To study the physiological role of TbOMCP1 in procyclic trypomastigotes we employed two different
strategies. The first strategy included the generation of a double knockout parasite cell line in which both ToMCP1 alleles
were replaced with selectable markers. After each selection step correct gene disruption was verified by PCR with primers
on both sides of the antibiotic resistance gene. These cell lines were assayed for TOMCP1 expression by Western blot.
Although TbMCP1 expression was reduced and completely absent in single and double null mutants respectively, no
significant growth differences could be detected among them. With a similar methodology, parasites with ToMCP1
endogenously tagged at the N- or C-terminal with 3xFLAG and HA were obtained. ToOMCP1 RNA interference was monitored
by Western blot with antibodies against the epitope tags. The knockdown construct was based on pLEW100v5 vector and
involved the stem-loop strategy for double stranded RNA generation. In contrast to the knock out parasites, upon induction
of interference the cells showed increased duplication times. This suggests that knockout parasites might have developed
metabolic compensatory pathways. Phenotype analysis through microscopic methodologies is currently being undertaken
to get a better insight of the observed phenomena.

ByBM56- METILACION DE ADN EN TRICHOMONAS VAGINALIS
Ayelen Lizarraga(l), Pablo H Strob/—Mazzu//a(Z), Natalia de Migue/(l) .

@1 aboratorio de Pardsitos Anaerobios. I1B-INTECH CONICET-UNSAM, Chascomus. ) aboratorio de Biologia del Desarrollo.
1IB-INTECH CONICET-UNSAM. Chascomus. E-mail: ayelenlizarraga@gmail.com

La tricomoniasis, provocada por el parasito protozoario unicelular Trichomonas vaginalis, es la enfermedad de transmision
sexual no viral mas frecuente en el mundo entero. Existen varias cepas de T. vaginalis aisladas de pacientes que si bien
poseen una secuencia de ADN casi idéntica, varian ampliamente en su capacidad de patogénesis, sugiriendo una regulacion
epigenética de la expresion génica en este parasito. Sin embargo, hasta el momento no se ha estudiado ninguno de los
mecanismos epigenéticos conocidos y relacionados con el proceso de patogénesis de T. vaginalis. Dada la relevancia de la
metilacion del ADN como uno de los principales mecanismos epigenéticos, evaluamos la presencia de citosina metilada en
el ADN de T. vaginalis. Mediante ensayos de Dot Blot e inmunofluorescencia indirecta utilizando un anticuerpo anti-m5C no
fue posible la deteccidn de citosinas metiladas (m5C) en este parasito. Ademas, tampoco fuimos capaces de identificar una
metiltransferasa de citosinas en el genoma de este parasito. Contrariamente, identificamos mediante un analisis
bioinformatico 8 genes que contienen el sitio conservado especifico para N-6-Adenina ADN metilasas y 2 posibles ADN
demetilasas, sugiriendo que la metilacion en adeninas (m6A), y no en citosinas, seria el principal mecanismo de metilacion
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de ADN en este parasito. Mediante un analisis de restriccion del ADN gendmico utilizando la enzima de restriccion Dpnl, la
cual digiere ADN metilado en adeninas y un ensayo de Dot Blot con un anticuerpo anti-m6A, demostramos la existencia de
esta modificacion en el ADN gendmico de T. vaginalis. Considerando el importante rol de la metilaciéon en adeninas en
bacterias, proponemos un rol clave de esta modificaciéon epigenética en la regulacién de la transcripcién génica y
patogénesis de T. vaginalis. Mdas importante aun, debido a la falta de m6A detectable en la célula hospedadora,
proponemos a la m6A metiltransferasa como un potencial blanco alternativo de drogas especifico.

ByBM57- SECUENCIA Y ESTRUCTURA DEL FACTOR DE ELONGACION 2 DE TRYPANOSOMA CRUZI EN LAS SEIS UNIDADES
DISCRETAS DE TIPIFICACION

Leandro Simonettlm, Carlos D Bruque(z), Maximiliano Juri Ayub(3), Silvia A Longhi(l) .

@1 aboratorio de Biologia Molecular de la Enfermedad de Chagas, INGEBI — CONICET. centro Nacional de Genética Médica
—  ANLIS-Malbran. ®Laboratorio de Biologia  Molecular, UNSL, IMBIO-SL, CONICET, San Luis. E-mail:
simonettileandro@gmail.com

