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Programa

Simposio Internacional de Biologia Celular y Molecu lar de la Enfermedad de Chagas

Sabado 26 (Sala P1)

10:00 Hs. Papel del sistema triparredoxina/triparredoxinaperoxidasa en la virulencia deTrypanosoma cruzi. Dra.
Maria Dolores Pifieyro. Instituto Pasteur de Montevideo, UdeLaR.

10:40 Hs. Estudio del sistema de SUMOilacién en tripanosomas. Dra. VaninaAlvarez, 1IB-CONICET, Universidad
Nacional de San Martin, Argentina.

11:20 Hs. Coffee Break.

11:40 Hs. Estudios genético-moleculares en Chagas congénito y aplicaciones diagnésticas. Dr. Alejandro Schijman,
INGEBI-CONICET, Argentina.

12:20 Hs. El recambio epitelio como factor antiparasitario local de la placenta humana ante la infecciéon con
Trypanosoma cruzi. Dra UlrikeKemmerling, Universidad de Chile. Chile.

13:00 — 14:40

14:40 Hs. Nuevos actores en la regulacion del ciclo celular de Trypanosoma cruzi. Dr. Guillermo Alonso, INGEBI-
CONICET, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

15:20 Hs. mRNA export in mammals and parasites: are they using the same pathways? Dra. Andrea Avila. Instituto
Carlos Chagas, Curitiba, Brasil.

16:00 Hs. Interacciones RNA-proteina en la organizacion postranscripcional del transcriptoma de Trypanosoma
cruzi. Dr. Javier De Gaudenzi, IIB-CONICET, Universidad Nacional de San Martin, Argentina.

16:40 Coffee Break

17:00 Hs. La via BER (Base ExcisionRepair) en la reparacion del DNA de Trypanosoma cruzi.Dr NorbelGalanti.
Instituto de Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina, Universidad de Chile. Chile.

17:40 Hs. Hacia el estudio de la especificidad de las células T CD4+ de memoria de pacientes con Enfermedad de
Chagas cronico. Dra. Karina Gémez, NGEBI-CONICET, Universidad de Buenos Aires, Argentina.

18:20Hs. Exploracion de una estrategia inmunomoduladora segura para el control de la enfermedad de Chagas.Dr
Ivan Marcipar. CONICET, Universidad Nacional del Litoral, Argentina.

20:00 Hs Cocktail de bienvenida

Domingo 27(Sala P1)

09:00 Hs. Tripanosomas africanos en América. Dr. Fernando Gustavo Alvarez Valin, Universidad de la Republica,
Uruguay.

09:40 Hs. Origin is the new black: dynamic of DNA replication in Trypanosoma cruzi. Dra. Maria Carolina Elias.
Instituto Butantan, San Paulo, Brasil.

10:20 Hs. Resistencia a benznidazole en Trypanosoma cruzi: un evento multigenico. Dr. Omar Triana, Universidad
de Antioquia, Colombia.

11:00 Hs. Coffee Break

11:20 Hs. Reprogramacion de células humanas frente a la infeccién por Trypanosoma cruzi. Dr. Carlos Alberto
Robello Porto, Instituto Pasteur, UdelaR, Montevideo, Uruguay.
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12:00 Hs. Metabolismo de aminoacidos y bioenergética en Trypanosoma cruzi. Dr. Ariel Silber, Universidad de Sao
Paulo, Brasil.

ALMUERZO Y ACREDITACION A LA REUNION DE LA SAP 2016
CO 1 Diagnéstico y Tratamiento (Sala P1) 14:30- 15:30

Dra. Marcela S. Rial: Tratamiento con nanoparticulas de benznidazol en la infeccion experimental
murina por Trypanosoma cruzi Nicaragua.

Dra. Agata Carolina Cevey: Benznidazol a bajas dosis y fenofibrato restauran parametros inflamatorios
y de la funcién cardiaca en un modelo cronico de Chagas experimental.

Dra. Rocio Rivero: Nueva herramienta de amplificacion isotérmica (lamp) para el diagnostico rapido de
la infeccién congénita por Trypanosoma cruzi.

Dra. Gisela C. Muscia: Actividad biologica sobre Trypanosoma cruzi y Leishmania spp de derivados
sinteticos de 2-fenilquinolinas

MR 1 Diagnéstico de Enfermedades Parasitarias (Sala  P1) 15:30 — 17:30

Dr. Rubén Cimino: Epidemiologia y diagnéstico de la infeccion por Strongyloides stercoralis en el norte
de Salta.

Dra. Liliana Carral: Diagnéstico de Toxoplasmosis. Experiencia en el Hospital Aleman de Buenos Aires.
Dr. Raul Costamagna: Acanthamoeba spp.: biologia, patologias en el hombre y diagndstico de
Laboratorio.

Dra. Silvia Repetto: Enfoque multidisciplinario de la estrongiloidosis fuera de area endémica.

CO 2 Epidemiologia y Vectores (Sala P13) 14:30 — 15:30

Dr. Sixto Raul Costamagna: Acanthamoeba spp. en agua para consumo ganadero en la Provincia de la
Pampa, Argentina.

Dra. Ana Laura Carbajal de la Fuente: Presencia de Triatoma infestans y su asociacion con factores
socio-bio-ecoldgicos en un area rural de la provincia de Mendoza, Argentina.

Dra. Maria J.F. Rea: Brotes epidémicos de leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) en la provincia
de corrientes.

Dra. Cristina Almazan: Tipificacion molecular de fleb6tomos de un area endémica de leishmaniasis
tegumentaria en la provincia de Salta, mediante pcr-rflp del gen arnr 18s.

MR 2 Epidemiologia y tratamiento de Enf. de Chagas (Sala P13) 15:30-17:30

Dra. Nora Goren: Baja dosis de benznidazol promueve la eliminacion de parasitos y atenda La reaccién
inflamatoria en un modelo de Chagas experimental.

Dra. Nilda Prado: TRAENA. Tratamiento con benznidazol en pacientes adultos con enfermedad de
Chagas crénica de bajo riesgo. Un ensayo clinico aleatorizadoen Fase 3. (Registro: clinicaltrials.gov.
NCT02386358)

Dra. Diana Fabbro: Efecto del tratamiento anti-Trypanosoma cruzi en la prevencion de Chagas
congeénito.

Dra. Karenina Scollo: Pruebas rapidas para la Enfermedad de Chagas.
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COFFE BREAK 17:30 — 18:00

PRESENTACION DE POSTERS 1: 18:00 — 19:30

CONFERENCIA INAUGURAL (C1) 19:30 — 20:30

DNA Damage Response in Trypanosomatids: to repair or to die?
Dr. Carlos Renato Machado

Lunes 28
CO 3 Bioquimica y Biologia Molecular 1 (Sala P1) 8:30 - 9:30

Dra. Romina Nievas : Palmitoilacion de proteinas en Trichomonas vaginalis.

Dr. Sebastian Balerini: Disrupcion del gen h2az de Toxoplasma gondii mediante el sistema crispr/cas9.

Dr. Matias Romero Victorica: Cromosomas artificiales como plataforma para la expresién del sistema
crispr/cas9 en Trypanosoma cruzi.

Dr. Santiago Radio: Caracterizacion de regiones no traducidas en familias proteicas que presentan
diferencias en la eficiencia traduccional en T. cruzi.

CO 4 Inmunologia y Patogenia 1 (Sala P13) 8:30- 9:30

Dr. Gonzalo Acevedo: Prediccion bioinforméatica y validacibn de nuevos epitopes de
T. cruzi reconocidos por linfocitos t de pacientes con enfermedad de chagas croénica.

Dra. Melisa D. Castro Eiro: Evaluacién de la respuesta celular y humoral frente al tratamiento completo
e incompleto con benznidazol en pacientes con enfermedad de chagas croénico.

Dra. Evangelina Benizi: Infeccion por Trypanosoma cruzi en placentas humanas in vitro ex vivo induce
la produccién de mif, mmp-9 y tnfa.

Dra. Florencia B. Gonzalez: Alteraciones en el perfil metabdlico y los niveles de adipoquinas y sus
receptores en individuos con enfermedad de Chagas cronica.

CONFERENCIA (C2) 9:30 - 10:30

Interaccién hospedero-parasito en la placenta humana: Respuesta diferencial ante
Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii

Dra. Ulrike Kemmerling

Coffe Break 10:30 — 11:00

MR3 Bioquimica y Biologia Molecular (Sala P1) 11:00 - 13:00
Dr. Antonio Uttaro : Strategies for sterols (or surrogates) acquisition in protists.

Dra. Carolina Touz: Mecanismos moleculares de trafico de proteinas en Giardia lamblia.
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Dr. Arias Diego: Caracterizacién funcional de sistemas redox dependientes de tioles y metaloproteinas
en Entamoeba histolytica.

Dr. Alejandra Cecilia Schoijet:  Estrés nutricional y trafico intracelular en tripanosomatidos.

MR4 Inmunomodulacién e Inmunometabolismo (Sala P13) 11:00 - 13:00

Dra. Ana Rosa Perez: Regulacion neuro-inmuno-endocrina y metabdlica en la infeccion causada por
Trypanosama cruzi.

Dr. Ivan Bontempi: Andlisis del efecto inmunomodulador del Bacilo Calmette Guerin en la infeccion por
Trypanosoma cruzi y su potencial uso para el disefio de vacunas que controlen la enfermedad de
Chagas.

Dr. Emilio Malchiodi: Vacunas contra la enfermedad de Chagas: Generar una respuesta
inmunepotente, o diferente?

Dra. Roxana Cano: Disfuncion inmune y metabdlica en un modelo de obesidad inducido por dieta: Rol

clave del Trypanosoma cruzi en la progresion a diabetes y polarizacion de macréfagos en tejido adiposo.

ALMUERZO/ASAMBLEA 13:00 — 14:30

CO 5 Bioquimica y Biol. Molecular 2 (Sala P1) 14 :30 - 15:30

Dr. Emir Sarduy: Identification of new cruzipain inhibitory scaffolds from the Glaxosmithkline HAT and
Chagas chemical boxes.

Dra. Mariana Strauss: Distribucion tisular de linajes de T. cruziluego de distintos tratamientos
tripanocidas durante la etapa aguda de la infeccion experimental.

Dr. Richard M B M Girard: Role of alanine racemase in trypanosoma and antiparisitic effect of new class
of alanine racemase inhibitors.

Dra. Victoria L Alonso: Identificacion de compuestos inhibidores de bromodominios de Trypanosoma
cruzia partir de productos naturales modificados.

MRS5 Caracterizacion Blancos Moleculares y Busqueda de Nuevos AgentesTripanocidas
(Sala P1) 15:30 — 17:30

Dr. Alan Talevi: Busqueda in silico de nuevos farmacos tripanocidas.

Dra. Cricco Julia: El transporte de hemo como posible blanco para la inhibicién de la replicacion de T.
cruzi. ¢ Podemos disefiar una estrategia que permita bloquear eficientemente el transporte de hemo?

Dr. Claudio Pereira: Dando los primeros pasos en las técnicas de “Virtual Screening” para el
reposicionamiento de drogas con actividad tripanocida.

Dr. Ernesto Gulin: Screening de drogas reposicionables con actividad anti-Trypanosoma cruzi en
modelos in vitro e in vivo.

CO 6 Inmunologia (Sala P13) 14:30 — 15:30
Dra. Silvina Villar: Infeccion por Trypanosoma cruzi: rol de las citocinas pro-inflamatorias en la sintesis de
esteroides adrenales en un modelo de infeccion experimental.

Dra. Cecilia Perez Brandan: Shift in the humoral response elicited by Trypanosoma cruzi attenuated
parasites when coadministered with a plasmid encoding murine ifn-gamma.
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Dr. Edwin F Sanchez Lopez: Evaluacién de las hsp90 de plantas como adyuvante de antigenos
vacunales contra Toxoplasma gondii.

Dra. Luz Rodeles: Alteraciones metabodlicas en enfermedad de Chagas crénica: perfil de
insulinorresistencia y autoanticuerpos 32 adrenérgicos.

MR 6 Inmunologia (Sala P13) 15:30 — 17:30

Dra. Pamela Cribb: High Mobility Group B de Trypanosoma cruzi (TcHMGB): en la interseccion entre
PAMPs y DAMPs

Dra. Laura Cervi: PD-L2 regula negativamente la inmunopatologia mediada por la respuesta
Th1 en la infeccion con Fasciolahepatica.

Dra. Susana Laucella: Regulacion de la respuesta celular T a través de la via de sefalizacion de STAT
en pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Dra. Cecilia Parodi: Perfil de diferenciaciéon de las células T en distintas formas clinicas de
Leishmaniasis Tegumentaria Americana.

COFFE BREAK 17:30 — 18:00

PRESENTACION DE POSTER 2: 18:00 — 19:30
CONFERENCIA DE CIERRE (C3) (SalaP1)19:30 -20:30
Avances en el estudio del proceso asexual replicativo y la diferenciacion en Toxoplasma gondii

Dr. Sergio Angel

ENTREGA DE PREMIOS 20:30 - 21:00
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CONFERENCIAS

Conferencia inaugural (C1): Dr. Carlos Renato Macha do
DNA Damage Response in Trypanosomatids: to repair or to die?

Departamento de Bioquimica e Imunologia, Instituto de Ciéncias Biologicas, Universidade Federal
de Minas Gerais. Brazil.

Studying trypanosomatid DNA Damage response (DDR) aims to better comprehend the evolution of this
biological process in nature as well as to potentially identify important mechanisms involved in the
disease development caused by these organisms and new therapeutic targets. DDR mechanisms include
multiple DNA repair pathways, damage tolerance processes, and cell-cycle checkpoints that safeguard
genomic integrity. DDR is responsible for detecting lesions and direct the cells to different DNA repair
pathways, to senescence, or to a signalled death. The genome of Trypanosomatids revealed that the
most of the genes involved in DDR are present and these organisms are able to respond to most of
genotoxic agents. Our group have already shown that the DDR present unique features in Trypanosoma
cruziand Leishmania. Leishamania major is more able to respond to lesions that cause DNA replication
blockage than T. cruzi cells. On the other hand, T. cruzi cells are more resistant to double strand break
when compared with Leishmania major. Another important point about DDR in T. cruzi cells is related with
whether the DNA lesion interferes in the RNA transcription process or in DNA replication. Lesions that
blocked transcription could lead cells to a very fast signalled death. This death is not due to DNA lesions,
once it could be inhibited with ATM and ATR inhibitors (proteins involved in early steps of DDR). If this
signalled death is avoided, cells are able to repair the DNA and return to normal growth. Lesions that
block replication do not lead to a faster signalled death, but they are directed to a senescence process.
We hypothesize that the senescence process could be related to the quiescence that occurs with T. cruzi
in the human host, since this organism is able to live in human beings for more than 40 years without long
replication cycles. Therefore, the DDR in trypanosomatids have special adaptations associated with
unigue features of their biology and their interaction with their vertebrate hosts. Financial Support:
CNPq, CAPES, FAPEMIG, Newton-Fund, FAPESP.

Conferencia (C2): Dra. Ulrike Kemmerling
Interacciébn hospedero-parasito en la placenta humana: Respuesta diferencial ante
Trypanosoma cruzi y Toxoplasma gondii

Instituto de Ciencias Biomédicas, Universidad de Ch ile

Congenital transmission of the zoonotic parasites, Trypanosoma cruzi(T. cruzi)and Toxoplasma gondii (T.
gondii), is a relevant public heath problem. Congenital transmission of T. cruzi is partially responsible for
its progressive globalization. T. gondiiis estimated to infect over one billion people worldwide. Although
the majority of infected healthy individuals have no symptoms, in immunocompromised or congenitally
infected individuals, the parasite can cause severe disease or even death.Congenital transmission of
pathogens is the consequence of complex interactions among the parasite, maternal and fetal/newborn
immune responses, and placental factors, with the placenta the least-studied component of this "trilogy".
Interestingly, the congenital transmission rate for T. cruzi is low (= 1-12%) in contrast to the transmission
rate for T. gondii, which is high (= 22-72%). To reach the fetus both parasites have to cross the placental
barrier. Therefore, the placenta might play an important role avoiding or permitting parasite infection. The
placental barrier in the human villous placenta is formed by the trophoblast, which contacts the maternal
blood, beneath the trophoblast a basal lamina and an underlying villous stroma (VS) or connective tissue
are present, which includes vascular endothelium, fibroblastic cells and macrophages. The trophoblast,

10
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as lining epithelia, forms an anatomical barrier. Epithelial turnover is considered part of the innate immune
system because pathogens must attach to the surface of these cells prior to cell invasion. The trophoblast
is composed of two cellular layers: the superficial syncytiotrophoblast (STB) and the basal proliferative
cytotrophoblast (CTB). The epithelial turnover of the trophoblast implies a precise orchestration of various
cellular processes including CTB cell proliferation, differentiation (syncytial fusion through incorporation of
CTB cells into a non-replicative STB), and cell death. T. cruzi induces an increase in trophoblast turnover
by analyzing cell proliferation, differentiation and apoptotic death. Our results strongly suggest that
placental epithelial turnover is a local placental defense mechanism. Contrarily, T. gondii induces a more
severe histopathological damage in the placenta, particularly in the trophoblast than T. cruzi, therefore it is
able to break down this tissue and, consequently, the placental barrier.The trophoblast expresses all of
the mammalian Toll like receptors (TLRs) identified in human. TLRs are Pathogen Pattern Recognition
Receptors, which recognize and bind to highly conserved sequences, known as pathogen-associated
molecular patterns (PAMPSs). T. cruzi and T. gondii are recognized by TLR-2, TLR-4, TLR-7 and TLR-9.
Activation of TLRs leads to expression and secretion of immune-modulating cytokines and chemokines.
Here we studied in ex vivo infected human chorionic villi explants wheather T. cruzi and T. gondii induce a
differential TLR and cytokine profile and if receptor inhibition is related to parasite infection. Our results
show that T. cruzi infection is related to TLR-2 expression and activation contrarily to T. gondii, whose
infection is mediated by TLR-4 and TLR-9. Additionally, T. cruzi, but not T. gondii, elicits an increase in
TNF-q, IL-1B, IL-6 and IL-10 cytokine secretion. On the other hand, only T. gondii increases the secretion
of IL-8.We conclude, that the differences in tissue damage as well as the differential activation of TLRs in
the trophoblast might partially explain the high (T. gondii) and low (T. cruzi) transmissiona rates.
Acknowledgements: ERANET-LAC grant ELAC2014/HID-0328 and ENL027/16 (UCh).

Conferencia de cierre (C3): Dr. Sergio Angel
Avances en el estudio del proceso asexual replicativo y la diferenciacion en Toxoplasma gondii.
[IB-INTECH, CONICET/UNSAM

Toxoplasma gondii es un parasito apicomplejo intracelular obligado, que produce la toxoplasmosis,
afectando principalmente a pacientes inmunodeprimidos y a recién nacidos. En el humano el parasito
presenta dos estadios, el taquizoito, responsable de la etapa aguda y de los sintomas, si los hubiere, y el
bradizoito, que puede permanecer latente dentro de los tejidos por muchos afios. El estadio de taquizoito
esta caracterizado por el ciclo litico que incluye la invasion a la célula hospedera, replicacion a una tasa
de un evento cada 5-7 horas, lisis y egreso de la célula hospedera. La diferenciacion de taquizoitos a
bradizoitos es un proceso que va acompafnado de la expresién y silenciamiento de una gran variedad de
genes. La modulacién del estado de la cromatina es un factor esencial en la regulaciéon de todos los
procesos de expresion génica, replicacion del ADN y reparacion al dafio de ADN.Las unidades basicas
de la cromatina son los nucleosomas, conformado por dos copias de cada una de las cuatro familias de
histonas H3, H4, H2A y H2B. En T. gondii existen las 4 histonas canodnicas y las formas variantes H3.3,
H2A.Z y H2A.X. También se identificé una variante para H2B denominada H2B.Z, la cual conforma junto
a H2A.Z un nucleosoma variante que se localiza en regiones del genoma diferentes a las del
nucleosoma H2A.X/H2B. A su vez, se han identificado componentes de la maquinaria modificadora y
remodeladora de la cromatina como asi también una gran variedad de modificaciones postraduccionales
en las histonas del parasito. Ademas de las diferentes acetilaciones y metilaciones de lisinas que pueden
estar asociadas a la modulacién de la expresién génica y otros procesos bioldgicos, la histona H2A.X
conserva la fosforilacion en el motivo C-terminal SQE, asociado a reparacién de ADN por rotura de doble
cadena. Esta marca aparece aun en condiciones normales de crecimiento del taquizoito sugiriendo un
posible estrés replicativo del ADN en ese estadio, el cual pondria en funcionamiento el sistema de
reparacidon por recombinacion homéloga. Todos estos procesos se ven afectados por drogas como
resveratrol, camptotecina y KU55933 deviniendo en importantes fuentes de nuevos blancos terapéuticos.
En ese sentido se destaca la participacion en estos procesos bioldgicos de moléculas conservadas pero
gue poseen estructuras diferenciales respecto de sus contrapartes humanas como también de
componentes Unicos del parasito, los cuales facilitarian el disefio de drogas especificas.
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MESAS REDONDAS

MR 1 Diagnéstico de Enfermedades Parasitarias
(Sala P1) Moderadores: Dr.Diego Mendicino/Dr. Sergio Guerrero

Acanthamoeba , un Protozoo sub-diagnosticado e ignorado

Costamagna, Sixto Raul; Gertiser, Laura; Visciarelli, Elena; Lucchi, Leandro; Basabe, Norma; Randazzo,
Viviana y Rojas, Maria.Catedra de Parasitologia Clinica, Departamento de Biologia, Bioquimica y
Farmacia, Universidad Nacional del Sur, San Juan 670, 8000 — BAHIA BLANCA, Argentina. E-mail:
rcostama2001@yahoo.com.ar

Acanthamoeba spp., pertenece a un grupo de protozoos anfizoicos denominados “amebas de vida libre”.
Estan en el ambiente y, salvo algunas especies, no estan adaptadas al parasitismo. A partir de mediados
del siglo pasado se la consider6 un patégeno para el hombre. El tiempo, evidencias, investigaciones y
mejores diagndsticos, muestran un presente con aumento en el numero de casos de acanthamoebosis.
Algunas especies pueden comportarse como parasitos provocando encefalitis granulomatosa amebiana
(EGA), sinusitis, lesiones cutaneas, y queratitis, lesion dolorosa de tratamiento prolongado que, si no se
diagnostica y medica rapido, requiere trasplante de cornea. En este contexto consideramos necesario
difundir nuestra experiencia sobre este microorganismo. Ademas de su rol patogénico, puede actuar
como vector de virus o bacterias nocivos para el hombre y otros animales. El aislamiento de
Acanthamoeba spp. se realiza en placas con agar no nutritivo, enriquecido con Escherichia coli. Se
visualizan facilmente, tanto trofozoitos como quistes, en fresco o coloreados con May Grinwald-Giemsa
0 Calcofltor. La confirmacion de género se realiza por PCR, utilizando cebadores JDP1/JDP2.En
Argentina aislamos Acanthamoeba de: agua de red, rios, arroyos, aguadas, piscinas, suelo y biopsias de
cérnea humanas. Presente en el 30% de aguas cloradas, 90% en aguas naturales y confirmadas por
PCR. También fue aislada de filtros de aires acondicionados y soluciones de limpieza de lentes de
contacto, siendo ésta una importante fuente de infeccién para el hombre, por inadecuada conservaciéon y
limpieza de las lentes. Ademas, los tiempos que indicaban los fabricantes, fueron insuficientes para evitar
el crecimiento del protozoo. De 18 genotipos existentes, en aguadas aislamos T4, T5 y T15.En nuestros
estudios, Acanthamoeba mostré tolerancia a condiciones climéticas extremas, resistencia a
desinfectantes de laboratorios, y capacidad patogénica, siendo aisladas de casos de queratitis. El quiste
fue muy resistente al cloro: para obtener efecto amebicida se necesitaron concentraciones de 60 partes
por millén. El etanol al 25%, para la desinfeccion de superficies, demostré accion acanthamoebicida a
partir de los cinco minutos de contacto.Probamos con éxito el test de inmunofluorescencia, directa (IFD)
e indirecta (IFI), con anticuerpos policlonales obtenidos en nuestro laboratorio. La IFD fue importante
para confirmar diagnésticos, mientras que la IFI tuvo escaso valor porque la mayoria de los seres
humanos poseen anticuerpos contra este protozoo, debido a la gran distribucion ambiental.Es importante
acortar el tiempo para el diagnéstico, por la rapida evolucion de la EGA que termina con la vida del
paciente o con pérdida de la cérnea, en casos de queratitis.Mayores estudios y diagnésticos oportunos,
permitirdn una evaluacién del rol de este protozoo en el ambiente y mejoraran los prondésticos en
pacientes.

Epidemiologia y diagnéstico de la infeccion por Strongyloides stercoralis  en el norte de
Salta.

Ruben Cimino. Universidad Nacional de Salta. rcimin o@unsa.edu.ar

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) denomina a las “Enfermedades Tropicales Desatendidas” a
un conjunto de patologias que causan enfermedad y obstaculizan el desarrollo econémico en las
poblaciones pobres o en desarrollo. Encontramos dentro de este grupo a las geohelmintiasis,
Enfermedad de Chagas, leishmaniasis, rabia, dengue y lepra, entre otros. Las parasitosis intestinales
transmitidas por el suelo o geohelmintiasis, ocasionadas por nematodos, son consideradas
mundialmente un problema importante de salud publica. La estrongiloidiasis humana es causada por el
parasito S. stercoralis. Se estima que en el mundo existen entre 30-100 millones de personas infectadas,
afectando entre el 10%-40% de la poblacién de los paises tropicales y subtropicales. En Argentina se
estima que hay 1 millbn de personas infectadas, pero aun asi esto puede estar subestimado. Las
prevalencias reportadas varian desde 0,2% al 83%, siendo las provincias de Misiones y Salta donde se
registraron las mayores prevalencias. El diagnéstico de la estrongiloidiasis se basa principalmente en la
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deteccion de la larva filariforme (L3) mediante la examinacion al microscopio de materia fecal. En la
actualidad el método Baerman y cultivo de agar son los métodos recomendados para el diagnostico. La
examinacion directa de materia fecal y Harada-Mori son otros métodos parasitolégicos disponibles con
menor sensibilidad que los mencionados anteriormente. Varios métodos inmunoenzimaticos se han
descripto para el diagnostico de la infeccibn como ELISA, western blot, immunofluorescence y LIPS
(Luciferase Immunoprecipitation System). Estos ensayos han mostrado una variabilidad de especificidad
y sensibilidad, dependiendo del tipo de antigeno utilizado (extracto crudo o antigeno recombinante, NIE)
como asi también de la poblacion estudiada. La técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) ha sido
desarrollada y usada para la deteccion de ADN de S. stercoralis y otros helmintos en materia fecal. La
evaluacion de la PCR convencional y real time PCR ha reportada una alta sensibilidad y especificidad
para el diagnéstico de S. stercoralis. En el Instituto de Investigaciones de Enfermedades Tropicales de la
Universidad Nacional de Salta, Sede regional de Oran se desarrollan estudios de microcopia, serolégicos
y de biologia molecular en geohelmintiasis con particular énfasis en S. stercoralis. El antigeno
recombinante NIE de S. stercoralis es una alternativa para el diagnéstico de la infeccién, nuestros
estudios preliminares utilizando este antigeno mediante la técnica de ELISA sugiere que es una
herramienta para estudios epidemiolégicos. La PCR cuantitativa representa una opcién interesante, ya
que ademas del diagndéstico de la infeccion de S. stercoralis se puede aplicar para otras parasitosis.

Diagnostico de Toxoplasmosis. Experiencia en el Hos  pital Aleman de Buenos Aires.

Liliana Carral, F. Kaufer, M Messina, V. Schneider. Centro de Toxoplasmosis del Hospital Aleman de
Buenos Aires

Toxoplasma gondii (Tg) es un protozoario intracelular de la familia Apicomplexa, clase esporozoa. Se
estima que mas del 25 % de la poblacion humana esta infectada. La patogenicidad de la infeccion
depende de la ruta y masividad, la susceptibilidad del huésped y la virulencia de la cepa. Existen 3
cepas principales, tipo I, Il y lll. La tipo Il es comdn en Europa y las I, lll y genotipos atipicos son
frecuentes en Sudamérica. - Los huéspedes definitivos del parasito son los félidos donde ocurre el ciclo
enteroepitelial y los esporoquistes eliminados contaminan pasturas, vegetales, agua, suelo y son fuente
de infeccién para los huéspedes intermediarios (ovinos, caprinos, bovinos, hombre, etc) donde Tg forma
quistes tisulares. La infeccion es subclinica o asintomatica en el paciente inmunocompetente. La
toxoplasmosis congénita, en el paciente inmunocomprometido, la retinocoroiditis y el diagnéstico
diferencial de las linfadenitis requieren de un diagnostico rapido y preciso para instaurar el tratamiento
adecuado. Diagndéstico en la embarazada y recién nacido. EI Consenso Argentino para la Prevencion de
la Toxoplasmosis Congénita elaboro algoritmos diagnésticos y de tratamiento para la embarazada y el
recién nacido que se utilizan actualmente %, Se realiza tamizaje serologico a la gestante con IgG e IgM y
ante sospecha de primoinfeccién se amplia el estudio en laboratorios especialzados con una
determinacion de Sabin Feldman o IFIG, IgM, IgA e IgE y prueba de avidez. En el recién nacido se
determinan 1gG, IgM, IgA e IgE. El nifio serd considerado libre de infeccion cuando las IgG
desaparezcan. La persistencia de 1gG al afio confirma la infeccién prenatals. Toxoplasmosis ocular: El
diagnostico se basa en observaciones oftalmoldgicas y la serologia. Esta sera de una infeccion aguda si
la coriorretinitis se manifiesta en una primoinfeccién pero en las reactivaciones refleja una infeccién
cronica®.  Pacientes inmunocomprometidos:El diagnéstico se basa en la clinica, estudios
complementarios y la serologia. En los transplantes es importante en los receptores negativos de un

organo proveniente de un dador positivo.

1- Sauer A, de la Torre A, Gomez-Marin J, Bourcier T, et al. Prevention of retinochoroiditis in congenital toxoplasmosis: Europe
versus South America.Pediatr Infect Dis J. 2011; 30(7):601-3.

2- Durlach R, Kaufer F, Carral L, Freuler C et al. Argentine Consensus of Congenital Toxoplasmosis.Medicina (B Aires).2008;
68(1):75-87.

3- Olariu TR, Remington JS, McLeod R, et al. Severe congenital toxoplasmosis in the United States: clinical and serologic findings
in untreated infants.Pediatr Infect Dis J. 2011; 30(12):1056-61

4- Garweg JG, de Groot-Mijnes, JD, Montoya JG. Diagnostic approach to ocular toxoplasmosis.Ocul Immunol Inflamm. 2011;
19(4):255-61.

Enfoque multidisciplinario de la estrongiloidosis f uera de &rea endémica.
Repetto S, Alba Soto C, Ruybal P, Arguello L, Batalla E, Gonzalez Capa SM. Instituto de Microbiologia y

Parasitologia Médica (IMPaM), UBA-CONICET, Facultad de Medicina, Ciudad Auténoma de Buenos
Aires, Argentina. E-mail: silvia_repetto@yahoo.com.ar.

S. stercoralis es un geohelminto endémico en nuestro pais sin embargo no es detectado fuera de area
endémica. El ciclo de autoinfeccion con la consecuente infeccion cronica y la eliminacion fluctuante de
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larvas en materia fecal (mf) reducen la sensibilidad de los métodos habituales. Asi, en los
inmunocomprometidos, esto el subdiagndstico conduce a las infecciones severas. Para optimizar el
diagndstico estandarizamos una PCR convencional (cPCR) que detecta 0,2 larvas/g mf. Se realizd un
estudio ciego, descriptivo, de cohorte transversal con 237 pacientes asignados diferentes grupos segun
antecedentes de area endémica sin riesgo de reinfeccién exégena, inmunocompromiso y eosinofilia. Se
realizé parasitologico seriado (Ritchie) y examen microscopico fresco, PCR y cultivo de agar nutritivo
(CAN) en una muestra de materia fecal fresca. S. stercoralis fue detectado en 71 de los 237
participantes. De los 71 pacientes, 15 fueron diagnosticados por observacién de larvas en fresco de mf, y
en 17 por el método de Ritchie. EI CAN fue positivo en 35 pacientes y en dos de ellos fueron requeridas
4 muestras para confirmar el diagnostico mediante este método. La cPCR fue positiva en la primera
muestra estudiada los 71 pacientes. En 36 de los 71 pacientes la infeccién sélo fue diagnosticada por
PCR. La sensibilidad y la especificidad fueron de 100%y de84,81%. El VPN y el VPP fueron de 100% y
de49,3%. La eosinofilia asintomatica fue la forma clinica mas frecuente. Posteriormente se incremento
en un 12% la deteccién de la parasitosis con la aplicacion de la gqPCR con un deteccion fue 0,001 larva/g
mf.Cuarenta y dos pacientes presentaron la forma clinica asintomética. La eosinofilia, el area endémica y
el uso de corticoides se identificaron como factores independientes de probabilidad de infeccién. No se
encontraron casos de infecciones severas en pacientes con infeccion por VIH. Diez pacientes realizaron
el seguimiento post- tratamiento con ivermectina durante tres afios. Se les realizd estudios
parasitologicos convencionales, cPCR y qPCR. Tres pacientes reactivaron con larvas en el CAN en las
muestras estudiadas luego del primer afio post tratamiento. La cPCR persistié positiva en todos los
pacientes en las muestras estudiadas en los diferentes tiempos. La qPCR detectd6 ADN en 8/10
pacientes post-tratamiento. Sin embargo, uno de estos pacientes presentaba larvas en el CAN.

Los resultados obtenidos hasta el momento demuestran que laPCR es una herramienta util para el
diagndstico precoz de S.stercoralis y el tratamiento actual con ivermectina es insuficiente para lograr la
erradicacion parasitaria.

MR 2 Epidemiologia y tratamiento de Enfermedad de C  hagas
(Sala P13) Moderadores: Dr.Marcelo Nepote/ Bqca. Laura Bisai

Baja dosis de benznidazol promueve la eliminacion d e parasitos y atenta la reaccion

inflamatoria en un modelo de chagas experimental

Agata Carolina Cevey, Gerardo Ariel Mirkin, Federico Nicolas Penas, Nora Beatriz Goren. Instituto de
Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM - UBA, CONICET).

La enfermedad de Chagas, cuyo agente etiologico es el protozoario Trypanosoma cruzi (Tc), es la
principal causa de miocardiopatia dilatada en América. El corazén es un blanco importante para la
infeccion por T. cruzi, produciendo notables niveles mediadores inflamatorios. Esta respuesta inflamatoria
desencadenada por la infeccion puede conducir a importantes dafios tisulares. Dada la carencia de
Nifurtimox en nuestro pais, el Unico farmaco antiparasitario disponible actualmente es el Benznidazol
(Bz). Tanto uno como otro presentan efectos adversos de variada severidad en muchos pacientes, que
pueden llevar al abandono del tratamiento. Dado que la mayoria de estos efectos estan relacionados con
la dosis, evaluamos, en dos modelos experimentales, la eficacia de Bz en términos de actividad
parasiticida y antiinflamatoria, usando dosis méas bajas que las comunicadas por diversos grupos con
anterioridad.Para ello, infectamos ratones BALB/c con la cepa letal RA de Tc, que fueron luego tratados
con distintas dosis de Bz. Analizamos la parasitemia, mortalidad y el cambio en el peso. La carga
parasitaria, la presencia de infiltrados y de mediadores inflamatorios fueron evaluados en el
corazén.Observamos que el tratamiento in vivo con 25 mg/Kg/dia de Bz torna negativos los parametros
parasitologicos, reduce significativamente la expresion de ARNm de IL-1B, IL-6 y NOS2 en corazoén y
devuelve la actividad sérica de Creatina Kinasa a niveles normales. Ademas, en los ratones infectados y
tratados con dicha dosis no observamos mortalidad ni cambio en el peso.Las propiedades
antiinflamatorias del Bz independientes de la infeccién, fueron estudiadas en un modelo in vitro de
miocardiocitos estimulados con LPS. La expresién de mediadores inflamatorios disminuye en cultivos
primarios de miocardiocitos como resultado del tratamiento con 15 uyM Bz. Dicha reduccion es mediada a
través de la inhibicién de la via de NF-kB, evidenciado por la desaparicion citosélica del inhibidor IkB alfa
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y de la subunidad p65 de NFkB.Nuestros resultados demuestran que una dosis de Bz mas baja que las
reportadas previamente para el tratamiento de la enfermedad de Chagas experimental, ejerce efectos
antiparasitarios y antiinflamatorios, logrando la erradicacion de los parasitos y la resolucion de la
inflamacion tisular. Estos hallazgos pueden ser relevantes con vistas a la reevaluacion de la dosis
actualmente empleada para el tratamiento de la enfermedad de Chagas humana, con objeto de reducir
los efectos adversos del Benznidazol.

TRAENA. Tratamiento con benznidazol en pacientes ad  ultos con enfermedad de Chagas cronica
de bajo riesgo. Un ensayo clinico aleatorizadoen Fa se 3. (Registro: clinicaltrials.gov.
NCT02386358)

Nilda G Prado', Adelina R Riarte’, Ana Maria De Rissio’, Elsa B Velazquez', Juan Carlos Ramirez?,
Yolanda HernandezVazquez', Gonzalo Tomas1, Stella Maris Lépez*, Marisa Fernandez', Miriam Martin
Garcia®, Ménica | Esteva’, Angel J Sinagral, Concepcion A. Luna’, Lucia Hernandez’, Marta Quaglino®,
Alejandro G Schijman®, Andrés M Ruiz'. 'INP Fatala Chaben-ANLIS MALBRAN. ‘INGEBI CONICET.
*Programa Nacional de Chagas. “Universidad Nacional de Rosario. Santa Fe. Argentina.
ariarte@yahoo.com

Introduccion. La situacion actual del tratamiento en la enfermedad de Chagas (ECh) crénica se fue
modificando gradualmente en los dltimos 20 afios. En los 90’s dos ensayos clinicos aleatorizados (ECAS)
en nifios y un estudio observacional en adultos demostraron efecto parasiticida por accién del
benznidazol (BZN) Con ese marco, TRAENA, el primer ECA que se realiz6 en pacientes adultos con ECh
cronica, se inicia en 1999 con el objeto de evaluar si el BZN (® Radanil Lab. Roche) a la dosis de
5mg/kg/d durante 60 dias era capaz de inhibir la progresion clinica de pacientes adultos con ECh crénica
de bajo riesgo, ysi nuevos métodos serologicos y parasitologicos podian ser predictores de ese potencial
efecto clinico. Material y Métodos. TRAENA es un ECA controlado, doble ciego de BZN vs Placebo (PL).
La poblacion seleccionada correspondié a pacientes urbanos con ECh crénica residentes en la Ciudad
de Buenos Aires y Gran Buenos Aires, la mayoria de los cuales habian nacido en area endémica de
Argentina, Bolivia y Paraguay. Para ingresar al estudio los pacientes debian ser reactivos por IFl y ELISA
y la poblacion se caracterizé por presentar una distribucion natural de los diferentes estadios de la ECh
crénica. EI monitoreo post tratamiento médico, serolégico y parasitolégico se realizé cada 4 meses hasta
los 2 afios, cada 6 meses hasta los 4 afios y después anual hasta el final del estudio. Los pacientes
se aleatorizaron por un sistema de numeros aleatorios restrictivo, en bloques de tamafo variable,
estratificados por estadio clinico. El tamafio de la muestra se determiné con un N=750 con un poder
del 80% que detecte un 50% de reduccién en la incidencia de eventos clinicos en el brazo BZN
asumiendo una incidencia de 20 % en el brazo PL manteniendo un nivel a del 5%. Se consideraron
puntos finales clinicos primarios y secundarios; y secundarios serologicos analizados por Elisa
convencional (ELISAc) y ELISA F29, un antigeno recombinante de T.cruzi, y parasitoldgicos por PCR en
tiempo real (QPCR). Se estimaron modelos longitudinales mixtos para ajustar los perfiles de ELISAc,
ELISA F29 e IFI segun grupo de tratamiento buscando un efecto significativo entre grupos BZN y PL
sobre la velocidad promedio en la disminucién de los titulos. La gPCR se midié enequivalentes
parasitarios /ml y por la distribuciéon asimétrica de los datos se analizaron por el test de Mann Whitney.
Los puntos finales clinicos primarios fueron mortalidad total, mortalidad cardiovascular, desarrollo de
insuficiencia cardiaca (IC), arritmias severas con compromiso hemodinamico o implante de marcapaso
definitivo o cardiodesfibrilador Los puntos finales clinicos secundarios fueron eventos secundarios
electrocardiograficos caracterizados por la presencia de nuevos cambios en el ECG diferentes a los del
tiempo inicial; agrandamiento del VI en el ecocardiograma, nuevo desarrollo de IC y ACV. Y eventos
combinados: cuando dos o mas alteraciones ecocardiograficas y electrocardiograficas eran de aparicion
simultanea. La progresion en el estadio clinico fue otra forma de medir los eventos secundarios y se
consideraron todas las alteraciones descriptas previamente, excepto la mortalidad, que permitieran
definir evolucién clinica. Se realizaron analisis por ITTM y PP, en este Ultimo andlisis en aquellos
pacientes con una continuidad total hasta el periodo 2009-2012. A lo largo del estudio TRAENA tuvo una
supervision internacional, y tres Al y el AF evaluados todos ellos por un CM externo. TRAENA finalizé
en diciembre de 2012.Resultados: Los pacientes se incluyeron entre marzo1999-noviembre 2003. La
aleatorizacion distribuyé 763pacientes, 382 y 381 en BZN y PL. Por ITTM se analizaron 711 sujetos
distribuidos en 353 y 358 sujetos en BZN y PL, y por PP un total de 552 pacientes, correspondiendo 272
y 280 en BZN y PL respectivamente. La distribucién segun estadio clinico fue de 74,7% en estadio
indeterminado, 22,1% en estadio 1y 3,1% en estadio 2 y 3 de la ECh crénica. La pérdida total de
pacientes en forma absoluta fue de 4.8%, 19 y 18 en BZN y PL. No hubo diferencias en las
variables basales como edad, sexo, procedencia, estadio clinico, etc. Eventos clinicos: Ciento dieciséis
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eventos totales (15.2%) ocurrieron en TRAENA, 58 por cada brazo. De los 38 eventos primarios, 26
(3.4%) fueron mortalidad portodas las causas, 14 y 12 en BZNy Plrespectivamente. De estos 26
solo 13 fueron atribuibles a la ECh, correspondiendo 7 (2.0%) y 6 (1.7%) a BZN y PL. Otros eventos
primarios, 12 en total fueron marcapaso/ cardiodesfibrilador, arritmia con descompensacion
hemodinamica y falla cardiaca distribuidos 3y 9 eventos en BZN y PL. Los puntos finales
secundarios fueron 78 (10.2%). De ellos 41 (10.7%) y 37 (9.7%) correspondieron a BZNy PL. Los
mismos se caracterizaron por desarrollo de nuevos y permanentes cambios electrocardiograficos, 17
eventos combinados, 10 y 7 en BZNy PL, y 4 ACVs todos en el brazo BZN. Las curvas de
supervivencia de Kaplan Meyer comparando eventos primarios [P= 0.317. HR (Mantel-Haenszel):0.957.
95% IC: 0.497-1.840], secundarios [P= 0.618. HR: 0.864. 95% IC: 0.501-1.490] o progresion en el
estadio clinico [P=0.808. HR: 0.950. 95% IC: 0,631-1,431] segun BZN y PLde acuerdo a analisis por
ITTM y PP, no mostraron diferencias entre ambos brazos. *Eventos serologicos. En el grupoBZN,
29.1% (96/330) de los pacientes fueron seronegativos por ELISAc de los cuales 15.4% (51/330) lo
fueron también por ELISA F29. La negativizacion total en BZN por ELISA F29 fue de 39.9%
(126/337). En el grupo PL: 12,2 % (42/344) se negativizaron por ELISAc, de los cuales 4,4% (15/344)
fueron seronegativos por ambas ELISAs, mientras que 10,7% (36/337) lo fueron por ELISA F29. La IFI
se asocié a la negativizacién por ambas ELISAs con una disminucion significativa de los titulos durante
el seguimiento. (Los valores mostraron alta significacion estadistica) Eventos parasitolégicos. En el
grupo BZN, la carga parasitaria, en el tiempo 0, a los 60 d post-tratamiento (pt) y alos 12-14 meses
pt tuvo una mediana de 6.59 (IC95% 5.11-10.5) eq. parasi/ml, 4.10 (IC95% 0.10 -7.15) y 0.00**
(IC95% 0.00 -0.00) respectivamente con una P=0.032 entre TOy 60 d pty una P<0.0001 entre TO vs
12-14 meses pt siendo las mediciones estables en los tiempos posteriores respecto de esta Ultima,
hasta el final de TRAENA. En el grupo PL, la variabilidad de las qPCRs a lo largo del seguimiento es
significativa con algun valor ocasional de qPCR no detectable, diferente del perfil del brazo BZN. LA
seguridad en TRAENA. EI BZN produjo la exclusion de 22% de los pacientes. Las causas fueron
reiteracion de la dermatopatia al reiniciar el tratamiento, hepatitis toxica, leucopenia y menos
frecuentemente artralgias. Solo 1 paciente requirié internaciéon por un evento adverso serio.
Conclusion. En  TRAENA, en general una poblacién de bajo riesgo clinico el BZN en el esquema
utilizado no tuvo impacto clinico sobre la morbimortalidad. Los eventos primarios y secundarios
fueron escasos, (y en frecuencia menor a la estimada en el disefio del estudio), distribuidos en forma
homogénea en ambos brazos y en general tardios a lo largo del seguimiento. Un claro efecto
parasiticida en relacion al BZN se observo por ambas ELISAs las que se negativizaron hacia los 5
afios de seguimiento, siendo mas relevante la detectada por ELISAF29. La IFI acompafio la
seronegativizacion por ELISAs mediante una disminucidon significativa de los titulos. Los pacientes que
seronegativizaron por la accién del BZN, como aquellos del grupo PL que lo hicieron en forma
espontanea, presentaron titulos basales significativamente menores que aquellos que mantuvieron
titulos positivos a lo largo del seguimiento. El franco efecto parasiticida por serologia y gPCR en el
brazo BZNno seasoci6é a diferente evolucion clinica. EI muestro estadistico realizado en el disefio del
estudio en el afio 1998, y basado en los estudios publicados en esa década sobre tratamiento etiolégico
en pacientes adultos con enfermedad de Chagas, y con el régimen de administracién del BZN utilizado,
no parecioé ser suficiente para demostrar el efecto clinico estimado originalmente en TRAENA, un
ensayo clinico aleatorizado, durante su periodo de seguimiento 1999-2012.
*.Solo semuestran los datos estadisticos por ITTM. **Valores 0,00 de gPCR equivale a equivalente
parasitario no detectable.