El factor de elongacion 2 (EF2) es una GTPasa que participa en la sintesis de proteinas. Esta actividad esta regulada por su
interaccion con las proteinas ribosomales P. En nuestro laboratorio, caracterizamos las proteinas ribosomales P de
Trypanosoma cruzi, el agente causal de la enfermedad de Chagas, y estudiamos la interaccién de estas con el EF2 del
parasito (TcEF2). Para profundizar el estudio de estas interacciones nos enfocamos en la estructura del TcEF2. Puesto que T.
cruzi se agrupa en seis Unidades Discretas de Tipificacion (UDT | a VI), a partir de las secuencias completas de las cepas CL
Brener y Silvio X10/0, que pertenecen a las UDT VI y |, respectivamente, se clonaron y secuenciaron los TcEF2 de las UDT
restantes. A nivel de secuencias de ADN, la identidad entre los factores es mayor al 99%. Sin embargo, encontramos 31
sitios polimérficos, 80% de los cuales son transiciones. El 78% de las mutaciones son cambios sindnimos que afectan la
tercera posicidn de los codones, mientras que las restantes producen en total 6 cambios no-sindnimos. En reconstrucciones
filogenéticas, las UDT | y Il forman lineas independientes, mientras que las UDT Ill y IV, y las UDT V y VI, forman grupos
separados, acorde a los estudios existentes sobre la filogenia de T. cruzi. Para estudiar el efecto de los polimorfismos en la
secuencia aminoacidica, realizamos el modelado molecular del TcEF2, basandonos en el cristal del factor de levaduras,
utilizando el software MODELLER 9.12. Luego simulamos el efecto de las mutaciones sobre la estabilidad del modelo con el
software FoldX 3.0. Solo la UDT | mostré diferencias significativas en sus valores relativos de energia libre. Los resultados
obtenidos muestran que el TcEF2 estd altamente conservado entre las distintas UDT, lo que sugiere que los resultados para
un gen podrian ser extrapolados a los demas. Por su parte, el modelo construido supone el punto de partida para
profundizar el estudio de las interacciones del TcEF2.

ByBM58-CO1- ANALISIS DE PERFILES DE EXPRESION GENICA GLOBAL EN EL CICLO CELULAR DE TRYPANOSOMA CRUZI

Santiago R Chdvez Garcia(l), Guillermo Eastman(z), Pablo Smircich(l), José R Sotelo Silveira(z), Beatriz Garat(l}, Maria A

Duhagon serrat™.

Dracultad de Ciencias, UdelaR, Montevideo, Uruguay. @ Departamento de Gendmica, Instituto de Investigaciones
Bioldgicas, Montevideo, Uruguay. E-mail: santiagochavez22 @gmail.com

El entendimiento de las bases moleculares que gobiernan la proliferacion del protozoario Trypanosoma cruzi permitird
acelerar el desarrollo de nuevas terapias farmacoldgicas para tratar la Enfermedad de Chagas. Para abordar el estudio de
patrones globales de expresidn génica en ciclo celular se llevd a cabo un analisis de RNA-seq en epimastigotas sincronizados
por Hidroxiurea. En poblaciones enriquecidas al 70% en las fases G1, Sy G2/M del ciclo celular se confirmé una regulacién
de los transcriptos de genes de histonas (H3, H4) y ciclinas (TcCYC3, TcCYC11). Mediante secuenciacion masiva de ARN poli-
adenilado (30 Millones de lecturas mapeados por muestra) se determind un grupo de 305 genes regulados en el ciclo
celular (nivel de cambio > 1.5, p-valor < 0.01). Analisis comparativos con bases de datos del cyclebase.org para humanos y
levaduras y un estudio transcriptomico del ciclo celular de T. brucei demostraron la existencia de un grupo de genes
coincidentes y un grupo de genes regulados Unicamente en T. cruzi. Mediante analisis de ontologia génica se observé la
sobre-representacién de funciones relacionadas al metabolismo energético en fase G1 (70 genes), la replicaciéon del ADN y
la cromatina en fase S (97 genes) y el movimiento basado en microtubulos en fase G2 (138 genes). Se estudiaron
caracteristicas de los genes regulados en el ciclo como: distancia al sitio de inicio transcripcional, largo de las regiones UTR,
contenido de GC, uso de codones y los resultados obtenidos se discuten. Para ello fue necesario generar una anotacién
borrador de las UTRs para T. cruzi mediante la deteccidn de reads quiméricos con remanentes de la secuencia del mini-exén
para 5' UTRs y de un oligdmero de poli-adeninas para 3' UTRs. Finalmente, mediante analisis de clustering se determinaron
7 grupos de genes candidatos a estar co-regulados y para estos se presentan los resultados de la busqueda de motivos de
ARN enriquecidos en las regiones 5'y 3' UTRs.
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ByBM59- IDENTIFICACION DE MICRORNAS EN TAENIA CRASSICEPS UTILIZANDO UNA ESTRATEGIA DE ALTO RENDIMIENTO

Matias G Pérez, Marcela Cucher, Natialia Macchiaroli, Gabriel Avila, Maria E Ancarola, Hugo Vaca, Laura Kamenetzky, Mara
C Rosenzvit.