Abreviaturas: Al: analisis interinos. AF. andlisis final. CM: Comité de Monitoreo. ACV: accidente cerebro-
vascular.IFl: inmunofluorescencia indirecta. ITTM: Analisis por Intencion de tratamientomodificada. PP:
andlisis por protocolo.

Efecto del tratamiento anti- Trypanosoma cruzi en la prevencion de Chagas congénito.

Diana L Fabbro', Emmaria Danesi’, Veronica Olivera’, Maria Olenka Codeb6’, Susana Denner’, Cecilia
Heredia®, Mirtha Streiger®, Sergio Sosa-Estani*®. 'Centro Nacional sobre Endemias Nacionales (CIEN),
Facultad de Bioquimica y Cs. Biolégicas, Universidad Nacional del Litoral, Santa Fe, Argentina.’Centro
de Diagndstico e Investigacion de Endemo-epidemias (CeNDIE), ANLIS Malbran, Buenos Aires,
Argentina.3lnstitut0 Nacional de Parasitologia (INP), "Dr Mario Fatala Chaben", ANLIS Malbran, Buenos

Aires, Argentina.

Las politicas sanitarias aplicadas en la region para controlar las vias vectoriales y transfusional de la
infeccion por Trypanosoma cruzi, han sido exitosas. Actualmente la via transplacentaria es la forma mas
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frecuente de infeccion con Trypanosoma cruzi y es responsable de su urbanizacion y difusion hacia
regiones no endémicas.La infeccidon congénita puede ocurrir en cualquier etapa de la infeccion materna,
en sucesivos embarazos y de una generacidn a otra. El objetivo de nuestro trabajo fue evaluar si el
tratamiento tripanocida administrado en nifias o mujeres jovenes infectadas interrumpia la transmisién
congénita del parasito.Mediante un estudio multi-céntrico, observacional de cohorte de madres
infectadas con Trypanosoma cruzi, sin y con tratamiento etiolégico antes del embarazo, se estudiaron
sus hijos para detectar infeccién congénita.A partir de historias clinicas de madres infectadas proveniente
de los centros participantes, se confecciond una base de datos con informacién parasitolégica,
serolégica, clinica y epidemiolégica de la madre y de sus hijos. La unidad de andlisis lo constituyo el
registro clinico del binomio “madre con infeccién chagasica cronica-hijo bioldgico”. Se estudiaron 354
binomios: 222 procedentes de mujeres no tratadas y 132 de madres tratadas. Se confirmé infeccion por
Trypanosoma cruzi en 45 hijos de mujeres infectadas no tratadas (20,3%). En 34 de ellos (15,3%) el
Unico antecedente era la serologia materna positiva: 5 nifios se diagnosticaron por visualizacién del
parasito (xenodiagnéstico o strout antes del afio) y el resto por serologia reactiva después de los 10
meses de vida, con un promedio de edad al momento del diagndstico de 5,8 afios.En los otros 11 nifios
infectados no hay certeza de que la via de transmision haya sido congénita porque habian vivido en
regiones con probabilidad de infectarse por via vectorial. La edad promedio de diagnéstico de estos
nifios fue de 12,4 afios.De los 132 hijos nacidos de mujeres que habian recibido tratamiento previo al
embarazo ninguno tuvo infeccion por Trypanosoma cruzi. Cinco de ellos provenian de 2 madres con
tratamiento incompleto. El diagnéstico fue realizado a la edad promedio de 4,8 afios.El riesgo de
transmision transplacentaria en las madres no tratadas fue 25 veces mayor respecto a aquéllas que
recibieron tratamiento antes del embarazo. La estimacion puntual del riesgo relativo fue 0,04, [Cgso:
0,012-0,166. Estos resultados evidencian el beneficio de administrar tratamiento tripanocida en nifias o
mujeres jévenes infectadas. Desde el punto de vista sanitario tendria un fuerte impacto en la disminucioén
o desaparicion de nuevos casos de Chagas congénito que ocurren tanto en areas rurales como en
centros urbanos de cualquier lugar del mundo.

Pruebas rapidas utilizadas en el tamizaje de la Enf ermedad de Chagas

Karenina Scollo, Constanza Lopez Albizu, Daniela Oliveto, Laura Mansilla. Instituto Nacional de
Parasitologia “Dr. Mario Fatala Chabén”

Introduccion:  El tamizaje para la Enfermedad de Chagas en la actualidad se realiza mediante la
recoleccion de la muestra en papel de filtro (Holguin et al. 2013). En Argentina, se cuenta con un equipo
de recoleccion y conservacién de antigenos y anticuerpos en sangre entera (SEROKIT ®, Yanovsky J.,
1994) que consiste en extraer sangre del pulpejo del dedo y colocar, mediante un capilar, la sangre en un
vial que contiene un conservante de muestra permitiendo su almacenamiento por un tiempo prolongado.
En ambos casos, luego de la obtencién de la muestra se procede a realizar el analisis mediante dos
pruebas serolégicas definidas (ELISA, HAI, IFl, ECLIA). Si una o dos de estas pruebas dan reactivas se
procede a la extraccion por puncidon venosa y su confirmacidon serolégica. Hoy existe una fuerte
necesidad de contar con una herramienta que facilite disponer de resultados en lo posible inmediatos,
tales como a mujeres en sala de parto que llegan sin control prenatal, o realizar estudios poblacionales
en areas que son remotas y de dificil acceso con el objetivo de implementar estrategias que permitan
realizar el control y la prevencién de la enfermedad. Las pruebas rapidas ofrecen una excelente opcién
para el analisis en lugares de limitados de recursos: son precisos, no requieren mantenerse bajo
refrigeracion, proporcionan resultados rapidos, son faciles de usar e interpretar, y pueden potencialmente
ser fabricados a bajo costo. Estas pruebas han sido evaluadas en varios estudios con el fin de conocer
su rendimiento (Luquetti A.O. y col, 2003; Ponce C., Ponce E. y col, 2005; Sosa Estani S. y col, 2008;
Roddy P. y col, 2008; Mendicino D. y col, 2014). Metodologia: En un estudio llevado a cabo por el Grupo
Técnico Il “Enfermedad de Chagas” de MSF/OMS en el afio 2010 se ensayaron 11 pruebas rapidas con
sueros reactivos y no reactivos provenientes de una seroteca de laboratorios de referencia de paises
endémicos y no endémicos para la infeccién por T. cruzi, Como resultado de ese ensayo se vio que solo
7 pruebas rapidas de las 11 presentaron buen rendimiento con un indice K mayor al 0,80. No se
encontraron diferencias significativas en el analisis del rendimiento de estas pruebas segun el area
donde se utilizaron (Sanchez-Camargo CL y col, 2014). Discusion: En este contexto se recomienda
evaluar el costo/beneficio de estas pruebas con respecto a las herramientas actuales utilizadas en el
tamizaje de la Enfermedad de Chagas. En Argentina se plantean los siguientes escenarios potenciales
del uso de las mismas como ser; en protocolos de control de infecciones en sala de parto de mujeres con
Control Prenatal insuficiente y en el tamizaje de infeccion en poblacion rural dispersa permitiendo de esta
manera una mejora en el acceso al tratamiento oportuno.
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MR3 Bioquimica y Biologia Molecular
(Sala P1) Moderadores: Dr.Esteban Serra/Dr. Sergio Guerrero

Strategies for sterols (or surrogates) acquisition in protists
Antonio D. Uttaro IBR-CONICET and FCByF, UNR, Rosario, Argentina. uttaro@ibr-conicet.gov.ar

Sterols are the hallmark of eukaryotic cells, being essential for several physiological processes. They play
a key role in regulating membrane fluidity and permeability and participate in different signaling pathways
as precursors of steroid hormones and vitamins. Sterols are also fundamentals in the formation of lipid
rafts, involved in concerted functions such as cell-cell recognition, adhesion, communication and
phagocytosis. Several strategies were selected in Nature for sterol acquisition, with denovo synthesis
being present in numerous organisms like mammals, fungi, protozoa and plants. However, the synthesis
of sterols is energetically expensive and oxygen dependent. It makes anaerobic parasites absolutely
dependent of cholesterol uptake from their host. Anaerobic non-parasitic protozoa and some derived
extant aerobic ones adapted to synthesize triterpenoids in one step, by direct cyclization of the squalene,
without need of oxygen. It is the case of tetrahymanol in Tetrahymena ciliates, a surrogate of cholesterol
with similar structural functions. Other ciliates like Paramecium, are absolutely dependent of phytosterols
taken from their phagocytosed diet. Interestingly, Tetrahymena are also able to take up sterols from the
media, which modify by dealkylation and desaturations, and incorporate to their membranes. Additionally,
sterols represent an environmental signal which is sensed by Tetrahymena and transduced for the
complete repression of tetrahymanol synthesis and induction of the enzymes involved in sterol
bioconversion. Helminths and insects are also auxotrophic for sterols, which are precursors for the
synthesis of essential hormones in these organisms. Trypanosomatids synthesize denovo ergosterol,
which has sparking functions even in the mammalian stages, although the host cholesterol is avidly
incorporated by the parasites, with concomitant reduction of ergosterol biosynthesis. The aim of this
conference is to describe our contribution in the understanding of sterol bioconversion and tetrahymanol
repression in Tetrahymenathermophila. In addition, | will describe a novel strategy for sterols acquisition
detected in Capsaspora owczarzaki, a symbiont of the freshwater snail Biomphalaria glabrata (the
invertebrate vector of Schistosoma sp.). This filasterean protozoa shows features that resemble both
fungi and animals, having the capacity for the synthesis of 7-dehydrocholesterol or ergosterol along its life
cycle.

Mecanismos moleculares de trafico de proteinas dura nte el enquistamiento en Giardia
lamblia

Maria C. Touz y Nahuel Zamponi. Instituto de Investigacién Médica Mercedes y Martin Ferreyra,
INIMEC — CONICET — UNC, Friuli 2434, Cdrdoba, Argentina.Email: ctouz@immf.uncor.edu

Los programas de diferenciacion celular que resultan en la formacion de un estadio refractario o de
resistencia, constituyen una estrategia comin en organismos de vida libre y parasitos en respuesta a
ambientes cambiantes o poco favorables. Un ejemplo de este tipo de mecanismos lo constituye el
enquistamiento de Giardia lamblia, en el cual la forma movil del parasito, el trofozoito, cambia a una
forma de resistencia e infecciosa, el quiste, capaz de sobrevivir bajo condiciones adversas y de colonizar
nuevos hospedadores. Durante el enquistamiento, el sistema de endomembranas de Giardia se
remodela y se generan vesiculas secretorias 0 ESVs, que transportan el material que formara la pared
del quiste. Si bien esta bastante establecido que el RE esté involucrado en los procesos de transporte de
proteinas en el parasito, los mecanismos especificos mediante los cuales el RE “reemplaza” las
funciones de un aparato de Golgi tipico son desconocidos. Durante el desarrollo de este trabajo,
encontramos que las ESVs se originan a partir de membranas del RE con caracteristicas de ERES y de
red Trans del Golgi, como asi también por las membranas del RE aledafias a la membrana nuclear.
Observamos ademas que, a diferencia de lo que ocurre en otras células eucariotas, el receptor de KDEL
responsable del reciclado de proteinas solubles residentes del RE, funciona reteniendo a las proteinas
del RE desde la membrana de dicha organela, evitando que sean empaquetadas en las vesiculas
secretorias. Estos resultados demuestran que el RE es la plataforma desde la cual tienen lugar los
procesos de seleccidn, empaquetamiento y transporte de membranas y proteinas en este parasito.
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Caracterizacion funcional de sistemas redox dependi entes de tioles y metaloproteinas en
Entamoeba histolytica

Diego G. Arias. Laboratorio de enzimologia molecular — IAL-CONICET. darias@fbcb.unl.edu.ar.

Entamoeba histolytica es un organismo microaerofilico, siendo el agente causal de la amebiasis. En E.
histolytica diversos genes fueron adquiridos por eventos de transferencia horizontal desde procariotas.
Muchas de las proteinas transferidas estan implicadas en rutas del metabolismo central y reemplazaron
funcionalmente a las encontradas en eucariotas clasicos. Si bien se ha avanzado en el entendimiento en
la caracterizacion funcional de diferentes actores metabdlicos, no se ha alcanzado una comprension
profunda de las interacciones metabdlicas en las que participan y su importancia para la sobrevida
durante el proceso de infeccion. Es por ello que el objetivo general de nuestra linea de trabajo es
contribuir a la caracterizacion de los componentes enzimaticos que forman sistemas redox involucrados
en la regulacién de diferentes vias metabolicas en este patégeno. Experimentalmente, nos centramos en
el estudio de enzimas redox de dos tipos, las dependientes de tioles (como las tiorredoxina) y las
dependientes de metaloproteinas redox, las cuales aparecen no solo ser importantes para la
homeostasis redox sino también importantes en el metabolismo energético de este organismo. En
nuestra propuesta realizamos la caracterizacion bioquimica y fisiolégica de proteinas redox de E.
histolytica, tales como las tiorredoxinas (proteinas que participan en intercambios tiol-disulfuro en
polipéptidos), asi como las dependientes de ferredoxinas y proteinas relacionadas a rubredoxinas
(ambos tipos de proteinas participan en intercambio de electrones en diferentes vias metabdlicas
siguiendo una quimica bioinorganica). La determinacion de los mecanismos bioquimicos que involucra a
posibles redes de interacciones metabdlicas en las que participan varios de los actores moleculares
caracterizados, serian de importancia para contribuir al entendimiento de cémo este organismo, que
presenta una gran “adaptabilidad” biolégica debido en parte a su particularidades metabdlicas, puede
afrontar diversas condiciones fisiolégicas (como el estrés oxidativo y nitrosativo) durante el proceso de
infeccion de un hospedero. La integracion de los resultados obtenidos permite postular un escenario mas
completo del metabolismo redox de este patdégeno y asi contribuir a un mayor conocimiento de su
biologia y bioguimica.

Nutritional stress and intracellular traffic in Tri panosomatids

Schoijet, Alejandra C.; Sternlieb Tamara.; Alonso Guillermo D. INGEBI-CONICET, Buenos Aires,
Argentina. E-mail: aschoijet@gmail.com

Autophagy is a self-degradative process that is important for balancing sources of energy at critical times
in development and in response to nutrient stress. This is highly conserved across a taxonomically
diverse range of eukaryotes including parasitic protists belonging to the family Trypanosomatidae;
however, few proteins implicated in this process have been characterized so far in these parasites.
Moreover, it has been shown that autophagy is involved in Trypanosoma cruzidifferentiation and thus
might have a role in pathogenicity. The phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) Vps34 is a protein that plays
an important role in many processes such as vesicular traffic, 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, but the role of this protein is not well elucidated. Previously in our laboratory,
we have identified the first PI3K in T. cruzi, named TcVps34, which plays a role in vital processes for the
parasite survival such as osmoregulation, vesicular acidification, and vesicular traffic. In this work we
report the cloning and characterization of both TcVpsl5 in T. cruziand TbVpsl5 in T. brucei. We
demonstrated on one side that TcVps15 is involved in autophagy in T. cruziby co-localization studies with
the autophagosome marker TcAtg8 and by using the autofluorescence drug monodansylcadaverine
(MDC). In addition, we found that TcVps15-K219D (a catalytic domain mutant version of TcVpsl15) -
overexpressing parasites, showed reduced protein kinase activity when compared with the
overexpression of the wild type protein, are less efficient modulating the lipid kinase activity of TcVps34
and displayed lower autophagy levels than those observed when wild type TcVpsl15 is overexpressed.
Regarding ThVps15, the orthologue in T. brucei, we demonstrated that the knockdown of this gene in
procyclic parasites produces a severe growth defect, with a block of cytokinesis, accompanied by a
variety of morphological abnormalities. Moreover, cells induced with tetracycline also showed a significant
reduction of transport of Concanavalin A to the lysosome. Overall, our results reveal for the first time a
role of TcVpsl15 in autophagy in T. cruziwhereas initially we demonstrated that TbVps15 has a role in
intracellular traffic in T. brucei.
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MR4 Inmunomodulacion e Inmunometabolismo
(Sala P13) Moderadores: Dr. Ivan Marcipar/ Dr. Gabriel Cabrera

Regulacion nuero-inmuno-endocrina y metabdlica en | a infeccion causada por
Trypanosama cruzi.

Ana Rosa Pérez - Instituto de Inmunologia Clinica y Experimental de Rosario (IDICER CONICET-UNR).

El sistema inmune (SI), el sistema nervioso simpatico (SNS) y el eje hipotalamico-pituitario adrenal (HPA)
actian de forma conjunta durante el desarrollo de una respuesta defensiva y su desregulaciéon se ha
asociado a la patogénesis de varias enfermedades autoinmunes, inflamatorias e incluso infecciosas. La
interrelacion entre estos sistemas implica diversas moléculas tales como citocinas, hormonas,
mediadores neuronales y factores de transcripcion. Recientemente, la descripcion del eje hipotalamo-
pituitario-tejido adiposo (TA) y el descubrimiento de la leptina y la adiponectina, adipocitocinas
producidas por los adipocitos, ha revelado que el estatus metabdlico puede influir en los mecanismos de
defensa del huésped. La interaccién entre todos estos sistemas durante el curso de una infeccion
parasitaria no ha sido practicamente evaluada. En el caso particular de la infeccion causada por T. cruzi,
hemos demostrado previamente que los niveles de corticosterona estdn marcadamente elevados
durante el curso de la infecciébn aguda en ratones y que este incremento es protector ya que actda
fundamentalmente restringiendo la produccién de citocinas pro-inflamatorias, a la vez que afecta distintas
poblaciones de linfocitos T (Inmaduros, efectores y T reguladores). Asimismo, el SNS también interviene
en la modulacién del curso de la infeccién chagasica experimental, a través de la restriccion de la
produccion de citocinas inflamatorias, sin afectar el nivel de produccion de anticuerpos. Mas
recientemente, hemos observado que los animales infectados desarrollan hipoglicemia, lipdlisis y una
reduccién en los niveles de leptina tanto sistémicos como en tejido adiposo en forma paralela a una
disminucién de la expresién de su receptor (ObR) en el hipotalamo. Los niveles de adiponectina y PPAR-
y también disminuyen en TA durante el curso de la infeccion y el tratamiento con agonistas de PPAR-y, si
bien evita levemente la pirdida de masa del TA, no logra controlar la respuesta inflamatoria a nivel local.
Por otra parte, estudios realizados en pacientes chagasicos cronicos con miocardiopatva evidencian
trastornos neuroendocrinos, caracterizados por una disminucion en las concentraciones siricas de
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEA-s), una relacion cortiso/DHEA-s aumentada, alteraciones en
diversos parametros metabalicos, desregulacion de la produccion de leptina y adiponectina y un
aumento en el nivel de expresion de PPAR-y en células mononucleares de sangre periférica. En
conjunto, estos resultados evidencian la relevancia que tienen las interacciones entre los distintos
sistemas sobre los mecanismos de defensa del huésped y la severidad de la patologia.
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Andlisis del efecto inmunomodulador del Bacilo Calm ette Guerin en la infeccidén por

Trypanosoma cruzi y su potencial uso para el disefilo de vacunas que ¢ ontrolen la

enfermedad de Chagas.

Bontempi Ivan®, Vicco Miguel', Leal Karen?, Rodeles Luz', Prochetto Estefania’, Cabrera Gabriel’,
Bortolotti Ana®, Morbidoni Hector®, Borsuk Sibele?, Dellagosti Oddir’, Marcipar Ivan" Facultad de
Bioquimica y Ciencias Bioldgicas, Universidad Nacional del Litoral, Argentina. > Centro de Biotecnologia -
Universidade Federal de Pelotas, Brasil. > Departamento de Microbiologia, Escuela de Ciencias Médica,
Universidad Nacional de Rosario.

La vacuna Bacillus Calmette-Guérin (BCG) es actualmente la vacuna mas ampliamente utilizada en el
mundo, por lo que sus efectos en humanos son ampliamente conocidos. A su vez ofrece ventajas Unicas;
su eficacia no es afectada por anticuerpos maternos; una sola dosis provoca inmunidad de larga
duracion; es estable; segura; se puede administrar por via oral; su produccion es econdmica. En un
trabajo previo, hemos evaluado el estado clinico y serologico de pacientes infectados con Trypanosoma
cruzi(T. cruzi) vacunados y no vacunado con BCG. Observamos que las personas no vacunadas
presentaban mayores niveles de autoanticuerpos, estadios mas avanzados de miocardiopatia chagasica
cronica y mayor riesgo de mortalidad en comparacion con los pacientes vacunados con BCG. En base a
estos resultados hemos evaluado a la vacuna BCG en una infeccién experimental en ratones con T.
cruzi, En dicho modelo, determinamos en forma preliminar el efecto protector que presenta la vacuna
BCG frente a un desafio, tanto en la supervivencia como en la respuesta humoral y celular reguladora.
Todos estos antecedentes sugieren que la vacuna BCG otorga un efecto inmunomodulador beneficioso
frente a la infeccion por T. cruzi. Sobre esta base planteamos la hip6tesis de que la misma podria tener
un efecto adyuvante favorable en el marco de una formulacién vacunal contra dicho parasito. Nos
propusimos entonces obtener un prototipo de vacuna BCG recombinante (BCGr) para controlar la
enfermedad de Chagas. En las Ultimas décadas, se han desarrollado distintos plasmidos para expresar
proteinas heterélogas en BCGr. Empleando los plasmidosPus977 y Pus2000 que presentan diferentes
promotores, hemos disefiado BCGr que expresan fracciones de la enzima Transialidasa (NTS y CTS) y
las hemos evaluados en un modelo de infeccion con T. cruzi, Utilizamos fracciones del antigeno TS ya
que segun evaluaciones de otros autores y nuestro grupo, esta es una de las proteinas mas efectivas,
cuando se evalla para el desarrollo de vacunas contra T. cruzi en modelos de animales. Luego de la
inmunizacion con dichas construcciones se obtuvo una significativa hipersensibilidad de tipo retardado
frente al antigeno especifico (DTH, p <0,05), asi como un aumento de la actividad de los anticuerpos
tripanoliticos en comparacién con el grupo control (p <0,05). Luego del desafio con una dosis letal de
parasitos, los grupos NTS-Pus977 y NTS-Pus2000 tuvieron supervivencias de 80 y 100%,
respectivamente, comparado con el 20% del grupo de control (p <0,05). Ademas, dichos grupos tuvieron
una menor parasitemia y pérdida de peso, a los 14 dias post infeccién, en comparacion con el grupo
control. Estos primeros resultados muestran que la BCG recombinante es una plataforma compatible y
promisoria para el disefio de vacunas contra T. cruzi, siendo una estrategia no evaluada hasta la fecha.

Vacunas contra la enfermedad de Chagas: ¢Generar un  a respuesta inmunepotente, o
diferente?

Sanchez Alberti A, Cerny N, Bivona A, Matos M, Cardoso A, Bastone A, Cazorla S, Malchiodi E.Universidad
de Buenos Aires, Facultad de Farmacia y Bioguimica, Catedra de Inmunologia-IDEHU (UBA-CONICET) y
Facultad de Medicina, Departamento de Microbiologia, Parasitologia e Inmunologia-IMPaM (UBA-

CONICET), Buenos Aires, Argentina.

Trypanosoma cruzi ha sido definido como un invasor silencioso por la capacidad que tiene de activar
tardiamente la respuesta inmune durante los primeros momentos de infeccién. Este parasito ha
evolucionado para vivir en mamiferos a pesar de generar una respuesta inmune compleja que incluye
numerosos componentes humorales y celulares de la inmunidad innata y adquirida. Este hecho indica
que la respuesta inmune natural es inherentemente inadecuada para eliminarlo, aunque si es suficiente
para controlar relativamente la carga parasitaria permitiendo la sobrevida del hospedador. Se han
realizado numerosos esfuerzos para obtener vacunas eficientes empleando diferentes antigenos con
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éxito parcial. Dado que no se han reportado candidatos vacunales esterilizantes, es importante encontrar
vacunas profilacticas que generen células de memoria efectora dirigidas contra blancos claves que
permitan controlar tempranamente la replicacién parasitaria, contribuyendo asi al descenso del
parasitismo. A su vez, reorientar la respuesta inmune contra blancos menos inmunogénicos luego de la
infeccion, resulta atractivo en la blsqueda de vacunas terapéuticas. Nosotros hemos identificados varios
antigenos con capacidad protectiva y tempranamente, identificamos también el rol fundamental de los
adyuvantes en la orientacion de la respuesta inmune contra T. cruzi, De este modo hemos trabajado con
los siguientes antigenos: Cruzipaina y sus dominios, Tc52 y sus dominios, Tc24, ASP-2, Chagasina y
Tc80. Estos antigenos fueron utilizados como proteinas recombinantes y también sus ADN codificantes
(como plasmidos desnudos o transportados por Salmonella atenuada), solas o en combinacién. Para
modular la respuesta inmune hemos utilizado adyuvantes de muy diversa naturaleza, incluyendo:
adyuvante de Freund, AI(OH)3, oligodeoxinucledtidos CpG, GM-CSF, glucolipidos de a-
galactosilceramida, y mas recientemente di-nucledtidos ciclicos como el c-di-AMP. El estudio de la
respuesta inmune generada con estos adyuvantes ha permitido identificar el rol protector de las
respuestas dirigidas hacia perfiles Th1l y Th17 con presencia de células T CD8" patégeno-especificas.La
esterilidad profilactica no ha sido alcanzada todavia, sin embargo, obtener proteccién contra la
enfermedad podria no requerir el quizas inalcanzable objetivo de la esterilidad, pero seria igualmente
importante proveer un eficiente control de la carga parasitaria para evitar la progresion de la infeccién por
T. cruzi hacia la enfermedad de Chagas.

Disfuncion inmune y metabdlica en un modelo de obes idad inducido por dieta: Rol clave
del Trypanosoma cruzi en la progresion a diabetes y polarizacion de macr  éfagos en
tejido adiposo.

Maria E Cabalén', Maria F Cabral*, Liliana M Sanmarco?, Marta C Andrada® Luisina | Onofrio®, Nicolas
E.Ponce? Maria P Aoki®, Susana Gea’, Roxana C Cano “? 1-Facultad de Ciencias Quimicas. UA Area
CS, AGR. ING. BIO y S CONICET. Universidad Catolica de Cérdoba, Argentina. 2-Departamento de
Bioquimica Clinica. Facultad de Ciencias Quimicas. Universidad Nacional de Cérdoba y Centro de
Investigaciones en Bioguimica Clinica e Inmunologia (CIBICI-CONICET), Cérdoba, Argentina

La Obesidad y la Enfermedad de Chagas causada por el protozoo intracelular Trypanosoma cruzi,
patologiascronicas en su naturaleza, representan serios problemas de Salud. Sus co-morbilidades
asociadas entre ellas, las enfermedades cardiovasculares, son un tépico de creciente interés, en parte,
como consecuencia de la disfuncion metabdlica e inmune que conllevan. El tejido adiposo (TA) es un
reservorio conocido del T. cruzisin embargo, la compleja interrelaciéon del parasito con el TA, el sistema
inmune y el metabolismo en un ambiente obesogénico, ha sido poco explorada. Esta particularidad ha
engendrado un campo de estudio novedoso e interesante que comprende a la triada infeccion, nutricién
e inmunometabolismo. Nuestro objetivo fue desarrollar en primer lugar, un modelo de obesidad con
caracteristicas no extremas inducido por dieta (DIO), que nos proporcionara una plataforma util para
abordar las formas clinicas de obesidad prevalentes y luego, investigar el rol de este parasito, sobre la
disfuncién metabdlica e inflamatoria y sus repercusiones principalmente cardiovasculares. Este nuevo
modelo se disefid usando ratones C57BL/6 salvajes sometidos a una dieta moderada en grasas, fructosa
en el agua de bebida y dosis minima de estreptozotocina y estudiamos el efecto cronico de la infeccion
con 500 tripomastigotes-cepa Tulahuén (DIO+l) sobre parametros metabdlicos y desordenes
relacionados a la obesidad. Demostramos en ratones DIO, aumento de leptina, insulino resistencia,
dislipemia y esteatosis cardiaca y hepatica. Sorprendentemente, estas alteraciones metabdlicas fueron
mejoradas por la infeccién, pero los niveles del biomarcador, apolipoproteina B100, en plasma estuvieron
incrementados significativamente en ratones DIO+I, sugiriendo la presencia de particulas pro-
aterogénicas: LDL pequefias y densas. El grupo DIO+I, mostré ademas resistencia aguda a la accién de
la insulina, con hiperglucemia crénica e hipoinsulinemia, evidenciando una progresion a diabetes
inducida por la infeccion. En este modelo, las anormalidades demostradas en la homeostasis de los
glicidos y lipidos fueron dependientes de la sefial dada por el receptor tipo Toll 4, ya que ratones
deficientes (TLR4-/-), estuvieron protegidos de la obesidad y sus complicaciones. De manera interesante,
la infeccién parasitaria provoco un fuerte incremento en macréfagos productores de la quimiocina MCP-1
con un fenotipo M2 (F4/80+CD11c-CD206+) asociado a un estrés oxidativo exacerbado en TA visceral
(TAV) de ratones DIO+I. Nuestros resultados permiten concluir que la infeccién crénica con T. cruzi, fue
capaz de disminuir el contenido de lipidos, inducir una potenciacién del perfil M2 de macroéfagos en TAV y
una fuerte respuesta inflamatoria en los tejidos blanco del hospedador. Hallazgos que en su conjunto,
sugieren un rol clave del parasito, su persistencia y la desregulacién inmunometabdlica concomitante,
como factores que contribuyen a la progresion a diabetes/aterosclerosis.
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MR5 Caracterizacion Blancos Moleculares y Busqueda de Nuevos
AgentesTripanocidas

(Sala P1) Moderadores: Dr.Sergio Guerrero/ Dr. Diego Arias
Busqueda in silico de nuevos farmacos tripanocidas.

Alan TaleviLaboratorio de Investigacion y Desarrollo de Bioactivos, Facultad de Ciencias Exactas,
Universidad Nacional de La Plata — CONICET. atalevi@biol.unlp.edu.ar

La busqueda in silico de nuevas soluciones terapéuticas constituye una excelente alternativa en nuestro
escenario regional, comprendiendo tanto el disefio asistido por computadora como el cribado in silico.
Este dltimo supone la aplicacion de modelos o algoritmos computacionales para detectar compuestos
con determinada actividad farmacolégica en bibliotecas quimicas digitales. Al enfocar la busqueda virtual
en repositorios quimicos adecuados, es posible desarrollar reposicionamiento de farmacos asistido por
computadora, una estrategia eficiente y econdémica para el descubrimiento de tratamientos innovadores.
Esencialmente, consiste en encontrar nuevos usos médicos de drogas ya existentes, incluyendo
farmacos de uso en la clinica, discontinuados y en desarrollo.La eleccién de la metodologia cuya
aplicacién resulta mas conveniente depende criticamente de la informacién disponible sobre el blanco
molecular de interés y sobre ligandos conocidos del mismo, pudiéndose optar, segun el caso, entre
metodologias directas (basadas en el blanco molecular), indirectas (basadas en los ligandos), métodos
hibridos y, mas recientemente, el andlisis topolégico de redes farmaco-proteina. Durante la presentacién
se expondran sintéticamente los resultados obtenidos al aplicar esta estrategia para identificar
compuestos con actividad tripanocida, incluyendo el enfoque en blancos moleculares diversos tales
como la cruzipaina, el metabolismo de poliaminas y la N-miristoil transferasa. En algunos casos, se ha
logrado avanzar con los candidatos hasta modelos animales de infeccion aguda y crénica, con
resultados prometedores.

El transporte de hemo como posible blanco para la i nhibicion de la replicacion de T.
cruzi, ¢Podemos disefiar una estrategia que permita bloque ar eficientemente el
transporte de hemo?

Julia A. Cricco, Lucas Pagura, Marcelo L. Merli y Brenda A. Cirulli. Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Rosario (IBR) CONICET — UNR. Area Biofisica, Dpto. Quimica Bioldgica. Fac. de Cs.
Bioquimicas y Farmacéuticas. UNR. Suipacha 531. CP 2000. Rosario, Santa Fe. cricco@ibr-

conicet.gov.ar

El grupo hemo es un cofactor esencial para los organismos aerobios y la mayoria de ellos puede
sintetizarlo a partir de una ruta conservada. Sin embargo, existen algunos microorganismos aerobios que
contienen hemoproteinas que intervienen en diversas rutas metabdlicas pero no tienen la capacidad de
sintetizar el cofactor. En este grupo encontramos a microorganismos patégenos como los
tripanosomatidos, en particular Trypanosoma cruzi carece de las enzimas de la ruta de sintesis de hemo
pero contiene hemoproteinas esenciales como los complejos de la cadena respiratoria mitocondrial,
entre ellas el complejo citocromo ¢ oxidasa tipo aa3, también enzimas involucradas en la sintesis de
ergosterol como CYP450, cyt b5, etc (Tripodi et al., 2011). En nuestro laboratorio estamos interesados
en dilucidar los mecanismos de transporte, distribucién y utilizacion del hemo en T. cruzi, identificar y
caracterizar las proteinas que participan, y finalmente estudiar la utilizacion mitocondrial del hemo en sus
distintas formas. Nuestros resultados muestran que, en primer lugar, T. cruzi es capaz de captar y
transportar el hemo durante los estadio replicativos de su ciclo de vida (epimastigote y amastigote), pero
no asi como tripomastigote, y ademas, la existencia de un transportador proteico capaz de discriminar
entre compuesto estructuralmente similares (Merli, et al., 2016). También logramos la caracterizacion de
una proteina de T. cruziTcHTE (por Heme Transport Enhancer), conservada en tripanosomatidos, que
presenta homologia con Ce-HRG4 de C. elegans. TcHTE pudo ser detectada principalmente en los
estadios de epimastigote y amastigote, y en menor grado en tripomastigote, y se localiza claramente en
el bolsillo flagelar del parasito. En epimastigotes, los niveles detectados de TcHTE cambian de acuerdo a
la variacion del contenido intracelular de hemo. Estos resultados apoyan la hipotesis de que TcHTE
cumpliria una funcién critica para la correcta captacion y transporte de hemo en T. cruzi, probablemente
cumpla un rol relevante en la optimizacion del transporte/trafico de hemo regulando esta actividad, sin
excluir la posibilidad de que forme parte del complejo transportador. Entonces, considerando el rol critico
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y esencial que cumple el hemo y que su inhibicién es letal para el parasito, nos interesa responder si es
posible inhibir el transporte de hemo de T. cruzi de manera eficiente y selectiva en los distintos estadios.

Dando los primeros pasos en las técnicas de “Virtua | Screening” para el
reposicionamiento de drogas con actividad tripanoci da.

Claudio A. Pereira’, Chantal Reigada’, Edward Valera', Carla C. Avila’>, Melisa M. Sayé', Mariana R.
Miranda'. ‘Laboratorio de Parasitologia Molecular, Instituto de Investigaciones Médicas (IDIM-
CONICET) y Facultad de Ciencias Farmacéuticas, Universidad de San Pablo, Brasil. cpereira@retina.ar

Las poliaminas son compuestos policationicos esenciales para el crecimiento y la diferenciacion celular.
A diferencia de otros protozoos, Tripanosoma cruziRYPANOSOMA CRUZI es auxétrofo para poliaminas,
por lo tanto la disponibilidad intracelular de las mismas depende exclusivamente de procesos de
transporte desde el medio externo. Respecto a inhibidores del transporte, trabajos previos reportaron que
el acetato de retinol inhibe el crecimiento de Leishmania y disminuye su concentracion intracelular de
poliaminas. Tomando estos datos como punto de partida, se realiz6 una estrategia combinada de
reposicionamiento de drogas por “virtual screening” seguido por ensayos in vitro. El objetivo fue
identificar drogas capaces de inhibir el Unico transportador de poliaminas descripto en T. cruzi (TcPAT12)
y evaluar su capacidad tripanocida. Mediante un “screening” por similitud en una base de datos de 3,000
farmacos aprobados por la “U S Food and Drug Administration” (FDA) y el acetato de retinol como
molécula de referencia, se obtuvieron siete retinoides utilizados en medicina humana. Posteriormente se
realizaron ensayos de “molecular docking” entre TcPAT12 y los retinoides seleccionados. En base a los
resultados obtenidos, la isotretinoina, un medicamento utilizado para el tratamiento del acné, fue
seleccionada para continuar en estudios in vitro. La isotretionoina inhibié el transporte de poliaminas asi
como también los transportadores de aminoacidos de la misma familia a la que pertenece TcPAT12
(TcAAAP). Los valores de ICx, calculados se encontraron en el rango de 4.6 a 10.3 uM. La isotretinoina
también mostré un fuerte efecto tripanocida sobre el estadio tripomastigote con una ICsy de 130 nM. Sin
embargo su efecto fue menor sobre epimastigotes (ICs, = 30.6 uM). No se observd efecto inhibitorio
sobre la actividad de transportadores no relacionados estructuralmente a TcPAT12, tampoco que la droga
altere la permeabilidad de la membrana plasmatica ni afecte viabilidad de células de mamiferos a las
concentraciones ensayadas. Estos resultados sugieren que la isotretinoina es una droga tripanocida
prometedora, por ser un inhibidor multi-diana de un grupo de transportadores de metabolitos esenciales.
Ademas, este es un farmaco utilizado hace décadas en medicina humana, lo que reduce
significativamente los requisitos para su posible aplicacion en la terapia para la enfermedad de Chagas.

Screening de drogas reposicionables con actividad a nti- Trypanosoma cruzi en modelos
in vitro e in vivo.

GULIN, JEN; ROCCO, D; BISIO, M; ALTCHEH, J; GARCIA-BOURNISSEN, F. Servicio de Parasitologia
y Enfermedad de Chagas — Hospital de Nifios “Ricardo Gutiérrez”. Buenos Aires, Argentina.

Las opciones terapéuticas actuales para la enfermedad de Chagas se limitan a benznidazol (BZ) y
nifurtimox (NFX). Existe la necesidad de estudiar otros compuestos eficaces y con mejor tolerancia. El
reposicionamiento de farmacos es una estrategia rapida y de bajo costo para identificar compuestos con
potencial actividad anti-T. cruzi,mientras que la terapia combinatoria cuenta con la ventaja de disminuir
las dosis terapéuticas y la duracion del tratamiento. En un sistema de cribado fenotipico in vitro de
mediano rendimiento, se evaluaron 23 compuestos a concentracion fija (10 uM) sobre amastigotes y
tripomastigotes, estableciendo el porcentaje de actividad relativa (AR) comparado con BZ y NFX. 15
compuestos exhibieron al menos un 50% de AR. Hasta el momento se evaluaron 6 principios activos,
obteniéndose la concentracion litica 50 (CLsg) sobre tripomastigotes, la concentracion inhibitoria 50 (Clsg)
sobre amastigotes, y en simultaneo, la citotoxicidad sobre las células hospedadoras. Miltefosina (MLT) y
pirimetamina (PYR) presentaron valores de Clso= 0,127 y 0,563 pM respectivamente, justificando
continuar con su evaluacion en un modelo murinode infeccion aguda. Hembras BALB/c de 5 semanas de
edad fueron infectadas con la cepa VD de T. cruzi(UDT TcVI) y tratadas con MLT a 25, 50, 75 y 100
mg/kg, o con PYR a 50 mg/kg durante 20 dias consecutivos por via oral. Se incluyeron grupos infectados
no tratados y tratados con BZ o NFX (100 mg/kg/dia). MLT produjo una disminucion de la parasitemia
dosis dependiente, con 100% de supervivencia en los grupos tratados a partir de la dosis 50 mg/kg. Los
ratones con parasitemia negativa fueron sometieron a un ciclo de inmunosupresion, registrandose una
reagudizacién en el 100% de ratones tratados con MLT, asi como en todos los ratones del grupo BZ, y en
57% del grupo NFX. PYR no tuvo efecto sobre la parasitemia y la mortalidad fue de 100%. En este
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modelo, MLT tendria un efecto parasitostatico mientras que PYR no demostré actividad in vivo. Se
continuara con ensayos in vitro e in vivo para evaluar el efecto parasiticida de las combinaciones con BZ
o NFX, junto con el cribado de un mayor nimero de compuestos reposicionados.