IMPaM. E-mail: mgperez@fmed.uba.ar

Taenia crassiceps es un parasito cestode cuyo ciclo bioldgico involucra a carnivoros como hospedadores definitivos.
Roedores y conejos son los principales hospedadores intermediarios; aunque otras especies como los humanos pueden
comportarse como hospedadores accidentales. Este platelminto es el modelo experimental de Taenia solium ya que
comparten una gran similitud morfoldgica y antigénica. Los microRNAs (miRNAs) son RNAs pequeiios, no codificantes,
reguladores maestros de la expresidn génica que poseen un rol fundamental en el desarrollo, crecimiento parasitario y en
la respuesta a condiciones de stress. El objetivo de este trabajo es identificar por primera vez miRNAs en cisticercos de
Taenia crassiceps, tratados con praziquantel (PZQ) a dosis subletales y no tratados, mediante secuenciacion de alto
rendimiento. Para realizar los experimentos se partié de tres réplicas bioldgicas y tres réplicas técnicas. Se realizaron
ensayos para determinar la dosis subletal de PZQ con la que se trataron los cisticercos. Se extrajo ARN de tamafio menor a
200 bases, se realizo la transcripcidn reversa y por medio de PCR punto final se analizo la expresion de los miRNAs mir—71y
Bantam en cisticercos tratados con PZQ y sin tratar. El repertorio completo de miRNAs estd siendo obtenido por smallRNA—
seq. En este trabajo se realizd por primera vez la identificacion de miRNAs de T.crassiceps con primers de Echinoccocus
granulosus, comprobando la presencia de miRNAs conservados entre estas dos especies de cestodes. La futura
comparacion del repertorio completo de RNAs pequefios in silico, con los repertorios de miRNAs de E. granulosus,
Echinococcus multilocularis y Mesocestoides corti, sumado al estudio de su rol bioldgico, permitira evaluar el potencial de
estas moléculas como futuros blancos quimioterapéuticos de enfermedades zoondticas producidas por cestodes, como la
hidatidosis y neurocisticercosis.

ByBM60-CO5- INTERACTOMA REDOX DE TRYPANOSOMA CRUZI: EL PAPEL DE LAS TRIPARREDOXINAS

Maria D Piﬁeyrom, Diego G Arias{z), Adriana Parodi—TaliceB), Alberto A Iglesiasw, Sergio A Guerrero(z), Carlos Robello™.

@ Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur Montevideo: Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica, Montevideo-Uruguay. @ |nstituto de Agrobiotecnologia del Litoral, UNL-CONICET, Santa Fe,
Argentina.. S Unidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur Montevideo: Seccion Genética, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay. E-mail: pineyro@pasteur.edu.uy

Trypanosoma cruzi posee dos triparredoxinas (TCTXNI y TcTXNII) que pertenecen a la superfamilia de la tiorredoxinas. Las
TXNs son oxidoreductasas que median la transferencia de electrones desde el tripanotidn a las peroxirredoxinas. Las células
hospederas poseen oxidoreductasas diferentes a las TXNs, las tiorredoxinas. Estas diferencias hacen a las TXNs blancos
atractivos para el disefio de drogas. En este trabajamos nos propusimos realizar la caracterizacién de las proteinas que
interacttdan con las TXNs de T. cruzi. El mecanismo de reaccién de las TXNs estd basado en 2 cisteinas conservadas. La Cys
40 y el blanco oxidado forman un puente disfulfuro transitorio, que es resuelto luego por la Cys43 de la TXN, liberando la
TXN oxidada y la proteina blanco reducida. Basados en este mecanismo, realizamos mutantes de la TXNI y la TXNII,
sustituyendo la cisteina resolutiva (43) por serina. La TXNIC43S se expresd en pardsitos con un extremo N-terminal de 6
histidinas, y los complejos heterodisfulfuros entre TXNIC43S y sus proteinas blancos fueron purificados por cromatografia
de afinidad e identificados por 2-DE/MS. Se identificaron 15 proteinas que interactian con TXNI, involucradas en dos tipos
de procesos: metabolismo oxidativo y sintesis y degradacién de proteinas. La TXNIIC43S fue purificada e incubada con
lisados proteicos de T. cruzi, y los complejos heterodisulfuro fueron aislados por cromatografia de afinidad e identificados
por 2-DE/MS. Esto permitié la identificacion de 16 proteinas que interaccionan con la TXNII, involucradas en los siguientes
procesos: sistemas antioxidantes, metabolismo energético y sintesis de proteinas. La identificacién de proteinas que
interactdan con las TXNs contribuye al conocimiento del interactoma redox de T. cruzi, y la participacidon de las mismas en
diferentes procesos de la biologia del parasito confirma su relevancia, haciéndolas blancos interesantes para la accion de
farmacos.

ByBM61- TRAFICO NO CONVENCIONAL Y DISPOSICION DE PROTEINAS DE MEMBRANA EN TRYPANOSOMA CRUZI
Giannina A Carlevaro, Andrés Lantos, Juan Burgos, Oscar Campetella, Juan Mucci.
Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas. E-mail: carlevarogiannina@gmail.com