MR 6 Inmunologia

(Sala P13) Moderadores: Dra. Ana Rosa Perez/ Dra. Silvina Villar

High Mobility Group B de Trypanosoma cruzi (TcHMGB): en la interseccion entre PAMPs y
DAMPs

Pamela Cribb ***, Virginia Perdomo 2, Jorge Barrios Payan *, Romina Manarin 2, Victoria L.
Alonso %, Esteban C. Serra 2, Rogelio Hernandez Pando 3. 'Instituto de Biologia Molecular y
Celular de Rosario (IBR), CONICET, Rosario, Argentina. “Facultad de Ciencias Bioquimicas y
Farmacéuticas, Universidad Nacional de Rosario (UNR), Rosario, Argentina. 3 Unidad de
Patologia Experimental, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,
INCMNSZ, Mexico. cribb@ibr-conicet.gov.ar

Las proteinas High Mobility Group B (HMGB) son componentes estructurales de la cromatina
involucrados en importantes procesos nucleares como la transcripcion, replicacion y reparacion del ADN.
Algunas HMGBs ademas juegan roles claves fuera de la célula donde actian como alarminas o
“DAMPs” (Damage-associated Molecular Patterns) gatillando la respuesta inflamatoria frente a una sefal
de peligro o dafio tisular. Estas moléculas también juegan un rol central en la patogénesis de distintas
enfermedades autoinmunes e inflamatorias crénicas. Previamente, demostramos que la HMGB de
Trypanosoma cruzi (TCHMGB) caracterizada por primera vez en nuestro laboratorio, posee propiedades
arquitectonicas sobre el ADN como sus ortélogas. Para evaluar si la proteina del parasito es capaz de
actuar también como mediador de la respuesta inmune, utilizamos una proteina TCHMGB recombinante
para estimular macréfagos RAW 264.7 y ratones Balb/c. Los resultados obtenidos in vitro e in vivo
sugieren que TcHMGB puede actuar como mediador inflamatorio, activando los macréfagos en la via
clasica e induciendo la produccion de 6xido nitrico y la expresion de citocinas pro-inflamatorias como
TNF-q, IL-18 e IFN-y. Por otra parte, también se observé un aumento en la expresién de TGF-B e IL-10,
las cuales en general se asocian a una respuesta antiinflamatoria pero que ademas juegan roles claves
en la Enfermedad de Chagas. Estos resultados, si bien preliminares, sugieren que la HMGB del parasito
podria actuar como un mediador inmune exégeno. Asi, TCHMGB podria ser considerado un nuevo patrén
molecular asociado a patégeno (PAMP) con funciones parcialmente solapadas con las de los DAMPs del
hospedador, el cual podria ser importante en la patogénesis de la enfermedad.

PD-L2 regula negativamente la inmunopatologia mediada por la respuesta Thl en la infeccién con
Fasciola hepatica

Laura Cervi. Departamento de Bioquimica Clinica, Fa  cultad de Ciencias Quimicas, Universidad
Nacional de cordoba, CIBICI-CONICET:

El parasito trematodo, F.hepatica es el agente causal de la fasciolosis, enfermedad que afecta a millones
de bovinos y ovinos en todo el mundo. Fasciolosis es también unapatologiazoonética importante, con
una estimacion de 2.6 millones de personasinfectadas a nivel mundial. Una consecuencia de la infeccion
con F. hepatica,es la supresion de la respuesta inmune dirigida contra infecciones bacterianas
simultaneas o secundarias. Por ejemplo, ratones co-infectados con el parasito y Bordetellapertussis
muestran una reduccién significativa en la respuesta Thl-bacteriana especifica y una incapacidad
consecuente para eliminar el microbio. Ademas en modelos murinos se ha demostrado que los parasitos
tienen la habilidad de limitar la extensién de la respuesta inmune protectora Thl, promoviendo
mecanismos de curacion anti-inflamatoria, mediado por una respuesta inmune de tipo Th2, y macrofagos
M2. En las infecciones por helmintos, los macréfagos son criticos en el control de la inflamacién, a través
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de la sefializacion por moléculas co-inhibitorias como programmeddeathligand 2 (PD-L2), la cual es
capaz de unir a programmeddeath 1 (PD-1) expresado sobre células T activadas inhibiendo la
proliferacion de las mismas. Basados en estos antecedentes, nosotros investigamos la participacién dela
expresion de PD-L2 en células peritoneales durante la infeccion en ratones con F. hepatica y su
influencia en el control de la respuesta inmune protectiva y de la inmunopatologia. Pudimos establecer
que la expresion de PD-L2 se incrementa en las etapas tempranas de la infeccién con el parasito en
macréfagos peritoneales y que su expresidn es critica para la induccién de macréfagos de tipo M2.
Ademas, la ausencia en la expresién de PD-L2 se correlacioné con un aumento de la susceptibilidad a la
infeccion por F. hepatica, como se evidencia por una reduccién en la tasa de supervivencia y un aumento
del dafio hepético en ratones PD-L2 KO. Al mismo tiempo, se observo una reduccion en la produccion de
las citoquinas de tipo Th2, IL-4 e IL-10, en esplenocitos de ratones PD-L2 KO infectados, y se encontrd
un aumento de la produccion de IFN-y en esplenocitos y leucocitos intrahepaticos de estos animales. En
conjunto, nuestros datos demuestran que durante la infeccién conF. hepatica, la via de sefializacion PD-
L2 estd involucrada en la polarizacion de macréfagos alternativa, asi como en el control de la respuesta
inmune de tipo Thl subyacente, y de forma concomitante juega un papel clave en la determinacion de la
susceptibilidad a la infeccién con este helminto.

Regulacion de la respuesta celular T a través de la via de sefializacion de STAT en
pacientes con enfermedad de Chagas cronica.

Natale MA™, Alvarez MG®, Viotti R®, Bertocchi G°, Lococo B, Albareda MC', Laucella S* *INP “Dr. F.
Chaben” Buenos Aires, Argentina; “CONICET, Argentina; *HIGA “Eva Perén”, Buenos Aires, Argentina

Resultados previos de nuestro grupo han demostrado que las manifestaciones clinicas severas de la
enfermedad de Chagas se correlacionan fuertemente con la pérdida de la funcionalidad y nimero de
linfocitos T especificos para el Trypanosoma cruzi. Los pacientes cronicamente infectados muestran
también una disminucién en la expresion del receptor de IL7 (IL-7R), el que participa a través de su
interaccion con la IL-7 en la supervivencia, diferenciacion y proliferacion de linfocitos T virgenes y de
memoria. Luego de la activacion de las células T, la expresion de las dos cadenas que componen el IL-
7R es diferente: mientras que la cadena CD127 baja su expresion, la expresion de la cadena CD132 es
aumentada rapidamente. En este trabajo, estudiamos la capacidad de las células T para responder a
antigenos de T. cruzi y su relacion con la expresién de los componentes (CD127/CD132) y la
funcionalidad del receptor de la IL-7 en pacientes con diferentes formas clinicas de la enfermedad de
Chagas crénica. Se observd una disminucibn en el porcentaje de células de memoria
CD4'CD45RA™CD127'CD132'y CD8'CD45RA CD127'CD132" en pacientes con menor grado de
disfuncién cardiaca en comparacion con aquellos en estadios mas severos y controles no infectados. A
su vez, los pacientes con respuesta celular T positiva a un lisado de T. cruzi, medida a través de la
técnica de ELISPOT para IFN-y e IL-2, fueron los que presentaron menor frecuencia de células T
CD4'/CD8"CD45RA™ CD127CD132" en comparaciéon con pacientes con respuesta celular negativa,
sugiriendo que los pacientes en mejor condicion clinica son capaces de modular la expresién del IL-7R.
La falta de respuesta celular T especifica para T. cruzi en pacientes con sintomas cardiacos se
correlacion6 con una menor capacidad funcional del IL-7R, evaluada por la capacidad de IL-7 de inducir
la fosforilacion de STATS y la expresion de CD25 en linfocitos T. Estos resultados sustentan que la
existencia de alteraciones en la via de sefializacion del IL-7R seria otro factor involucrado en el proceso
de agotamiento inmunolégico ante la infeccion persistente por T. cruzi.
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Perfil de diferenciacion de las células T en distin tas formas clinicas de Leishmaniasis

Tegumentaria Americana.

Cecilia Parodi*?, Maria F. Garcia Bustos, Alejandra Barrio®, Federico Ramos’, Ana G. Gonzalez Prieto®,
Maria C. Mora', Patricia Baré?, Miguel A. Basombrio®, Marfa M. de Elizalde de Bracco® ‘Instituto de
Patologia Experimental (IPE), CONICET, Universidad Nacional de Salta, Salta. “Laboratorio de
Inmunologia, Instituto de Medicina Experimental (IMEX), CONICET, Academia Nacional de Medicina,
Buenos Aires. ’Catedra de Microbiologia, Facultad de Ciencias de la Salud, Universidad Nacional de
Salta, Salta. e-mail: ceciliaparodi@conicet.gov.ar

La Leishmaniasis Tegumentaria Americana presenta dos formas clinicas principales: cutanea (LC) y
mucosa (LM). La LM es mas resistente al tratamiento especifico, y presenta mayor severidad y duracién
de la enfermedad. Las mismas especies de Leishmania (L. braziliensis y L. amazonensis) son
responsables de ambas formas, por lo que la respuesta inmune del hospedador resultaria un factor
determinante en la evolucién de la infeccion. En este trabajo nos propusimos determinar el perfil de
diferenciacion y de memoria de los linfocitos T CD4" y CD8" periféricos provenientes de pacientes con
LC y LM, con el fin de comparar las caracteristicas fenotipicas halladas en una u otra forma clinica, como
también entre pacientes monoinfectados por Leishmania o coinfectados por Leishmania- Trypanosoma
cruzi. Ademas, nuestra intencion fue correlacionar la expresion de marcadores de diferenciacion con el
tiempo de infeccién y su modulacién en el seguimiento de casos clinicos. Para esto, determinamos sobre
linfocitos T periféricos la expresion de los receptores CD27, CD28, CD45R0, CD127, PD-1 y CD57, junto
con la presencia en citoplasma de moléculas efectoras: interferon-y y perforina. Demostramos la
existencia de un fenotipo altamente diferenciado en ambas subpoblaciones de células T analizando
muestras de pacientes con LM, y preferentemente en la subpoblacién T CD8" de pacientes con LC. Por
otra parte, observamos tendencia a presentar un perfil de diferenciacién T mas avanzado en los linfocitos
de pacientes con LC o LM infectados por T. cruzi, comparando con los pacientes con infeccién Unica por
Leishmania. En la forma cutanea, analizando el periodo comprendido hasta el primer afio post-infeccion,
encontramos una asociacion positiva entre la duracion de la enfermedad y el estadio de diferenciacion de
los linfocitos T CD8", con el hallazgo de un aumento progresivo de marcadores de diferenciacion tardia al
avanzar en el tiempo. Por ultimo, realizamos el seguimiento de algunos pacientes con la forma de
presentacion mucosa. En los casos que exhibieron buena respuesta al tratamiento, se encontrd
preferentemente predominio de células T CD8" de diferenciacion temprana, mientras que las células T
CD8" de pacientes que presentaron recidivas clinicas frecuentes mostraron el patrén fenotipico
opuesto.En conclusién, en nuestro trabajo demostramos que la subpoblacién de linfocitos T CD8" sufre
los cambios fenotipicos mas representativos durante la leishmaniasis. Determinamos que los pacientes
con infecciones prolongadas en el tiempo muestran el mayor grado de diferenciacion, lo cual implicaria
una relacion entre diferenciacién T y persistencia del parasito en el organismo. El hallazgo de patrones
de diferenciacion T CD8" distintos durante el seguimiento de pacientes con diferente evolucion clinica
sugiere la posible utilizacion de estos analisis en la caracterizacién de los pacientes infectados por
Leishmania.
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BIOQUIMICA Y BIOLOGIA MOLECULAR

1- TRANSLATIONAL CONTROL IN T. CRUZI
Maria Camara™, Santiago Bertotti®

Alfonzo®, Calos A Buscaglia(4)

, Juan D

W@ B-INTECH-UNSAM.  ®Department
Microbiology, University of Chicago.

of

E-mail: milagritos.camara@gmail.com

The protozoan T. cruzi is the etiological agent of
Chagas disease, a major public health issue in
Latin America. Due to its predominant clonal
proliferation, this species is composed by multiple
“discrete typing units” displaying considerable
genetic diversity. Comparative analysis led to the
identification of quantitative/qualitative differences
on the expression of multiple molecules including
well-established virulence factors such as trans-
sialidases and mucins. It has been explored that
control of gene expression in T. cruzi is essentially
concerted by post-transcriptional mechanisms
which would be reinforced by epigenetic factors
and/or translational control. TcSMUG is an
homogeneous multiple member family of Thr-rich
mucins genes. Along their transit to the parasite
surface, the hydroxyl groups of some of the Thr
residues are further elaborated with short O-linked
oligosaccharide chains that are thought to confer
protective, adhesive and functional properties to
the mature TcSMUG products. TcSMUG is
composed of two groups of genes, named L and
S, organized in independent tandem arrays and
differing in the structure of their genomic loci. Both
groups are co-expressed in the epimastigotes
stage, and share structural homologies, but
present different functions and post-transcriptional
modifications. One notable feature is that
TcSMUGL products in contrast to TcSMUGS show
substantial differences in their expression levels
among parasites stocks. In the present work we
explore the molecular basis which controls
TcSMUG L inter-stock differential expression
variability which would be relying in a translational
mechanism operating on TcSMUGL mRNAs which
would depend on stock specific codon usage and
differences in the overall “tRNA signature” (tRNAs
gene transcription, tRNA maduration and tRNA
editing).

2 - CENTRAL ROLE OF GLUTAMINE
BIOSYNTHESIS IN THE NITROGEN
HOMEOSTASIS OF Trypanosoma cruzi

)

Marcell Crispim(l , @

Flavia Silva Damasceno™,
Agustin  Hernandez Lopez®, Maria Julia
Barison®”, Raphael Souza Pavani®, Maria
Carolina Quartim Barbosa Elias Sabbaga®, Ariel

Mariano Silber”

RN Yniversidade de Sdo Paulo. ®®@instituto
Butantan.
E-mail: marcellcrispim@gmail.com

Glutamine synthetase (GS) is an enzyme involved
in many cellular functions, among then, the
nitrogen detoxification by glutamine biosynthesis.
Due to this fact, Glutamine is hub of -NH2,
providing nitrogen to other metabolites and
participating of diverse metabolic pathways, such
as the purines, pyrimidines, other amino acids and
hexosamines. In Trypanosoma cruzi, glutamate is
one of the substrates of the reaction catalysed by
GS. This amino acid can be synthesized from TCA
cycle intermediates or transported from the
extracellular medium and participates in the
energy production, oxidative stress resistance,
metacyclogenesis, and osmoregulation. Therefore
the GS and other enzymes involved in the
degradation of this amino acid could be important
for the parasite viability. The recombinant GS from
T. cruzi, was expressed in E. coli and purified in its
active form. The kinetic parameters Vmax, Km,
Kcat, Ea, the cofactor influence, specificity for
substrates and the optimum pH were established
by using two different methods. The existence of a
quaternary structure was revealed by non-
denaturing electrophoresis and size-exclusion
chromatography, constituting an active
macromolecular complex of a 320 kDa which
corresponds to an octamer. The TcGS subcellular
localization, in all parasite stages, was both
cytosolic and mitochondrial. The treatment of
infected cells with a TcGS inhibitor, L-Methionine
sulfoximine, reduced the trypomastigote bursting
in CHO-K1 infections (IC50 = 20.02 pM, non-toxic
up to 10 mM in CHO-K1) and affected mostly the
amastigotes. In addition, the amastigote stage has
the higher GS transcript amount, enzyme activity,
as well as the higher protein expression. As these
are dependent on amino acid degradation as
energy source, producing NH4+, and GS inhibition
diminished the infection yields, we propose that
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TcGS is relevant in the intracellular cycle, due to
its role on ammonium detoxification.

3 - GENETICA POBLACIONAL DE LUTZOMYIA
LONGIPALPIS S.L. (DIPTERA:
PSYCHODIDAE), VECTOR DE LEISHMANIA
INFANTUM EN ARGENTINA

Angélica Pech May(l), Janine Ramsey(z), Domingo
Liotta®, Magali Giuliani”, Pablo Berrozpe ®)

Quintana Maria Gabriela®, Oscar Daniel Salomén

WO nstituto Nacional de Medicina Tropical.

@nstituto Nacional de  Salud  Pdblica.
®Universidad Nacional de Misiones.
®yniversidad Nacional de Tucuman. E-mail:

apechmay@gmail.com

Lutzomyia longipalpis es el vector mas importante
en la transmision de Leishmania infantum en
América Latina. En la actualidad varios autores
sugieren que Lu. longipalpis es un complejo de al
menos cuatro especies hermanas. En el presente
trabajo se reportan los resultados de la diversidad
y diferenciacibn genética, asi como la
filogeografia intra- especifica de Lu. longipalpis
s.l. en Argentina, inferido con la regién 3"del gen
cyt b. Los especimenes fueron colectados con
trampas CDC a partir del 2013 en Clorinda (Clo),
Corrientes (Corr), Puerto Iguazi (lg), San Ignacio
(S), Santo Tome (ST) y Tartagal (Tar).
Secuencias del 3" del gen cyt b de Lu. longipalpis
disponibles en el GenBank fueron usadas para
analisis filogeografico. Se identificaron 18
haplotipos de las 76 secuencias de Argentina, con
una variacion de 2-12 por localidad. La diversidad
haplotipica global fue alta, mientras que la
diversidad nucleotidica y el indice de polimorfismo
nucleotidico fueron bajos. Los indices de
diversidad genética mas altos fueron identificados
en Tar y ST, mientras que Clo y Corr tuvieron los
indices mas bajos. La estructura poblacional fue
alta y la mayor variacién fue intra- poblacional.
Las poblaciones con mayor diferenciacién
genética fueron entre Sl vs Corr, mientras que las
mas cercana genéticamente fueron Pl vs Tar. La
inferencia Bayesiana filogeogréfica indica que el
ejemplar de Venezuela se separa completamente
de las poblaciones de Argentina y Brasil.
Ejemplares de las poblaciones de ST y Tar se
agrupan con Juazeiro (Brasil), y en la red de
haplotipos se encuentran a dos-tres pasos
mutacionales. Haplotipos de Lu. longipalpis de
varios estados de Brasil se encuentran a al

menos cuatro pasos mutacionales del haplotipo
mas frecuente de Argentina. Los resultados
sugieren que la estructura genética y la
divergencia poblacional de Lu. longipalpis puede
deberse a patrones asociados con las
discontinuidades climéaticas, geogréficas y/o a la
fragmentacion del héabitat. Los pocos pasos
mutacionales entre las poblaciones de Juazeiro
con las poblaciones Argentinas indican que hubo
o0 existe un flujo genético entre ambas y/o con los
estados mas proximos a las zonas de frontera
con Argentina. Para un andlisis mas robusto
filogeografico, se van a analizar con el mismo
marcador, muestras de Lu. longipalpis de paises
vecinos como Bolivia, Paraguay, Uruguay, asi
como ampliar el nimero de secuencias de
estados vecinos de Brasil.

4 CARACTERIZACION FUNCIONAL Y
BIOQUIMICA DEL TRANSPORTE DE
RIBOFLAVINA EN TRIPANOSOMATIDOS

Dario Balcazar (1), Herndn Bonomi (2), Carolina
Carrillo ©

W@ CT-Milstein- CONICET. “Fundacion Instituto
Leloir.

E-mail: darioebalcazar@gmail.com

La Enfermedad de Chagas es una endemia
americana, causada por el protozoo Trypanosoma
cruzi. Los tratamientos actuales presentan
eficacia limitada, alta toxicidad y pueden generar
resistencia por lo que resulta necesario
desarrollar nuevas terapias que apunten a
blancos esenciales y especificos del parasito. La
riboflavina (Rf) es una vitamina esencial para toda
célula, por ser precursora de los cofactores FMN
y FAD, responsables de una gran variedad de
reacciones celulares. Se ha descripto que los
tripanosomatidos son auxotrofos para Rf.
Nuestros ensayos previos indicaron que la Rf
estimula la proliferacion de epimastigotes y
amastigotes de T. cruzi y también Ia
metaciclogénesis, mientras que analogos de Rf
interfiieron con estos procesos. También
encontramos un potencial transportador de Rf
(TcRibJ), identificado por analisis in silico,
perteneciente a la superfamilia MFS. El objetivo
de este trabajo fue caracterizar el transporte de Rf
en epimastigotes de T. cruzi y especies
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relacionadas. Nuestros estudios muestran que los
epimastigotes de T. cruzi, prociclicos de T. brucei,
promastigotes de L. mexicana y de Phytomonas
Jma y coanomastigotes de C. fasciculata fueron
capaces de incorporar 3H-Rf, de manera tiempo-
y concentracion- dependiente. Para todos los
casos, el transporte mostré afinidades similares
entre si, en el orden sub-micromolar (Km: 0,07 —
0,39 uM). En estudios en epimastigotes de T.
cruzi, se vio que FMN o FAD también son
incorporados y que los analogos de Rf afectaron
la incorporacion de 3H-Rf. La expresion
heter6loga de TcRibJ en bacterias E. coli
auxétrofas para Rf recuper6 la capacidad
proliferativa de dichos cultivos en medios con baja
disponibilidad de Rf, FMN o FAD. Por otra parte,
la sobre-expresion de TcRibJ en epimastigotes
mostré un incremento significativo en la velocidad
de incorporacion de Rf, corroborando su funcién
como transportador de Rf en T. cruzi, Mediante
estudios bioinformaticos se identificaron
potenciales transportadores RibJ en diversos
tripanosomatidos. Nuestros andlisis filogenéticos
determinaron que RibJ es exclusivo de este grupo
taxonémico, observandose un origen comudn y
una diversificacion a lo largo de los distintos
géneros. Estos resultados muestran avances en
la caracterizaciéon del transporte de Rf en
tripanosomatidos, particularmente en T. cruzi; y
junto con analisis previos, sefialan a Rf y su
transporte como potencial blanco para el
desarrollo de terapias nuevas/complementarias.