A diferencia de los mamiferos, la membrana plasmatica de los tripanosomatidos posee un alto porcentaje de proteinas
ancladas por glicosil-fosfatidil-inositol (GPI). En T. cruzi, hemos demostrado que tres proteinas ancladas por GPI (TS, TSSA 'y
mucinas) alcanzan la membrana plasmatica a través de un transporte no convencional que involucra a la vacuola contractil
(VC), una organela ausente en mamiferos, involucrada en la osmo-regulacion en protozoarios. Para estudiar si constituye
una via de transito general de proteinas hacia la superficie del parasito, analizamos el transporte de tres proteinas con
distinto ancla a membrana [Calpaina (miristoilada y palmitoilada), KMP (sin sefial aparente) y TolT (GPI)], todas dispuestas
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en dominios lipid raft de la membrana flagelar de tripomastigotes. Dichas proteinas fueron clonadas y expresadas para
generar anticuerpos especificos. Por inmunofluorescencia, solamente la TolT pudo ser observada en la VC durante su
transporte hacia la membrana plasmatica, indicando que la VC no forma parte de una via de transito general, sino que
estaria involucrada en el transporte de proteinas ancladas por GPI. Posteriormente analizamos la disposicion de las tres
proteinas en la membrana. Todas se observaron en dominios discretos, de tamafios variables segun la proteina, en la
membrana que recubre el flagelo de tripomastigotes. Como se esperaba, ninguna proteina en estudio colocalizé con la TS
(presente en dominios no lipid-rafts-like). Sin embargo, tampoco fueron observadas en los dominios lipid rafts marcados
por las Mucinas. Estos ultimos resultados indican que la membrana del parasito estaria formada por multiples dominios
estables, mas alla de la distincidn entre los tipos de dominios lipidicos.

ByBM62- EL SILENCIAMIENTO GENICO DE LA PROTEINA RIBOSOMAL L19 BLOQUEA LA PROGRESION DEL CICLO CELULAR

EN TRYPANOSOMA BRUCEI.
Maria J Manzur(l), Juan M Zarate(”, Leandro Simonetti(z), Mariana Sch/esinger(z), Alejandra C Schoije
Alonso(z), Maximiliano Juri A yub(” .

t(z), Guillermo D

@ Fac. de Qca. Bioquimica y Fcia-IMIBIO-SL, CONICET-UNSL. @ nstituto de Investigacion en Ingenieria Genética y Biologia
Experimental-INGEBI-CONICET. E-mail: jimemanzur@hotmail.com

La proteina ribosomal L19 forma parte de la subunidad mayor de los ribosomas eucariotas. En tripanosomatidos, dicha
proteina posee, ademas del dominio candnico (PF01245), una extension C-terminal de funcién desconocida. Con el objetivo
de caracterizar funcionalmente esta proteina, generamos una linea de T. brucei que expresa de manera inducible un RNA
interferente para L19. Luego de la induccidn del RNAi con tetraciclina, corroboramos el silenciamiento de L19 mediante
Western Blot. Ensayos de marcacion metabdlica mostraron que L19 es esencial en el proceso de traduccion, ya que el
silenciamiento de la misma provoca una disminucidn abrupta en la tasa de sintesis proteica (24 hs post induccion),
observandose posteriormente una caida en la proliferacion celular (48 hs post induccién). La caracterizacién morfoldgica de
los parasitos silenciados mostré un aumento del tamafio de los mismos respecto al control, y la presencia de nucleo,
kinetoplasto y flagelo duplicados. Estos resultados sugieren que el silenciamiento de la proteina ribosomal L19 en T. brucei
induce un bloqueo del ciclo celular, probablemente a nivel de la citocinesis, durante la entrada del surco de segmentacion.
En base a todo esto, proponemos que el bloqueo de la traduccion tiene como efecto una disminucidn de la concentracién
intracelular de alguna/s proteina/s de vida media corta, esencial/es para completar el ciclo celular. En estudios futuros
planeamos analizar qué etapa de la traduccidn y de la citocinesis es inhibida por el silenciamiento, y evaluar los niveles de
proteinas involucradas en la progresidn del ciclo celular mediante Western Blot e Inmunofluorescencia.

ByBM63- EL DOMINIO N-TERMINAL DE LA POLI (ADP-RIBOSA) POLIMERASA DE TRYPANOSOMA CRUZI ES RESPONSABLE
DE LA TRANSLOCACION NUCLEAR ANTE EL ESTRES OXIDATIVO

Maria L Kevorkian, Salomé C Vilchez Larrea, Mirtha M Flawid, Silvia H Ferndndez Villamil.
INGEBI-CONICET. E-mail: laurakevorkian@gmail.com