5 - RATIONAL DESIGN OF NITROFURAN
DERIVATIVES: SYNTHESIS OPTIMIZATION,
AND VALUATION AS INHIBITORS OF
Trypanosoma cruzi TRYPANOTHIONE
REDUCTASE

Diego G Arias(1), Fernando E Herrera(2), Alberto
S Garay(3), Daniel Rodrigues(4), Pamela S
Forastieri(5), Liliana E Luna(6), Maria DLM
Birgi(7), Claudio Prieto(8), Alberto A Iglesias(9),
Sergio A Guerrero(10)

(1)(9)Instituto de Agrobiotecnologia del Litoral
(CONICET-UNL). Facultad de Bioquimica vy
Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional del
Litoral. (2)(3)(4)(7)(8)Facultad de Bioquimica y
Ciencias Biolégicas, Universidad Nacional del
Litoral..(5)(6)Instituto de  Quimica  Rosario
(CONICET) - FCByF- Universidad Nacional de
Rosario..(10)Instituto de Agrobiotecnologia del

Litoral (CONICET-UNL). Facultad Regional Santa
Fe, Universidad Tecnolégica Nacional.

E-mail: darias@fbcb.unl.edu.ar

Nitroheterocycle drugs are nowadays considered
as a valid option for treating infectious diseases
caused by trypanosomatids. The World Health
Organization currently accepts nifurtimox in
therapy trials combined with other validated drugs
for the treatment of human  African
trypanosomiasis. In this work, we present the
rational design and synthesis of a series of 5-
nitro-2-furoic acid analogues that were tested for
trypanocidal activity against epimastigote forms of
Trypanosoma cruzi and for toxic effects on human
HelLa cells. Between all synthetic compounds,
three of them had an IC50 value in the range of
Nfx, but compound 13 exhibited an improved
effect with an IC50 of 1.0 + 0.1 pM and a selective
index of 70 in its toxicity against HeLa cells. We
analyzed the activity of compounds 8, 12 and 13
to interfere in the central redox metabolic pathway
in trypanosomatids, which is dependent of
reduced trypanothione as the major pivotal thiol.
The three compounds behaved as better inhibitors
of trypanothione reductase than Nfx (Ki values of
118 pM, 61 pM and 68 uM for 8, 12 and 13,
respectively, compared with 245 pM for Nfx), all
following an uncompetitive enzyme inhibition
pattern. Docking analysis predicted a binding of
inhibitors to the enzyme-substrate complex with
binding energy calculated in-silico that supports
such molecular interaction.

6 - ANALOGOS SINTETICOS DE PROLINA:
EFECTO TRIPANOCIDA Y ACCION SOBRE EL
TRANSPORTADOR DE PROLINA TCAAAP069
DE Trypanosoma cruzi

Melisa M Sayé®, Lucia Fargnoli®, Guillermo
Labadié®, Claudio A Pereira®

W@ aboratorio de Parasitologia Molecular, IDIM-
CONICET. P®|QUIR-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. En
Trypanosoma cruzi, la prolina también es
importante no soélo para el crecimiento sino
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también para la diferenciaciéon entre estadios y la
patogénesis. Ademas hay evidencias de su
participacién en la osmorregulacion, y en la
resistencia a estrés oxidativo, nutricional y a
drogas tripanocidas. La permeasa de prolina
TcAAAPO69 pertenece a la familia de
transportadores de aminoacidos y derivados
TcAAAP, cuyos miembros no poseen homélogos
en mamiferos y son los responsables de la
adquisicion de metabolitos, algunos esenciales
para la supervivencia del parasito. Estas
caracteristicas convierten a los miembros de esta
familia no so6lo en interesantes blancos
terapéuticos per se sino también en posibles vias
de ingreso de farmacos tripanocidas. En este
trabajo se ensayé el efecto de cuatro derivados
de prolina sobre el transporte mediado por la
permeasa de prolina TcAAAPO69 y ademas se
evaluaron como posibles agentes tripanocidas.
Por un lado observamos que sélo los compuestos
ITP-1B e ITP-1G fueron capaces de disminuir
significativamente el transporte de prolina de una
manera dosis-dependiente, y que el compuesto
ITP-1G es el que presenta mayor efecto sobre el
transportador TCAAAP069. Al medir los niveles de
prolina intracelular en presencia y ausencia de los
analogos, el Unico que no permitid el ingreso de
prolina durante la incubacion fue el compuesto
ITP-1G. Adicionalmente se observd que los
analogos ITP-1B, ITP-1D e ITP-1G poseen accién
tripanocida en cultivos de epimastigotes de T.
cruzi presentando IC50s entre 40 y 60 pM. Por
Gltimo evaluamos el efecto sobre el transporte de
otros metabolitos, y observamos que el efecto de
los compuestos ITP-1B e ITP-1G pareciera estar
limitado a las permeasas de la familia TCAAAP.
Nuestros resultados confirman la potencialidad de
los transportadores TcAAAP como blancos
terapéuticos y demuestran que es posible disefiar
analogos sintéticos de aminoacidos con actividad
tripanocida.

7 - CARACTERIZACION CINETICA Y
ESTRUCTURAL DE LA UDP-GLUCOSA
PIROFOSFORILASA DE EUGLENA GRACILIS

Robertino J Muchut, Diego G Arias, Alberto A
Iglesias, Sergio A Guerrero

Laboratorio de Enzimologia Molecular - Instituto
de Agrobiotecnologia del Litoral (UNL-CONICET).
E-mail: rmuchut@santafe-conicet.gov.ar

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

Euglena gracilis es un protozoo de agua dulce
capaz de crecer fotosintéticamente o
heterotréficamente usando una gran variedad de
compuestos organicos como Unica fuente de
carbono y energia para el crecimiento. E. gracilis
es una fuente adecuada para la generacién de
varios compuestos usados para la produccion de
cosmecéuticos, nutracéuticos, alimentos,
paramilon y ceras. Cuando se la cultiva
aerObicamente produce como compuesto de
reserva un polimero de glucosa, B-1,3 glucano
(paramilon). En protozoos, la sintesis de oligo y
polisacaridos estructurales y de reserva se
produce a través de UDP-glucosa, un metabolito
clave de las vias de hidratos de carbono
presentes en la mayoria de los organismos, que
se generan en una reaccion catalizada por la
UDP-glucosa pirofosforilasa (EC 2.7.7.9, UDP-Glc
PPasa). En este contexto llevamos a cabo la
sintesis de novo y el clonado molecular del gen
que codifica para la UDP-Glc PPasa de E.
gracilis. Esta enzima se expresd en células de
Escherichia coli. La enzima purificada se
caracterizo cinética y estructuralmente,
obteniéndose una velocidad de sintesis de UDP-
glucosa con valores de Vmax de 3350 U/mg, y la
afinidad para sustratos comparables a los
encontrados para la enzima de otros protozoos
(0,24 mM y 0,17 mM para glucosa-1P y UTP
respectivamente). Se determind una masa
molecular de 55 kDa por cromatografia de
exclusibn molecular, correspondiente con una
estructura monomérica. Ademds, los resultados
muestran que la actividad de la enzima es
afectada por la oxidacién con diamida y peréxido
de hidrégeno, siendo recuperada con la adicion
de ditiotreitol, sugiriendo una posible regulacién
en la actividad de la enzima en E. gracilis.
Financiado por ANPCyT (PICT 15 1149 y PICT 15
1767).

8 - GENOTIPOS DE T. GONDII EN CASOS DE
TOXOPLASMOSIS AGUDA EN MUJERES
GESTANTES EN ARGENTINA

Mariana Bernstein®, Lais L Pardini®, Liliana A
carral®, Maria L Gos®, Gaston A Moré®,
Federico J Kaufer®, Andrea Dellarupe'”, Cristina
Freuler®, Juan M Unzaga®, Ricardo A
Durlach®, Maria C Venturini®
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DG aporatorio  de  Inmunoparasitologia,
FCV, UNLP/CONICET, Argentina. ®©®0centro
de Toxoplasmosis y otras Zoonosis, Hospital
Aleman, CABA. @) aboratorio de
Inmunoparasitologia, FCV, UNLP.
E-mail: marianverde@gmail.com

La toxoplasmosis humana puede causar lesiones
variables en el feto en la primoinfeccion. El
objetivo de este estudio fue aislar y genotipificar T.
gondii a partir de muestras de mujeres
embarazadas con toxoplasmosis aguda. En el
Hospital Aleméan se detecté infeccion aguda por
serologia en 4 mujeres en el dltimo tercio de la
gestacion. Los casos se identificaron como 12/01
Hum, 14/04 Hum, 15/02 Hum y 16/01 Hum
tomados en un lapso de 4 afios. Para aislar al
parasito se tom6 muestra de placenta en 12/01
Hum y de sangre de corddn en los demas casos.
Las muestras se inocularon en ratones y al
sacrificio se envio  SNC y otros 6érganos al
LAINPA-FCV-UNLP donde se cuantificaron
quistes e inocularon ratones deficientes para
IFNY. Se obtuvieron parasitos del lavado
peritoneal, se cultivaron en células Vero y se
conservaron a -196°C. Se extrajo ADN de las
muestras de humanos, del SNC y pulmén de los
ratones y de los parasitos en cultivo, se realizé
PCR con los primers especificos TOX5-TOX8. La
genotipificacion se realiz6 por n-PCR para 9
marcadores (M) seguida por cortes con enzimas
de restriccion. El genotipo observado para 12/01
Hum (tipo Il para todos los M) es similar al
identificado en T. gondii Data Base (Toxo-DB)
como #1 0 3, y al genotipo ME49 caracteristico de
Europa y Norteamérica. El genotipo para 14/04
Hum (8 M tipo Il y 1 tipo I) fue similar al
identificado como #14 6 138 y al obtenido a partir
de wallabies y gallinas de Argentina y de animales
domeésticos y silvestres de Sudamérica y Estados
Unidos. Los genotipos encontrados para 15/02
Hum (6 M tipo lll y 3 tipo 1) y 16/01 Hum (7 M tipo
lll, 1 tipo | y 1 tipo Il) no registran homologos
alélicos en la Toxo-DB. El linaje tipo Il es poco
frecuente en Sudamérica, pero se encontré en
Chile y en cerdos y gallinas de la provincia de
Buenos Aires reforzando la hipétesis de la
importacion de cepas canénicas en las zonas
cercanas a los puertos internacionales. Los
demas aislamientos son esperables para
Sudamérica donde aparece frecuentemente una
amplia variedad de combinaciones alélicas con
predominancia del tipo Il sobre todo en Brasil y

Argentina. Diferentes aislados identificados como
atipicos han demostrado diferente virulencia en
modelos animales. Es de importancia la
caracterizacion  biolégica de los aislados
detectados en humanos de Argentina a fin de
relacionar los genotipos de T. gondii con rutinas
diagnésticas de la mujer embarazada, con el
seguimiento del recién nacido y asi orientar
planes de control.

9 - MECANISMOS MOLECULARES
ACTIVADOS POR INTERACCION DE LOS
ANTICUERPOS CONTRA LAS PROTEINAS
RIBOSOMALES P DE T. CRUZI SOBRE LOS
RECEPTORES CARDIACOS

Laura M Tasso®, Alejandro F Benatar @ Magali
C Girard (3), Gonzalo R Acevedo (4), Gonzalo Greif
(5), Carlos Robello (6), Karina A Gomez "

W@EED ghoratorio de Biologia Molecular de la
Enfermedad de Chagas. INGEBI-CONICET,
Buenos Aires, Argentina..®®Unidad de Biologia
Molecular. Institut Pasteur, Montevideo, Uruguay..
E-mail: lauratasso79@yahoo.com.ar

Los anticuerpos dirigidos contra las proteinas
ribosomales P (Ac anti-P) de T. cruzi, en particular
aquellos dirigidos contra la regién C-terminal de
estas proteinas, presentan reactividad de cruce
con el segundo rulo extracelular de los receptores
31 adrenérgicos (B1AR) presentes en la célula
cardiaca. La interaccion de los Ac anti-P con los
receptores induce aumento de AMPc, cambios en
la frecuencia de latidos, asi como también
apoptosis de los cardiomiocitos luego de 24 hs de
estimulacién. Para estudiar los mecanismos
involucrados en la activaciéon del R1AR, se utilizo
un Ac monoclonal de cadena simple anti-P,
denominado C5. Por Western-blot, demostramos
gue los Ac anti-P activan la via “no clasica” del
B1AR en las células cardiacas HL-1, la cual
involucra la fosforilacién de ERK 1/2 y P-38 (1,7
veces sobre el basal, p<0,05), mientras que, otra
de las vias no clasicas reportadas, la via de
CAMKII, no se veria alterada. Por otro lado,
analizamos la expresién de genes por la técnica
de microarray luego de la estimulacion sostenida
de las células HL-1 con el Ac anti-P C5 e
isoproterenol (1SO), agonista del R1AR. Los
resultados muestran 55 y 37 genes sobre-
expresados, y 72 y 44 genes sub-expresados
respecto del control (PBS), para C5 e ISO
respectivamente (indice de cambio=1,5, p<0,05).
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Algunos genes madificaron su expresion en igual
sentido para ambos tratamientos, siendo 9 los
genes sobre-expresados y 13 los sub-
expresados. El andlisis por Gene Ontology
mostré, para los genes sobre-expresados en C5
un enriquecimiento en vias referidas a respuesta
inmune, respuesta a dafo, respuesta inflamatoria
y actividad de quimioquinas. En relacién al
tratamiento con ISO, se encontré una disminucion
de la actividad traduccional al analizar los genes
regulados en forma negativa. Nuestros resultados
sugieren que los Acs anti-P de T. cruzi, al igual
que otros Acs anti-RB1AR descriptos en patologias
cardiacas como cardiopatia idiopatica dilatada,
inducen una conformacion activa distinta del
receptor que conduciria a la activacion de vias de
sefializacion y por consiguiente, de genes
diferentes a los involucrados Iluego de la
interaccion del receptor con sus agonistas
clasicos. Este hallazgo podria contribuir a
entender la patogénesis de la cardiopatia durante
la Enfermedad de Chagas cronica, asi como al
disefio de estrategias terapéuticas.

10 - PALMITOILACION DE PROTEINAS EN
Trichomonas vaginalis

Romina Y Nievas, Maria Corvi, Natalia de Miguel
—INTECH.
E-mail: romina_nievas@intech.gov.ar

Trichomonas vaginalis es un patdogeno causante
de la infeccion de transmision sexual mas comun
en el mundo entero: tricomoniasis. Si bien las
infecciones a menudo son asintomaticas, en los
casos que causa sintomas, estos incluyen
vaginitis o uretritis. A su vez, si la infeccion
persiste en el tiempo, puede -causar
complicaciones severas, como infertilidad, parto
prematuro, aumento en la susceptibilidad a HIV y
en la incidencia de cancer cervical y prostatico.
Debido a que T. vaginalis es un parasito
extracelular obligado, la adherencia a las células
epiteliales es esencial para su supervivencia en el
hospedador. Una mejor comprension de este
proceso es importante para desarrollar terapias
para combatir la infecciébn. En este sentido,
trabajos recientes han implicado la S-
palmitoilacion como una modificacion post-
traduccional (MPT) clave en la regulacion del
proceso de infeccibn de diferentes parasitos
protozoos, como Plasmodium ssp, Trypanosoma

ssp, Giardia ssp y T gondii asi como también un
proceso esencial de regulacion de la adherencia a
la célula hospedadora en el hongo C.
neoformans. La S-palmitoilacion implica la union
mediante un enlace covalente de palmitato al
residuo Cys de una proteina, tanto citosélica
como de membrana. Esta adicion provoca un
cambio en la hidrofobicidad de la misma que
puede afectar en consecuencia su estabilidad,
interaccion,  conformacién, asociacion con
membranas, actividad enzimatica, expresion de
genes e incluso la red epigenética.
Interesantemente, el andlisis de la base de datos
del genoma de T. vaginalis sugiere la ausencia de
los genes involucrados en la via de sintesis del
ancla-GPI (glicofosfatidilinositol) y predice 16
Palmitoil Acil Transferasas putativas. Esta
observacion realza la importancia de entender la
funcién de la palmitoilacion en T. vaginalis. Con
este fin, realizamos un andlisis protedmico
completo de proteinas palmitoiladas en el
parasito, e identificamos 504 proteinas
involucradas en variedad de funciones que
incluyen transporte de proteinas, adherencia,
sefalizacion, respuesta a estrés, metabolismo y
expresibn de genes. Interesantemente, el
tratamiento de los parasitos con el inhibidor de
palmitoilacion  2-Bromopalmitato caus6 una
reduccién en la agregacion y adherencia de los
parasitos a la célula hospedadora, demostrando
por primera vez que la palmitoilacion es un
proceso que regula la adherencia de trichomonas
a la célula hospedadora, proceso clave para el
establecimiento y desarrollo de la infeccion

11 - DISTRIBUCION TISULAR DE LINAJES DE
T. cruzi LUEGO DE DISTINTOS
TRATAMIENTOS TRIPANOCIDAS DURANTE
LA ETAPA AGUDA DE LA INFECCION
EXPERIMENTAL

Mariana Strauss”, Juan C Ramirez®, Silvina Lo
Presti®, Carolina Bazan, Alejandra L Baez®,
Patricia Paglini(e), Alejandro Schijman(7), Walter
Rivarola®

NGOG nstituto de Investigaciones en Cs. de
la Salud (INICSA) Facultad de Cs. Médicas.
UNC..?Pnstituto de  Investigaciones  en
Ingenieria Genética y Biologia Molecular “Dr.
Hector N Torres” (INGEBI).
E-mail: marianastr86@gmail.com
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En modelos de infeccién experimental con T. cruzi
para evaluarla efectividad de farmacos, la
utilizacion de aislamientos naturales permite una
mejor representacion de lo que realmente ocurre
en pacientes de area endémica. El conocimiento
sobre la complejidad de T. cruzi es esencial para
determinar los aspectos que intervienen en el
tropismo tisular del parasito, las manifestaciones
clinicas, y la resistencia a drogas. Varios estudios
experimentales han indagado sobre las
propiedades bioldgicas de los diferentes linajes
por separado, pero pocos se han centrado en la
utilizacion de aislamientos naturales. El objetivo
del presente trabajo fue tipificar el aislamiento
Casibla (obtenido de un paciente con Chagas
congénito proveniente de é&rea endémica) en
sangre, misculo cardiaco y musculo esquelético
de ratones infectados y tratados con benznidazol
(BZ) y clomipramina (CLO), en la etapa aguda de
la infeccion. Se infectaron 36 ratones y se los
dividio en los siguientes grupos: infectados no
tratados (INT), tratados con: CLO 1,25mg/kg/dia
(CLO1,25), CLO b5mg/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
parasitos en sangre mediante PCR en tiempo real
(qPCR) (test de Fisher). La tipificacion se realizo
por gPCR con sondas TagMan dirigidas a las
regiones SL-IR, 18S, COIl y 24Sa, seguida de la
amplificacion del fragmento gendémico A10 de T.
cruzi, Todos los esquemas de drogas utilizados,
disminuyeron la carga parasitaria en relacion al
grupo INT (P<0,05) y presentaron mayor
sobrevida que el grupo INT. Se encontr6 que el
aislamiento Casibla esta compuesto por una
mezcla de linajes Tcll y TcVI. La distribucién de
los linajes en los tejidos infectados no fue
homogénea, encontrandose variaciones entre los
animales analizados. En musculo cardiaco del
grupo BZ6,25+CL0O1,25 se encontrd sélo el linaje
TcVI, mientras que en los INT ambos linajes
estaban presentes. En algunos casos TcVI
presentd una curva de melting tipica de Tcll que
requiere mayor analisis, actualmente en proceso.

El linaje TcVI seria aparentemente mas resistente
a la accion de las drogas, ya que fue el linaje que
se encontrd en la mayoria de los casos después
de los tratamientos realizados. Para valorar la
efectividad de la terapéutica se deberia tener en
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cuenta la variabilidad que posee T. cruzi y la
susceptibilidad de los diferentes linajes.