La Poli (ADP-ribosa) polimerasa (PARP) juega un papel clave en las vias de reparacion del ADN frente al dafio genotoxico.
Cumple su funciéon, como homodimero, a través de la sintesis de polimeros de ADP-ribosa (PAR), modificando
covalentemente diferentes proteinas. T. cruzi contiene una Unica PARP (TcPARP), la cual se localiza en el citoplasma. Ante el
estimulo generado por estrés oxidativo, transloca al nicleo donde se evidencia la formacidén de PAR. A diferencia de otros
organismos eucariotas, existen pocas descripciones de sefial de localizacion nuclear (NLS) en tripanosomatidos. Con el fin
de determinar la secuencia responsable de la acumulacién nuclear de TcPARP, se transfectaron epimastigotes de T. cruzi
con la proteina completa o diferentes combinaciones de dominios de la enzima, etiquetados con HA. Estos Ultimos
comprenden el N-Terminal (aa 1-123), WGR (aa 124-224) y region catalitica (aa 225-592). Tras realizar
inmunofluorescencias en parasitos sobreexpresantes, se observé que la TcPARP completa recombinante tiene un
comportamiento equivalente al de la enzima nativa. Aquellos parasitos que sobreexpresan fragmentos que incluyen el
dominio N-terminal localizan en el nucleo, mientras que las construcciones que no presentan esta region generan parasitos
con fluorescencia dispersa en el citoplasma. Este resultado fue independiente de la produccién de dafio genémico (H202
0.3M). De esta manera, demostramos que la secuencia comprendida en el N-terminal contiene la sefial de localizacion ya
que es la unica capaz de dirigir el constructo al nucleo. Diferentes herramientas bioinformaticas postulan a TcPARP como
una enzima nucleolar, lo cual coincidiria con la localizacién ya reportada para la PARP-1 y PARP-2 de mamifero. A través de
la realizacién de curvas de crecimiento, se esta evaluando el efecto de la sobreexpresidn de las diferentes proteinas truncas
sobre el crecimiento del parasito, en condiciones estandar y tras la generacion de dafo oxidativo.

ByBM64- EL BROMODOMINIO GLICOSOMAL TCBDF1 ES UN FACTOR DE PATOGENICIDAD DE TRYPANOSOMA CRUZI|
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Carla Ritagliati, Pamela Cribb, Esteban C Serra.
IBR-CONICET. E-mail: ritagliati@ibr-conicet.gov.ar

La acetilacidn se ha revelado en los ultimos afios como una de las modificaciones postranscripcionales mas frecuentes,
tanto en bacterias como en células eucariotas, de naturaleza conservada y ubicua, lo que sugiere un alto poder regulatorio
que lleva a compararla con la fosforilacién de proteinas. En este trabajo se identificaron por primera vez proteinas
acetiladas en T. cruzi, distribuidas en los distintos compartimentos celulares (incluido el glicosoma) e involucradas en una
amplia variedad de funciones. De las 150 proteinas identificadas, 42 corresponden a enzimas de distintas vias metabdlicas.
El numero de proteinas acetiladas es similar al de Toxoplasma gondii y Plasmodium falciparum. Los datos presentados
apoyan la hipétesis que la acetilacién es una modificacion critica encontrada en todos los reinos que ha sido conservada
aun después de la adaptacion a vida parasitaria. EI bromodominio, es el Unico dominio proteico de unidn a lisina acetilada,
presente casi exclusivamente en proteinas de localizacién nuclear. El Factor con Bromodominio 1 de T. cruzi se expresa en
todos los estadios del ciclo de vida, pero presenta una expresion diferencial, siendo mas abundante en el estadio infectivo
(tripomastigotes) que en lo replicativos. En epimastigotes, se concentra en los glicosomas, dirigido por una sefial de
transporte peroxisomal tipo Il (PTS2). La sobreexpresion de la proteina salvaje produce epimastigotes con morfologia
aberrante que casi no se replican y presentan una disminucién en la tasa de metaciclogenesis. Sin embargo, los
tripomastigotes son significativamente mas infectivos. Por otro lado, la sobreexpresidon de la proteina con una doble
mutacién puntual en el sitio de unidn de la lisina acetilada, no es deletérea para el crecimiento de epimastigotes, ni para la
diferenciacion a tripomastigotes metaciclicos, pero si para la infectividad de los tripomastigotes.

ByBM65- IDENTIFICACION DE ACIDOS GRASOS Y ESTEROLES PRESENTES EN ESPECIES DEL CILIADO TETRAHYMENA Y
ANALISIS BIOINFORMATICO DE LAS VIAS SINTETICAS

Maria L Sdnchez Granel(l), Carolina Chain(z), Nicolds G Cid(z), Alejandro D Nusb/at(z), Clara B Nudel™.

UNANOBIOTEC-CONICET. @ Instituto de Nanobiotecnologia NANOBIOTEC, Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires. E-mail: luzsgranel@gmail.com

En los ultimos 25 aios la identificacion y analisis de lipidos en diferentes organismos ha cobrado un gran impulso debido a
que no solo se los relaciona con el metabolismo energético y la estructura de membranas, sino también con numerosos
roles bioldgicos celulares fundamentales. Algunos ejemplos de lipidos bioactivos son el diacilglicerol y el inositol trifosfato
(metabolismo de calcio), ecosanoides (respuestas inflamatorias), monoacilglicerol (ligandos de receptores carabinoideos) y
numerosos esfingolipidos como ceramidas, esfingosina 1-fosfato, ceramidas 1-fosfatos, involucradas en tréfico vesicular y
traduccidn de sefiales. Tetrahymena thermophila es un protozoario ciliado ampliamente utilizado en investigacién como
organismo modelo eucariota. El estudio de lipidos en este organismo ha contribuido a la identificacién de nuevas especies
como por ejemplo diferentes fosfonolipidos y tetrahymanol. Es por ello que se decidié centrar el estudio en la identificacion
de lipidos de interés en otras especies del género Tetrahymena, entre ellas T. borealis, T. malaccensis, T. pigmentosa y T.
elliotti. En especial se identificaron acidos grasos y esteroles mediante analisis de HPLC y GC-masa, en diversas condiciones
de cultivo. Los estudios no revelaron diferencias en la composicién cualitativa de acidos grasos saturados e insaturados,
como asi tampoco al analizar la composicion de esteroles; si se observé una diferencia cuantitativa de los mismos en las
distintas especies de Tetrahymena. A su vez, al estar disponible los genomas completos de estas especies como también sus
trasncriptomas, se realizé un andlisis bioinformatico de las vias de sintesis y metabolismo tanto para acidos grasos como
esteroles. Este tipo de analisis reveld que al igual que T. thermophila, las especies estudiadas presentan posibles ortélogos
en las vias de sintesis de los acidos grasos insaturados al igual que de la via de esteroles, como las enzimas C22 desaturasa y
la C24 dietilasa.

ByBM66- PUTATIVE ROLE OF THE ALDO-KETO REDUCTASE FROM TRYPANOSOMA CRUZI (TCAKR) IN BENZNIDAZOLE
METABOLISM

Patricia A Garavag/ia{“, Marc Laverriére(z), Joaquin JB Cannatam, Gabriela A Garcia™.

@ nstituto Nacional de Parasitologia. ) 11B-INTECH, UNSAM-CONICET. E-mail: gaandgarcia@yahoo.com

Benznidazole (Bz), the drug used for of Chagas’ disease treatment caused by Trypanosoma cruzi, needs to be reductively
activated to exert its effect. The NADH-dependent trypanosomal type | nitroreductase (NTR 1) plays a key role in Bz
activation, however, several studies indicate that other enzymes are involved. In this study, we evaluated whether the aldo-
keto reductase from T. cruzi (TcAKR), a NADPH-dependent oxido-reductase previously described by our group, uses Bz as
substrate. TcAKR purified from epimastigotes by Cibacron Blue affinity chromatography showed reductase activity towards
Bz using NADPH, but not NADH, as co-factor, with a specific activity of 73.11% 3.65 nmol of NADPH/min/mg of protein. To
understand the role of TcAKR in Bz susceptibility, we genetically engineered epimastigotes for tetracycline-inducible over-
expression of TcAKR. TcAKR-over-expressing parasites showed increased NADPH-dependent-Bz reductase activity
(7.73£0.25 vs. 13.27£1.91 nmol NADPH/min/mg of protein) and higher resistance to this drug (IC50 9.90£1.30 uM vs. 17.45
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+1.25 uM), suggesting that this enzyme may be involved in Bz detoxification. We also studied TcAKR expression and its new
enzymatic activity in two T. cruzi strains with differential susceptibility to Bz, CL and Nicaragua, with IC50 values of 10 and
20.5 uM, respectively. Taking into account the results obtained with TcAKR-overexpressing epimastigotes, we expected that
the more resistant strain, Nicaragua, had higher TcAKR levels than CL. However, the results were the opposite. In
correlation with TcAKR expression, CL showed 5.7-fold higher NADPH-Bz reduction than Nicaragua. In addition, NADH-
dependent Bz reductase activity, characteristic of the NTRI, was also higher in CL than in Nicaragua, indicating an
association between this enzyme and Bz susceptibility. We conclude that TcAKR activity is not a determinant of Bz
resistance in wild type strains and may be overcome by other enzymes involved in Bz activation

ByBM67- GENOTIFICACION DE TRYPANOSOMA CRUZI EN INFECTADOS CRONICOS SEGUN EVOLUCION CLINICA
Lorena V Olivera(l), Maria L Bizaim, Santiago Suasnabarm, Evelyn Arias(l), Florencia Petroli(z), Cristina Diez(z), Diana Fabbro'™.
M eiEN-FBCB-UNL. P Laboratorio de Tecnologia Inmunologica-FBCB-UNL. E-mail: veronicaolivera@yahoo.com.ar