12 - THE PROTEIN TcHTE OF Trypanosoma
cruzi IS INVOLVED IN HEME TRANSPORT

Lucas Pagura, Brenda A Cirulli, Marcelo L Merli,
Julia A Cricco

IBR.E-mail: pagura@ibr-conicet.gov.ar

Trypanosoma cruzi carece de todas las enzimas
de la via de biosintesis de hemo, por lo que debe
incorporarlo desde los diferentes hospedadores
durante su ciclo de vida. En nuestro laboratorio
estamos interesados en elucidar los mecanismos
de transporte de hemo en el parasito. En estudios
previos hemos utilizado diferentes analogos
fluorescentes de hemo (HAs, derivados de
protoporfirinas y mesoporfirinas), para
caracterizar los estadios donde ocurre el
transporte. Dichos compuestos no pueden ser
metabolizados por el parasito y produjeron
diferentes efectos en el crecimiento de
epimastigotes. Estos resultados indicaron que T.
cruzi es capaz de incorporar selectivamente estos
analogos durante los estadios replicativos
(epimastigote y amastigote) pero no en el estadio
infectivo  (tripomastigote), sugiriendo que el
trasnporte de hemo procede principalmente
durante los estadios replicativos (Merli, 2016).
Recientemente hemos identificado a la proteina
TcHTE, que se localiza en el bolsillo flagelar del
parasito, la cual estaria involucrada en el
transporte de hemo (Merli, 2016). La presencia y
abundancia de TcHTE en epimastigotes se vio
afectada por la disponibilidad de hemo en el
medio de cultivo, detectada por ensayos de
Western blot utilizando anticuerpos especificos
para la proteina en extractos totales de
epimastigotes crecidos en 0, 5 y 20 yM de
hemina. También la presencia de HAs afecto
selectivamente la presencia de de TcHTE en
epimastigotes. Los niveles de transcripto del gen
que codifica para TcHTE se evaluaron en
epimastigotes por qPCR observandose que estos
fueron afectados por la disponibilidad de hemo en
el medio de cultivo, siendo mayor a menor
concentracién de hemina en el medio. Por otro
lado, TcHTE pudo ser detectada principalmente
en los estadios de epimastigotes y amastigotes,
donde se produciria transporte de hemo, y en
menor grado en tripomastigotes. Los resultados
obtenidos indican que T. cruzi presenta un
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sistema selectivo para el trasnporte de hemo y
que dispondria de algin mecanismo intracelular
para detectar los niveles de hemo intracelular
(que dependera de la disponibilidad en el medio),
regulando los niveles del transcripto de TcHTE
como asi también los niveles de proteina
presente para optimizar el transporte del cofactor.
Merli ML, Pagura L, et al (2016) The
Trypanosoma cruzi Protein TcHTE Is Critical for
Heme Uptake. PLoS Negl Trop Dis 10(1):
€0004359. doi:10.1371/journal.pntd.0004359.

13 - DISRUPCION DEL GEN H2AZ DE
TOXOPLASMA  GONDII  MEDIANTE EL
SISTEMA CRISPR/CAS9

Sebastian Balerini, Laura Vanagas, Agustina
Ganuza, Sergio O. Angel

Laboratorio de Parasitologia Molecular, 1IB-
INTECH, CONICET-UNSAM, Av. Intendente
Marino Km. 8.2, C.C 164, (B7130lIWA),

Chascomus, Prov. Buenos Aires, Argentina.

E-mail: sfbalerini@gmail.com

Toxoplasma gondii es un parasito intracelular
obligado del Phylum Apicomplexa causante de la
toxoplasmosis. Los moduladores epigenéticos y la
alteracion de la estructura de la cromatina son
muy importantes en la regulacion de la expresion
génica, la replicacion y el mecanismo de
reparacion del ADN. Las histonas canoénicas y
variantes son componentes principales de la
cromatina en células eucariotas y pueden
modificar su estructura para conferir funciones
especializadas. H2A.Z es una histona variante
que conforma nucleosomas con H2B.Z en
T.gondii, posiciondndose = mayormente  en
promotores de regiones génicas
transcripcionalmente activas. Ambas histonas son
modificadas post-traduccionalmente y creemos
que esta regulacion epigenética es fundamental

para su funcion vital. En especies como
Drosophila  melanogaster y  Tetrahymena
thermophila la H2A.Z es esencial para su

desarrollo pero no en levaduras, en donde ayuda
a regular funciones cromosomales y morfologicas,
y su ausencia perjudica el crecimiento en medios
de cultivo especificos. Nuestro objetivo principal
es determinar la importancia biolégica de esta
histona variante en T.gondii, para lo cual
pretendemos realizar la disrupcién génica

mediante el sistema CRISPR/CAS9. Para esto, se
disefiaron sgRNAs de 20-40 nucledtidos del
marco de lectura abierto del gen H2A.Z, que
contuvieran el PAM (NGG) y el sitio de restriccion
de Bsal. Se clonaron en el vector pU6 CRISPR
Universal mediante el sitio de restriccion Bsal en
un medio selectivo con ampicilina. Los clones
obtenidos se chequearon por PCR vy
secuenciacion. Se transfectaron paréasitos de la
cepa Prugniaud (tipo II) o RH (tipo 1) mediante
electroporacion. La proporcién de pardsitos con
disrupcion génica fue analizada por
Inmunofluorescencia Indirecta. Se observd que
los parasitos KO para H2A.Z manifiestan
dificultades en la replicacion, contabilizandose
vacuolas de no mas de 16 parasitos siendo en su
mayoria de 2 y 4 parasitos, a las 48hs post-
infeccién. En ese mismo intervalo las vacuolas de
parasitos sin disrupcion génica (WT) presentan un
estadio de crecimiento entre 32 y 64 parasitos en
su conjunto. A las 72 y 96 h post-infeccion ya no
se localizan parasitos KO y los WT se muestran
propagados por toda la monocapa celular luego
de repetidos ciclos liticos. Por lo tanto, la histona
H2A.Z cumpliria un rol esencial en la
supervivencia del parasito, y su ausencia dificulta
la replicacion.

14 - “TCLP1, una nueva proteina del bolsillo
flagelar homdloga a chaperonas bacterianas e
implicada en el crecimiento de formas
replicativas de T. cruzi,”

Raul Takada, Maria de los Milagros Camara,
Gabriel Briones, Carlos A Buscaglia, Ignacio M
Durante

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES
BIOTECNOLOGICAS DE LA UNIVERSIDAD
NACIONAL DE GENERAL SAN MARTIN (lIB-
UNSAM). E-mail: ignaciodurante@yahoo.com.ar

El bolsillo flagelar (BF) representa un sitio activo y
estratégico en el cuerpo de los trypanosomatidos
(TriTryps, parasitos protozoarios de gran
importancia zoondtica) y es el Unico sitio para la
exportacion de proteinas de superficie y la
adquisicién de nutrientes, constituyendo un portal
clave en la interaccién con el hospedador. En este
trabajo se presenta la identificacion y
caracterizacion de TCLP1 (Trypanosomatid CesT-
Like Protein- 1), una nueva proteina de
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Trypanosoma cruzi (T. cruzi) que se acumula en el
BF de formas replicativas de acuerdo al analisis
de su expresion enddégena mediante diversas
técnicas bioquimicas, inmuno-citoquimicas y de
microscopia electrénica de transmision.
Diferentes andlisis in silico revelan que TCLP1 es
la fundadora de una familia de proteinas
guiméricas conservadas en trypanosomatidos que
poseen dominios ubiquitin-like (ULD), dominios de
interaccion proteina- proteina (PDZ), y un dominio
con similitud estructural a chaperonas de
bacterias enteropatdgenas implicadas en la
exportacion de efectores de virulencia a través del
sistema de secrecion de tipo Il (T3SS). Este
dominio esta ademas funcionalmente conservado
y es capaz de revertir los efectos de la delecion
de la chaperona homdloga SicP de Salmonella
thyphimurium LT2 sobre la secrecion T3SS
dependiente del efector SptP por esta
enterobacteria. En T. cruzi, y a través de la
generacion de un sistema de expresion homoélogo
se confim6é la presencia de TCLP1 en
compartimentos anteriores asociados al BF, y se
determind que su sobre-expresion en parasitos
genera una disminucién en la supervivencia y una
progresion acelerada hacia la fase estacionaria
tardia en condiciones de hambreado. Ensayos de
endocitosis muestran ademas que estos efectos
se deberian al menos en parte a un defecto en la
adquisicion de nutrientes debido a una tasa
endocitica reducida. Debido a su localizacién
estratégica en el cuerpo de T. cruzi, la
conservacion funcional de dominios de origen
procariéticos exclusivos y sus funciones putativas,
proponemos el estudio de TCLP1 y sus ortélogos
relacionados en los TriTryps dada su importancia
tanto desde el punto de vista evolutivo como de
intervencién frente a estos trypanosomatidos de
suma relevancia sanitaria.

15 - ESTUDIO DE LA NUCLEOSIDO
DIFOSFATO QUINASA 1 DE Trypanosoma
cruzi Y SU PARTICIPACION EN MECANISMOS
DE REPARACION DEL ADN

Melisa M Sayé, Chantal Reigada, Edward Valera-
Vera, Fabio diGirolamo, Claudio A Pereira,
Mariana R Miranda

Laboratorio de Parasitologia Molecular, IDIM-
CONICET. E-mail: melisa.msaye@hotmail.com
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Las nucletsido difosfato quinasas (NDPK) son
enzimas que intervienen en la homeostasis
intracelular de nucleétidos di- y trifosfato. Son
enzimas multifuncionales puesto que participan
en numerosos procesos celulares como
apoptosis, transduccion de sefiales y reparacion
de ADN, entre otros. La NDPK1 de Trypanosoma
cruzi (TcNDPK1), es la Unica isoforma candnica
presente en el parasito, la cual es secretada, esta
involucrada en la resistencia a drogas
tripanocidas y tiene la capacidad de unirse y
degradar acidos nucleicos in vitro. En el presente
trabajo, evaluamos la participacién de la NDPK en
mecanismos de reparacion de ADN mediante su
expresién en sistemas heterélogos. En primera
instancia, determinamos que la frecuencia de
mutacién espontanea de bacterias que expresan
la TcNDPK1, obtenida mediante la seleccion de
colonias resistentes a rifampicina, se redujo 5
veces respecto del control, siendo una primera
evidencia de su posible funcién en la reparacion
del ADN. Para seguir evaluando dicha actividad,
expresamos la enzima en un modelo de
levaduras que carece del gen enddgeno de la
NDPK. Estas levaduras presentaron un
crecimiento mas eficiente que las levaduras
control. Asimismo el tratamiento con agentes
genotoxicos como el peréxido de hidrégeno
demostrd que sobreviven a altas concentraciones
del mismo, siendo la IC50 significativamente
superior respecto del control, 21.2 mM y 6.3 mM
respectivamente. Por Gltimo, se evalué el efecto
de la radiacibn UV y se encontr6 que estas
levaduras presentan mayor supervivencia al dafio
generado. Los resultados mostrados sugieren que
la TcNDPK1 podria estar involucrada en la
maquinaria de reparacion de ADN, un nuevo rol
gue se incorpora a las mdltiples y diversas
funciones que desempena.

16 - ESTUDIO DE RETINOIDES COMO
INHIBIDORES DEL TRANSPORTE DE
POLIAMINAS Y AMINOACIDOS EN

Trypanosoma cruzi

Chantal Reigada®™, Edward A Valera-Vera®, Carla
C Avila®, Melisa M Saye”, Mariana R Miranda®,
Claudio A Pereira®

W@@G) aporatorio de Parasitologia Molecular.
IDIM-CONICET.  ®Facultad de  Ciencias
Farmacéuticas, Universidad de San Pablo,
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Brasil..®Laboratorio de
Molecular.IDIM-CONICET.

E-mail: chanreigada@hotmail.com

Parasitologia

Las poliaminas son metabolitos esenciales para el
crecimiento y diferenciacion de las células.
Trypanosoma cruzi es auxoétrofo para putrescina y

estas moléculas deben ser obtenidas
exclusivamente del medio extracelular por
mecanismos de transporte. Por lo tanto, el

transportador de poliaminas es un interesante
blanco terapéutico contra la enfermedad de
Chagas. En el presente trabajo se identifico una
droga tripanocida, usando el transportador de
poliaminas de T. cruzi (TcPAT12), como blanco
para el reposicionamiento de drogas mediante el
empleo de técnicas in silico e in vitro. Se
comenzé con una busqueda por similitud
partiendo del acetato de retinol como compuesto
de referencia, el cual segun reportes previos
disminuye los niveles de poliaminas en
Leishmania spp. Mediante el rastreo en una base
de datos de 3,000 drogas aprobadas por la FDA
se obtuvieron siete retinoides usados en
medicina. Con estos compuestos y un modelo
estructural del transportador TcPAT12 se realiz
un analisis de “molecular docking”. De la
simulacién computacional de interaccion entre
TcPAT12 y los retinoides como ligandos, se
selecciond para realizar los ensayos in vitro a la
isotretinoina, una droga usada para el tratamiento
de acné. Se demostré que esta droga no solo
inhibioé el transporte de poliaminas sino también el
transporte de aminoacidos de la misma familia,
denominada TcAAAP. Los valores de IC50
calculados para putrescina, lisina, prolina y una
mezcla de 15 amino4cidos se encontraron en el
rango 4,6-10,3 uM. La isotretinoina no produjo
una inhibicién significativa sobre los
transportadores no relacionados con los de la
familia TCAAAP. Este retinoide presento actividad
tripanocida en el estadio tripomastigote, con una
IC50 de 130 nM mientras que en epimastigotes la
IC50 fue significativamente mayor (30,6 pM).
También se estudio si el efecto de la isotretinoina
podria deberse a una desestabilizacion de la
membrana plasmatica del parasito, pero no se
observé ningun cambio en esta estructura.
Tampoco la droga afect6 la viabilidad de células
de mamiferos. En conclusion, estos resultados
demuestran que la isotretinoina puede inhibir el
transporte de metabolitos esenciales y posee una
actividad tripanocida en el rango nM siendo una

droga prometedora para el tratamiento de la
enfermedad de Chagas.

17 - IDENTIFICACION DE COMPUESTOS
INHIBIDORES DE BROMODOMINIOS DE
Trypanosoma cruzi A PARTIR DE PRODUCTOS
NATURALES MODIFICADOS

Victoria L Alonso™, I Ayelen Ramallo®, Federico
Rua®, Esteban Serra®, Ricardo Furlan®

WFacultad de  Ciencias Bioquimicas vy
Farmacéuticas. Universidad Nacional de Rosario.
@@Onstituto  de Investigaciones para el
Descubrimiento de Farmacos de Rosario
(IIDEFAR). Universidad Nacional de Rosario.
@Instituto de Biologia Molecular y Celular de
Rosario (IBR-CONICET). E-mail:
alonso@ibr.gov.ar

Los Bromodominios son los U(nicos dominios
proteicos capaces de reconocer e interaccionar
con lisinas acetiladas. Trypanosoma cruzi, el
agente causal de la Enfermedad de Chagas,
presenta un bromodominio atipico (denominado
TcBDF3) capaz de interaccionar con la a-tubulina
acetilada presente en el citesqueleto de este
organismo. No existen reportes en otros
eucariotas de Bromodominios con funciones fuera
del ndcleo, lo que hace a TcBDF3 un interesante
blanco para el desarrollo de nuevas drogas
tripanocidas. Recientemente, se han descripto
nuevos compuestos inhibidores de
Bromodominios humanos para el tratamiento de
distintas patologias, demostrando que se trata
blancos  quimioterapéuticos  validos. Nos
planteamos buscar quimiotipos capaces de
interrumpir la interaccién entre TcBDF3 y a-
tubulina acetilada a partir de bibliotecas de
productos naturales quimicamente modificados y
evaluar su potencial tripanocida en todos los
estadios del ciclo de vida de T. cruzi, Contamos
con un ensayo de atenuacion de la fluorescencia
en microplacas de 96 pocillos. El fundamento del
método se basa en la modificacion de la
fluorescencia de triptéfanos debida a la
interaccién de la proteina con un ligando ya que
TcBDF3 presenta un triptofano en su bolsillo de
unién al ligando acetilado. Con este ensayo se
evaluo la presencia/ausencia de compuestos que
se unen a TcBDF3 en 19 extractos diversificados
guimicamente  pertenecientes a diferentes
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especies vegetales. Los mismos se prepararon
sometiendo a reaccién con exceso de clorhidrato
de hidroxilamina en etanol reflujo por 4 hs a los
respectivos extractos metandlicos. El extracto
modificado de Paspalum dilatatum Poir (Poaceae)
fue el que presentdé mayor bioactividad. Su
fraccionamiento bioguiado llevo al aislamiento e
identificaciéon de la oxima del (E)-4-hidroxi-3-
metoxibenzaldehido como responsable de la
actividad observada. Luego se corroboré la
interaccion de este compuesto con TcBDF3
mediante Thermal Shift y se calculé la constante
de disociacién de esta interacciéon (0.3 yM). Por
otro lado, se evalud la actividad tripanocida de
este compuesto en epimastigotes, tripomastigotes
y amastigotes de T. cruzi, obteniéndose CI50
entre 5 y 10 yuM segun el estadio y un indice de
selectividad de 6 sobre la linea celular Vero.
Podemos concluir que TcBDF3 es una blanco
guimioterapéutico interesante y el compuesto
encontrado puede ser un punto de partida para la
busqueda de inhibidores con mejores actividades
tripanocidas.

18 - CROMOSOMAS ARTIFICIALES COMO
PLATAFORMA PARA LA EXPRESION DEL
SISTEMA CRISPR/CAS9 EN Trypanosoma
cruzi

Matias Romero Victorica(l), Guillermo D. Alonso(z),

Alejandro G. Schijman(3), Maria de los Angeles
Curto

W@ aboratorio de Biologia Molecular de la
Enfermedad de Chagas, INGEBI. ®Laboratorio de
Regulacion Metabdlica en Tripanosomatidos,
INGEBI.

E-mail: matiromerov@hotmail.com

El avance en el conocimiento de la biologia
béasica de los tripanosomatidos ha sido posible,
en gran medida, gracias al desarrollo de
herramientas de manipulacion genética. Los
vectores disponibles incluyen constructos que se
integran al genoma y aquellos que permanecen
como episomas. Recientemente ha despertado
gran interés el sistema CRISPR/Cas9 que
funciona como un “sistema inmune” en bacterias
gue se ha utilizado para la edicion de genomas en
diversos organismos. Dado que T. cruzi, a
diferencia de otros tripanosomatidos, no posee un
mecanismo de silenciamiento por ARN de
interferencia, éste nuevo sistema CRISPR/Cas9
resulta particularmente atractivo. El vector pTREX

fue el primer sistema abordado para la expresion
de la nucleasa Cas9 en T. cruzi; sin embargo, sus
elevados niveles de expresion determinaron que
ésta construccion resultara téxica para el parasito.
Anteriormente hemos desarrollado un cromosoma
artificial, denominado pTAC, que ademas de tener

secuencias teloméricas posee algunas
caracteristicas  interesantes: capacidad de
mantenerse sin seleccion, no integrarse al

genoma, no contener promotores y presentar
niveles de expresion fisioldgicos. Es por ésta
razén que decidimos comparar el desempefio de
lineas de T. cruzi transfectadas con la
construccion pTREX/Cas9 con respecto a
pTAC/Cas9. Ademas pusimos a prueba el sistema
CRISPR transfectando epimastigotes con las
construcciones pTREX/Cas9/PFR2 y
pTAC/Cas9/PFR2, direccionando la actividad de
la nucleasa Cas9 al gen que codifica para uno de
los componentes del entramado paraflagelar. Se
amplificaron 2 fragmentos, Cas9 y Cas9/sgPFR2,
a partir de los vectores Cas9/pTREX-n vy
sgPFR2/Cas9/pTREX-b respectivamente, cedidos
gentilmente por el Dr. R. Docampo (University of
Georgia, Athens, U.S.A), utilizando
oligonucledtidos con secuencias conteniendo el
sitio de restriccion Kpnl. Los fragmentos de 5,5 y
5,6kb respectivamente se clonaron en vectores
pGEM-T Easy. Se digirieron ambos pTAC vy
pGEM-T/Cas9 con Kpnl, para luego ligar los
fragmentos conteniendo Cas9 al cromosoma
artificial. Ya ligados, se realiz6 una PCR para
verificar la correcta orientacion de los insertos, se
linealizaron digiriendo con Hindlll y se
transfectaron  epimastigotes de T. cruzi
correspondientes a Las unidades discretas de
tipificacion Tcl 'y TcVI. Las poblaciones
transfectadas estan bajo el proceso de seleccion,
luego del cual se procedera a la evaluacion de
sus fenotipos.

19 - RECONSTITUTION OF THE
MITOCHONDRIAL  CALCIUM  UNIPORTER
(MCU) IN Trypanosoma cruzi KNOCKOUT

EPIMASTIGOTES

Miguel A Chiurillo®, Noelia Lander®”, Mayara

Bertolini®, Anibal Vercesi®”, Roberto Docampo®

WEEDEaculdade  de  Ciéncias  Médicas,
Universidade Estadual de Campinas, Campinas
(S&o Paulo), Brasil. ®lcenter for Tropical and
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Emerging Global Diseases, University of Georgia,
Athens, GA 30602, USA y Faculdade de Ciéncias
Médicas, Universidade Estadual de Campinas,
Campinas (S&o Paulo), Brasil.

E-mail: mchiurillo@yahoo.com

Trypanosoma cruzi —the etiologic agent of
Chagas disease— possesses a mitochondrial
calcium  uniporter  (TcMCU)  with  similar
characteristics to those of mammalian
mitochondria. We have demonstrated in MCU
knockout T. cruzi epimastigotes (TcMCU-KO)
obtained by CRISPR/Cas9 system that
mitochondrial calcium uptake depends on MCU in
T. cruzi, MCU predicted structure displays two
transmembrane helices separated by a highly
conserved linker facing the intermembrane space
(DIME motif), which contains acidic residues
required for its full activity. In this work our aim
was to determine whether it was possible to
restore the MCU activity by reinserting the TcMCU
gene into TcMCU-KO cells. Moreover, we
analyzed the impact of point mutations in
conserved amino acids near and within the DIME
motif in MCU-mediated calcium uptake. For this,
we amplified a mutated version of the TcMCU
gene in which the protospacer adjacent motif
(PAM) sequence originally used in our strategy to
generate a CRISPR/Cas9-mediated TcMCU-KO
cell line was modified to avoid the DNA break
produced by Cas9. This modified gene sequence
was cloned into pTREX-h vector and used to
transfect TcMCU-KO epimastigotes. We also
introduced point mutations in TcMCU gene to
generate two mutant cell lines: D223N/E226Q and
R214W/D219V. Calcium transport as well as
growth phenotype in low glucose medium were
restored by expression of the reinserted TcMCU
gene. Mutant D223N/E226Q failed to restore
mitochondrial calcium uptake indicating that these
highly conserved acidic residues are critical for
calcium transport. Moreover, R214W/D219V
changes, which are expected to be critical amino
acid substitutions in the pore region of the
mammalian MCU paralogue MCUDb, determining
its reported dominant-negative effect, were able to
rescue of MCU-KO phenotype. Finally,
overexpression of the TcMCUb paralogue in
TcMCU-KO epimastigotes did not restore the
mitochondrial calcium uptake. Our results confirm
that conserved D223 and E226 of the DIME motif
of TcMCU are critical for MCU-mediated calcium

uptake. Furthermore, this work supports our
previous results indicating that MCUb does not act
as negative regulator of MCU complex in T. cruzi,
Work funded by FAPESP N° 2013/50624-0,
2011/50400-0 and 2014/13148-9.