La diversidad genética del Trypanosoma cruzi podria implicar diferencias en la evolucidn clinica de los infectados. El
objetivo fue evaluar si existe asociacion entre cepa parasitaria y evolucion de la patologia chagasica. En 57 adultos (50+15
afios de edad) infectados crénicos, con seguimiento seroldgico y clinico durante mas de 10 afios, se realizé genotipificacion
del parasito (UDT: I; II; V y VI) mediante MLS-PCR. Los pacientes se agruparon en: A) 30 (52,6%) con clinica y ECG normal; B)
22 (38,6%) con patologia chagasica y, C) 5 (8,8%) con ECG alterado y patologias asociadas. Del total evaluado, se pudo
tipificar el parasito en 48 infectados. En el grupo A se lograron caracterizar 27 muestras: 15 con una Unica UDT y 12 con dos
0 mas. Se tipificaron las siguientes cepas (solas o asociadas): TcVI en 70,3% (19/27); TcV en 55,5% (15/27); Tcll en 14,8%
(4/27) y Tcl en 11,1% (3/27). En el grupo B (20 con miocardiopatia chagasica y 2 megacolon+megaesdfago), se lograron
caracterizar 17 muestras, identificindose 11 infecciones con una Unica UDT y 6 infecciones con 2 o mas UDT asociadas. Se
identificd TcVI, sola o asociada, en 64,7% (11/17); TcV en 35,3% (6/17); Tcll en 17,6% (3/17) y Tcl en 17,6% (3/17). En el
Grupo C: 2 pacientes con TcVI; 1 con Tcll y una infeccidn con Tcl + TcV+TcVI. No se encontrd asociacién entre las UDT
halladas y la evolucidn clinica de los infectados (test de correlacién de Spearman p>0,05). Sin embargo, en los pacientes que
evolucionaron a grados con mayor compromiso cardiaco o con mega visceras se detectaron infecciones mixtas a TcV+TcVI
en 3 de los 6 casos. Esta asociacion se encontrd solo en el 33,3% de infectados del grupo A, sin manifestaciones clinicas
durante los afios de seguimiento. Ademas, se observd mayor frecuencia de UDT TcV en los infectados que se mantuvieron
sanos en relacién a los que desarrollaron la enfermedad. Estas tendencias deberian ser corroboradas en un nimero mayor
de pacientes con estas caracteristicas.

ByBM68- ESTUDIO DE LA METACASPASA TCMCA3 DE TRYPANOSOMA CRUZI
Brian D Pérez Ldpez, Ledn A Bouvier, Gabriela T Niemirowicz, Emir Salas Sarduy, Juan J Cazzulo, Vanina E Alvarez.

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas “Dr. Rodolfo Ugalde” -Instituto Tecnoldgico Chascomus, UNSAM-CONICET, San
Martin. E-mail: brialcon@hotmail.com

Las metacaspasas son cistein proteasas homologas estructurales de las caspasas, sin embargo difieren radicalmente en la
especificidad de sustratos al clivar proteinas luego de residuos de arginina y lisina, en lugar de acido aspartico. Esta familia
de enzimas se encuentra exclusivamente presente en protozoarios, plantas y hongos, donde se han hallado involucradas en
muerte celular programada, progresion del ciclo celular y remocién de agregados proteicos. Debido a que no se conocen
sus sustratos, los mecanismos moleculares mediantes los cuales participan en dichos procesos aun no han sido dilucidados.
En Trypanosoma cruzi existen dos variantes, la TCcMCA3 y la TcMCAS. En particular existen evidencias que TcMCA3 estaria
involucrada en el arresto del ciclo celular, proteccién de muerte celular y diferenciacién. Adicionalmente resultados
preliminares del laboratorio sugieren que podria participar en procesos de invasidon celular y establecimiento de la
infeccién. En experimentos de nuestro laboratorio se determind que la expresion en Escherichia coli conduce a la
agregacion de TcMCA3 en cuerpos de inclusién. Con el fin de obtener la proteasa soluble y activa empleamos dos
abordajes. Por un lado realizamos la puesta a punto de un protocolo de purificacion, solubilizacién y replegamiento de
TcMCAS3 a partir de cuerpos de inclusion. Alternativamente utilizamos el sistema de expresidén de baculovirus en células de
insecto, en las cuales pudimos expresar TcMCA3-GST de forma soluble. Por lo tanto en este trabajo generamos un método
para obtener TcMCAS3 activa y con elevada pureza. Actualmente se estd llevando a cabo la caracterizacién bioquimica de la
metacaspasa obtenida a partir de cada abordaje de forma comparativa. A su vez estamos continuando con el estudio de
patrones de expresién a lo largo del ciclo de vida en parasitos en cultivo y células infectadas con el fin de establecer el
potencial rol de TcMCA3 durante el proceso de invasion e infeccidn.

ByBM69- CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE UNA CEPA SOBREEXPRESANTE DE LA PROTEINA HIGH MOBILITY
GROUP B DE TRYPANOSOMA CRUZI
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Luis Tavernelli, Virginia Perdomo, Marcelo Merli, Victoria Alonso, Pamela Cribb.
IBR-CONICET, FCByF, UNR. E-mail: cribb@br.gov.ar

Las High Mobility Group B son una familia de proteinas de la cromatina que participan en diversas funciones como la
transcripcion, reparacién y replicacién del ADN. La HMGB de Trypanosoma cruzi (TcCHMGB) presenta dos dominios de unién
al ADN “HMG-box” y un dominio N-terminal tnico de las HMGBs de tripanosomas. Nuestro objetivo general es dilucidar el
rol de TcCHMGB en el control de la expresidn génica. La secuencia codificante de TcCHMGB se cloné en el vector pTcINDEX-
GW, con dos epitopes de hemaglutinina (HA) en tdndem que nos permiten usar anticuerpos comerciales para ensayos de
inmunolocalizacidon e inmunoprecipitacion. Se transfectaron epimastigotes de la cepa de T. cruzi Dm28c/pLEW13 con el
vector pTcINDEX-TcHMGB(HA)2. La sobreexpresion de la proteina en los transfectantes, se verificé mediante Western Blot
utilizando anticuerpos anti-TcHMGB y anti-HA. Por otro lado se cuantificaron los niveles de transcripto mediante PCR en
tiempo real, usando GAPDH como gen de referencia. La localizacion subcelular de la proteina en el parasito se verificd
mediante inmunoflorescencia utilizando anticuerpos anti-HMGB y anti-HA, confirmandose la localizacion nuclear de la
TcHMGB exdgena. Como primera aproximacion para determinar el efecto de la sobreexpresiéon de TcCHMGB en el parasito,
se realizaron curvas de crecimiento donde se observé una disminucién del crecimiento a partir del sexto dia, usando la cepa
que porta el vector vacio como control. Se evalué ademas el efecto de la sobreexpresion de TcHMGB sobre la
metaciclogénesis in vitro. Por ultimo, se midid el porcentaje de infectividad de la cepa sobreexpresante con respecto a
aquella que porta el plasmido vacio sobre células Vero. Actualmente se estan construyendo cepas sobreexpresantes de
versiones truncadas de TcHMGB, que podrian funcionar como mutantes dominante negativas, contribuyendo a la
comprension de las funciones de TcHMGB y de sus distintos dominios en el parasito T cruzi.

ByBM70- THE BRANCHED-CHAIN ALPHA KETO ACID DEHYDROGENASE COMPLEX OF TRYPANOSOMA CRUZI
Carolina Manchola, Ludmila N Rapado, Maria J Barison, Ariel M Silber.
Universidade De Sdo Paulo, Séo Paulo, Sp, Brasil. E-mail: carolinamanchola@usp.br

Trypanosoma cruzi has the ability to use amino acids as carbon and energy sources. Leucine (Leu) can be metabolized by
epimastigotes of T. cruzi as also described for other amino acids like Aspartate (Asp), Glutamate (Glu), Asparagine (Asn),
Glutamine (GIn), Proline (Pro) and Isoleucine (lle). It is well established that amino acids play several roles in the
trypanosomatids biology, i.e., Pro, Leu, Glu and Asp are involved in the metacyclogenesis. Furthermore, Leu is necessary for
the translation process and it is important on the globular and membrane proteins structure. Due to the absence of
putative genes for branched chain amino acids (BCAA) biosynthesis in T. cruzi genome, the availability of BCAA should
depend on uptake into the cell or protein degradation. In spite of the metabolic relevance of BCAA, their transport and
metabolism are poorly known. In the present work, we studied the branched-chain aplha keto acid dehydrogenase complex
(BCAKDH) of T. cuzi, a key step on the BCAA degradation pathway. In this sense, we have measured it’s enzymatic activity in
crude extracts, using the 3-methyl 2-oxopentanoic acid and the 4—methyl-2- oxovaleric acid, alpha keto acids of lle and Leu
respectively. In order to investigate more about the molecular characteristics of this complex, the enzymatic component of
the BCAKDH, was cloned and expressed in a bacteria heterologous system and those recombinant subunit enzymes were
purified and used to the antibody production. The intra cellular epimastigotes enzymatic BCAKDH localization is showed
and the BCAKDH E1 expression in different T. cruzi forms was studied. These data prove the presence of an active BCAKDH
complexin T. cruzi.

ByBM71- THE DEPLETION OF HISTIDINE IN TRYPANOSOMA CRUZI LEADS TO CELL DEATH
Raissa FP Melo, Maria J Barison, Ariel M Silber.
Universidade De Sdo Paulo, Sdo Paulo, Sp, Brasil. E-mail: raissamelo@usp.br

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas disease is able to catabolize carbohydrates and amino acids as energy
and carbon sources. Several amino acids shown to be involved in other biological processes that are fundamental to the
progress of parasite life cycle. Notably interesting results histidine (His), which degradation pathway to glutamate is
present in T. cruzi, but not in Trypanosoma brucei or Leishmania spp., however it can't be synthesized by anyone. We
demonstrated His is able to keep the parasite viability under metabolic stress conditions; it can be oxidated producing CO,,
when used as unique carbon source and that it’s incorporated in an ATP dependent transport system. In order to
complement these studies, we decided to explore the possible mechanisms of cell death involved in depletion stress. In this
sense, the parasites were cultivated in a semi-defined medium (AR-103 10% FSB) prepared with or without His, completed
and depleted medium, respectively. It was observed that parasites when cultivated in depleted medium, at different times
(12, 24, 48 and 96 hours), began a cell death process, probably apoptosis between the third and fourth day and it can be
reverted, when parasites recovery was performed with 3 mM His, until 24 hours after the initial point. Proliferation curves,
cell viability by MTT assay and flow cytometry have been used to execute the approaches. Now, we have data that
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corroborate the hypothesis that His is essential to T. cruzi survival and, more than it, this study could be useful to elucidate
the perspectives of His transporters as potential therapeutic trypanocidal drugs.
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