20 - THE TclPBR LOCALIZES TO
ACIDOCALCISOMES AS CONFIRMED BY
CRISPR/CAS9-MEDIATED ENDOGENOUS C-
TERMINAL TAGGING IN Trypanosoma cruzi

Noelia Lander?, Miguel A Chiurillo®, Melissa
Storey(s), Anibal E Vercesi, Roberto Docampo(s)

W@@Eaculdade de Ciéncias Médicas,
Universidade Estadual de Campinas. Campinas,
S&0 Paulo - Brasil. . ®Center for Tropical and
Emerging Global Diseases, The University of
Georgia. Athens, GA - USA..®)Center for Tropical
and Emerging Global Diseases, The University of
Georgia. Athens, GA - USA; and Faculdade de
Ciéncias Médicas, Universidade Estadual de
Campinas. Campinas, S&o Paulo - Brasil.

E-mail: noelia2309@hotmail.com

The inositol-1,4,5-trisphosphate receptor (IP3R) is
a calcium channel activated by inositol
trisphosphate (IP3) that represents a dominant
second messenger leading to calcium release
from intracellular stores. Although most vertebrate
IP3Rs reside in endoplasmic reticulum (ER)
membranes, IP3 can stimulate calcium release
from the Golgi complex, the nucleus, and the
secretory granules of mammalian cells. IP3Rs can
also be targeted to the plasma membrane, where
they are important for calcium entry. TcIP3R was
reported to have ER localization in T. cruzi,
However, the immunofluorescence evidence
reported, corresponding to  epimastigotes
overexpressing the TcIP3R, has been disputed. In
addition, the T. brucei IP3R localizes to the
acidocalcisomes. In this work we elucidated the
disputed localization of TcIP3R and confirmed that
it localizes to acidocalcisomes. Methods for
genetic manipulation of T. cruzi have been highly
inefficient and no endogenous tagging of genes
has been reported to date. Here we used the
CRISPR/Cas9 system for endogenously tagging
five genes in this parasite. The utility of the
method was established by tagging genes
encoding proteins of known localization such as
the flagellar calcium binding protein (TcFCaBP),
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and the vacuolar proton pyrophosphatase
(TcVP1), and three proteins of undefined or
disputed localization, involved in calcium
signaling, the pyruvate dehydrogenase

phosphatase (TcPDP), the mitochondrial calcium
uniporter (TcMCU), and the TcIP3R. We confirmed
the flagellar and acidocalcisome localization of
TcFCaBP and TcVP1 by co-localization with
antibodies to the flagellum and acidocalcisomes,
respectively. As expected, TcPDP and TcMCU
were co-localized with the voltage-dependent
anion channel (VDAC) to the mitochondria.
Finally, endogenously tagged TcIP3R showed co-
localization with antibodies against VP1 to
acidocalcisomes, in contrast to previous reports of
ER localization, and our own results using
overexpressed TcIP3R. These results are also in
agreement with our previous reports on the
localization of this channel to acidocalcisomes of
T. brucei and suggest that caution should be
exercised when overexpression of tagged genes
is done to localize proteins in T. cruzi,Work funded
by: FAPESP N° 2013/50624-0, 2011/50400-0 and
2014/08995-4.

21 - IDENTIFICACION DE LAS PROTEINAS
QUE SE ASOCIAN A TCCALI, UNA PROTEINA
HIPOTETICA DE UNION A CALCIO
EXPRESADA EN Trypanosoma cruzi

Mariana Potenza, Diana P Wehrendt, Maria T
Tellez-1fién

INGEBI. E-mail: potenza@dna.uba.ar

Las variaciones intracelulares del i6n calcio
(Ca++) juegan un papel fundamental en procesos
claves del ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
Durante la invasion a células de mamifero, la
concentracién intracelular de Ca++ de T. cruzi
aumenta transitoriamente como consecuencia de
la adhesion a la membrana externa de la célula
hospedadora. En la diferenciacién de las formas
no infectivas (epimastigotes), hacia las infectivas
(tripomastigotes) también se observan cambios
en los niveles de Ca++, que involucran la
activacion de sefiales mediadas por este ién. Sin
embargo, el conocimiento de la decodificacion y
la traduccion de las sefiales mediadas por Ca++
en T. cruzi es escaso. El genoma de este parasito
codifica para varios canales y proteinas de union
a Ca++, aunque la mayoria permanecen sin

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

Existe también evidencia
experimental de expresion de proteinas con
dominio de unibn a Ca++ denominadas
hipotéticas o nuevas. Estas proteinas presentan
dominios especificos de secuencia que no
muestran similitud significativa con aquellas
expresadas en las células de mamifero que
parasitan y por lo tanto, no tienen funcién putativa
asignada. En un trabajo previo identificamos a
una proteina hipotética con dominio de union a
Ca++ TcCALlI, que se expresa en todas las formas
del parésito T. cruzi, Con el objetivo de conocer
las proteinas que interaccionan con TcCALI in
vivo se realiz6 un ensayo de doble hibrido. Como
resultado, se identificaron dos proteinas, ambas
anotadas como hipotéticas. Una de ellas
corresponde a una proteina con homologia a
prefoldinas (TcCLB.506925.190) y otra que
contiene un dominio tipo ARM, por “armadillo”
(TcCLB.511421.200). Este dltimo consta de una
secuencia repetitiva de 40 aminoacidos de
longitud que se asocian para formar estructuras
alfa hélice superpuestas. En algunas proteinas,
estos dominios son importantes en la liberacion
de calcio del reticulo endoplasmatico en pos de
regular los niveles intracelulares de este ion.
Luego de corroborar la especificidad de estas
interacciones (controles de interaccion
especifica), se estudiara la co-localizacion de
TcCALIl y sus moléculas de union durante los
procesos de diferenciacion e infeccion de T. cruzi
en células de mamifero. El estudio de estas
nuevas proteinas permitra avanzar en el
conocimiento de las sefiales mediadas por
Ca++propias de este patdgeno.

caracterizar.

22 - IDENTIFICATION AND STUDY OF A
PUTATIVE CATALYTIC SUBUNIT AMPK a IN
TRYPANOSOMA BRUCEI AND Trypanosoma
cruzi

Patricio Genta, Tamara Sternlieb, Guillermo D
Alonso, Alejandra C Schoijet

INGEBI. E-mail: aschoijet@gmail.com

AMPK is an heterotrimer evolutionarily conserved
enzyme that typically functions as a metabolic
sensor and generates changes in energy
homeostasis, through transcriptional and
metabolic reprograming. This energy sensing is
crucial in protozoa such as Trypanosoma cruzi,
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which must go through sudden changes in the
environment during the passage through its
different stages. AMPK can also either directly or
indirectly influence other cellular processes such
as regulating mitochondrial function, autophagy,
endoplasmic reticulum stress, and apoptosis. This
protein kinase is composed of the catalytic subunit
a and two regulatory subunits B and y. In
Trypanosoma brucei AMPK 3 and y subunits have
been identified and it was shown that they are
involved in surface protein expression changes in
response to nutritional stress. Nevertheless, the a
subunit couldn’t yet be found in this parasite.
Using conserved domains and secondary
structure analysis, we have been able to identify
candidate genes for the catalytic subunit of
AMPKa in T. brucei and T. cruzi, named
TbAMPKa and TcAMPKa respectively. In the
present work we report the cloning and partial
characterization of TbAMPa. The amino acid
sequence of ThbAMPa shows a high identity with
the putative TcAMPa of T. cruzi and TvAMPa of T.
vivax, but is not well conserved in other AMPKa
orthologues such as human, S. cerevisiae and rat.
We analyzed the sequence of T. brucei through
Conserved Domain tool and found that it has the
same type of catalytic domain of the AMPK
protein family. It is a protein domain with triple
catalytic action: serine, threonine and tyrosine
kinase. In addition, the analysis using the SAS
FASTA tool revealed a high similarity between the
kinase catalytic domains of TbAMPKa and the
alpha subunit of human AMPK, but throughout the
rest of the sequence, the similarity is poor. The
TbAMPKa sequence was amplified by PCR, its
identity confirmed by sequencing and subcloned
into the pDEST15 expression vector fused to GST
at its N-terminus. The expression of the
recombinant protein was confirmed by Western
blot assays and afterward the protein was
glutathione-based affinity purified. On the other
hand, we have also amplified and subcloned into
the pRIBOTEX vector the putative orthologous
gene of T. cruzi (TCAMPKa). Future studies using
transgenic parasites will allow us to evaluate its
subcellular localization as well as its biological
role in the parasite.

23 - ROLE OF ALANINE RACEMASE IN
TRYPANOSOMA AND ANTIPARISITIC EFFECT
OF NEW CLASS OF ALANINE RACEMASE
INHIBITORS

Richard MBM Girard(l), Lisvane Paes (2), Pereira,
4)

C.A ® Marcelo Santos da Silva®, Raphael
Pavani®, Maria Carolina Elias®, Ariel Mariano
Silbert”

Whysp. @UFRI.®CONICET.“®Onstituto

Butantan. E-mail: r.girard02@gmail.com

In trypanosomes, L-amino acids have, in addition
to its classical role on protein synthesis, various
functions including, not exhaustively: energy
metabolism, osmoregulation, resistance to thermal
and oxidative stress. Nevertheless, D-amino acids
are not found as part of the primary structure of
proteins and their biological functions remain
elusive in parasites. In T. cruzi and T. vivax, the
proline racemase (PR) are involved in host cells
infection and was describe, as a potent mitogen.
The occurrence of D-Alanine and an Alanine
Racemase (AR) activity was also described in
Leishmania amazonensis. Two copies of putative
AR gene in T. cruzi (respectively 1,167 bp (TcAR
A) and 759 bp (TcAR B) ) and one in T. brucei
have been identified. In silico analysis suggests
that AR critical residues, involved in binding the
cofactor pyridoxal 5-phosphate (PLP) and
racemization between L-and D-alanine, are
conserved in both T. cruzi and T. brucei. AR
specific activity was measured in different
developmental stages of T. cruzi and in T. brucei
procyclic forms (PCF). AR activity was higher in
epimastigotes and metacyclic trypomastigotes
forms compared to amastigotes, trypomastigotes
and intracellular epimastigotes. TcAR A were
cloned and expressed as recombinant product
(rTcAR A). rTcAR A showed a MW of 43 kDa, and
Vmax and Km values of 21.5 + 6.04 mM and 60 *
6.7 pmol/min.mg. Immunofluorescence with a
specific anti-rTcAR serum showed a cytoplasmic
localization for TcAR A. We decided to evaluate
C3 which belong to a new class of AR inhibitors
against T. cruzi and T. brucei. C3 reduced: rTcAR
A activity; T. cruzi epimastigotes, procyclic and
bloodstream forms growth; well as to induce
phosphatidylserine  exposure, DNA damage,
deregulation of ROS, cytosolic Ca2+ and
mitochondrial membrane potential in T. cruzi
epimastigote and procyclic forms. However, C3 do
not produce cell cycle arrest in both organisms.
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Furthermore, C3 impaired the intracellular life
cycle of T. cruzi with a high selectivity index (SI)
(>300). In conclusion, we were able to measure
the rTcAr A kinetic parameters and the AR specific
activity in both organisms. C3 treated parasites
can undergo cell death that shares essential
characteristics with apoptosis in higher eukaryotes
and other protozoa. C3 seems be an interesting
candidate to explore a new treatment for Chagas
disease and Human African trypanosomiasis.

24 - CARACTERIZACION DE REGIONES NO
TRADUCIDAS EN FAMILIAS PROTEICAS QUE
PRESENTAN DIFERENCIAS EN LA EFICIENCIA
TRADUCCIONAL EN Trypanosoma cruzi

Santiago Radio™, Lorena Becco®, José Sotelo®,
Beatriz Garat™, Pablo Smircich®

W@WGEacultad de Ciencias Uruguay. @Instituto
de Investigaciones Biolégicas Clemente Estable.

E-mail: sradio91@gmail.com

Trypanosoma cruzi es el agente etiolégico de la
enfermedad de Chagas, patologia de alta
prevalencia en América Central y del Sur. El
parasito exhibe procesos moleculares distintivos y
en particular, los mecanismos de expresion
génica son excepcionales. Teniendo en cuenta
que la regulaciébn post-transcripcional es el
principal nivel de control en tripanosomatidos, la
determinacion de los ARNm activamente
traducidos es especialmente adecuada para
analizar los perfiles de expresion génica en estos
organismos. Analisis previos realizados por
nuestro grupo sobre el traductoma han detectado
diferencias significativas en los niveles de
expresién y eficiencias traduccionales que
permiten definir grupos de genes regulados
especificamente a este nivel. Particularmente,
dos familias resultaron fuertemente controladas a
través de la modulacion de su eficiencia
traduccional: los genes que codifican las
proteinas ribosomales y los genes pertenecientes
a la superfamilia de las trans-sialidasas. Para
poder ahondar en los mecanismos y sefales que
determinan estos procesos regulatorios creamos
una herramienta bioinformética que nos permite
determinar las regiones UTRs para el estudio en
este y otros modelos relacionados. Esta
herramienta, que denominamos UTRme (UTR
mini-exén), permite a partir de datos de RNA-Seq

(paired-end) obtener las regiones no traducidas 5’
y 3’ de todos los genes presentes en la anotacion
gendmica. El programa permite detectar cual es
el sitio de poliadenilacion y de splice-leader méas
utilizado a través de un sistema de puntajes. La
utilizacion de un puntaje nos permite ver el uso de
sitios preferenciales segun el estadio parasitario y
determinar la confiabilidad de la determinacion.
Particularmente nos centramos en el uso de sitios
preferenciales en las familias proteicas
previamente nombradas. Ademas utilizamos esta
informacidn para buscar sefales en las UTRs que
puedan explicar la co-regulacion observada,
realizando analisis tanto a nivel de secuencia
primaria como a nivel de estructura secundaria.

25 - ROLE OF INTRACELLULAR cAMP IN
OXIDATIVE STRESS RESPONSES THROUGH
Trypanosoma cruzi LIFE CYCLE

Tamara Sternlieb, Alejandra C. Schoijet, Patricio
Genta, Salomé Vilchez Larrea, Guillermo D.
Alonso

Instituto de Investigaciones en
Genética y Biologia Molecular (INGEBI).

Ingenieria

E-mail: tamara.sternlieb@gmail.com

Cyclic adenosine monophosphate (CAMP) 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 and
trypomastigotes . To determine the role of cAMP
in oxidative stress responses, 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 on proliferation, allowing the
recovery of the parasites’ normal growth after 24
h. Our results suggest a possible protective role of
cAMP over the hydrogen peroxide stressed cells,
through the use of cAMP analogs (pCPT-AMPc
and 8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic
monophosphate). We also generated transgenic
parasite lines that overexpress different
phosphodiesterases and assessed their
involvement in these responses. In addition, we
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evaluated these treatments on trypomastigotes
through their viability and infectivity. Parasites
expressing bacterial B-galactosidase allowed us to
compare infection levels in Vero cells after 48 h,
using trypomastigotes that were treated with
H202 , with or without pCPT-cAMP. Our results
show that cAMP increases the number of
amastigotes produced during infection for
parasites under no stress or treated with low
doses of H202. To establish if cAMP enhanced
infectivity or survival under oxidative stress we
used fluorescent vital staining with resazurine dye
and the stable tetrazolium salt (WST-1)
colorimetric indicator. 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.

26 - TFVPS32 REGULA LA DIVISION
CELLULAR EN EL PARASITO Tritrichomonas
foetus

Lucrecia S Iriarte, Natalia De Miguel, Verénica M
Coceres

IIB-INTECH. E-mail: lucreiriarte@hotmail.com

Tritrichomonas foetus es un protozoo flagelado y
agente causal de una enfermedad venérea de
impacto econémico en la explotacion ganadera
bovina. Si bien la division celular es un proceso
clave para la supervivencia de cualquier tipo
celular, aun no existen reportes acerca de la
regulacion de este proceso en T. foetus. La
escision final de la citocinesis de la division
celular estda mediada por la maquinaria ESCRT
(formada por los complejos multiproteicos 0, I, II,
Ill). En este trabajo (basandonos en ensayos de
sobreexpresion) reportamos que la delecién de
las dos ultimas hélices del extremo C-terminal de
la proteina VPS32 (subunidad del ESCRT IIl)
afecta el crecimiento de los parasitos
transfectados; algunos de los cuales presentaron
multiples ndcleos. Observamos, ademas, que los
parasitos sobreexpresando TfVPS32A04/5
presentaron un arresto en las fases G2/M del
ciclo celular; lo cual estarva indicando un rol de la
protevna en la division celular final de este
parasito.
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27 - EXOSOMAS DE T.CRUZI AUMENTAN LA
CARGA DNA PARASITARIO Y DANO TISULAR
EN EXPLANTES DE VELLOSIDADES
CORIONICAS PLACENTARIAS HUMANAS
INFECTADAS EX VIVO

lleana VV Carrillo Wener®, Christian Castillo®,
Ana Liempi®, Lisvaneth Medina®, Alejandra
Navarrete®, Patricio Lopez®, Norbel Galanti”,
Antonio Osuna®, Ulrike Kemmerling®

DREDEOMO)nstituto de  Ciencias Biomédicas,

Universidad de Chile, Chile. ®Centro de
Biotecnologia, Universidad de Granada, Espafa

E-mail: icarrillow@gmail.com

La transmision congénita del parasito protozoario
Trypanosoma cruzi (T. cruzi) es
epidemiolégicamente relevante a pesar de las
bajas tasas de transmision. Durante la
transmision congénita T. cruzi es capaz de
atravesar la barrera placentaria presente en las
vellosidades coriénicas libres y que esta
compuesta por trofoblasto, tejido conectivo fetal y
endotelio de los capilares fetales. El éxito de la
transmision congénita depende de caracteristicas
del parasito, del sistema inmune de madre y feto
asi como de la placenta de infeccion. Se ha
sugerido que exosomas derivados del parasito
son factores de virulencia. Los exosomas son
microvesiculas liberadas al medio extracelular por
una amplia variedad de tipos celulares. Que
presentan un rol importante en la comunicacion
intercelular ya que transfieren proteinas, mMRNA y
miRNAs entre células. El objetivo del presente
estudio fue determinar si exosomas derivados de
T. cruzi aumentan la infeccion del parasito y dafio
tisular en un modelo de infeccion ex vivo de
explantes de vellosidades coriénica placentarias
humanas (HPCVE). HPCVE fueron pre-tratados
con exosomas de T. cruzi y cultivados en
presencia y ausencia de tripomastigotes (105/ml)
de la cepa Ypsilon de T. cruzi durante 24 horas.
Se determiné la carga de DNA parasitario
mediante qPCR; el dafio tisular fue analizado
mediante analisis histopatoldgico convencional e
histoquimicamente para moléculas glicosiladas
(PAS) y colageno (Picro Rojo Sirio). HPCVE pre-
tradados con exosomas muestran un incremento
significativo del DNA parasitario, sugiriendo un
aumento de infectividad parasitaria. Asimismo se
observd@ un aumento en el dafio tisular.
Interesantemente, también se observé que
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exosomas por si solos inducen un dafio
histopatolégico e histoquimico relevante en el
tejido placentario. Se concluye, que los exosomas
T. cruzi constituyen un factor de virulencia,
favoreciendo su infectividad y diseminacion,
siendo parcialmente responsables del dafio tisular
generado en la placenta humana durante la
infecciébn congénita. Financiamiento: ERANET-
LAC grant ELAC2014/HID-0328 and ENL027/16
(UCh).

28-IDENTIFICATION AND CHARACTERIZATION
OF AMP-ACTIVATED PROTEIN KINASE IN
Trypanosoma cruzi

Tamara Sternlieb, Patricio Genta, Alejandra C.
Schoijet, Guillermo D. Alonso

Instituto de Investigaciones en
Genética y Biologia Molecular (INGEBI)

Ingenieria

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 catalytic domain as well as a
regulatory domain that inhibits the enzyme in the
absence of AMP. The 3 subunit acts as a scaffold
for the other components and intervenes in the
localization and activity regulation of the complex.
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 3 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 a subunit
couldn’t be found. Using the sequences from T.
brucei and bioinformatics tools, we have identified
three candidate genes for the AMPK subunits of T.
cruzi, TCAMPKB and TcAMPKy appear to be
highly conserved, while TCAMPKa is only partially
conserved, mostly in its catalytic domain. We
performed functional studies of these subunits by
complementation of S. cerevisiae strains lacking

one of the SNF1 complex subunits (kindly
provided by Dr. Schmidt, Pittsburgh, USA),
proving their ability to revert the ‘glucose
dependent’ phenotype. Until now, we observed
that TCAMPKy effectively restores the ability of
yeast lacking Snf4 to grow on plates containing
Raffinose as the only carbon source. Also, we
overexpressed the B and y subunits with a
hemagglutinin  (HA) Tag in CL Brener
epimastigotes and evaluated their expression,
localization and possible post-translational
modifications. So far, these studies suggest that
TcAMPKy co-localizes with glycosomes and
suffers from post-translational modifications that
shift its expected molecular weight. In the future,
we will continue to evaluate the TcAMPK
functional role in the parasite and its biochemical
properties.

29 - ESTUDIO DEL ROL DE LAS CISTEINAS EN
LA OLIGOMERIZACION Y FUNCIONALIDAD DE
LA PROTEINA TRIPARREDOXINA
PEROXIDASA CITOSOLICA DE Trypanosoma
cruzi.

Maria Dolores Piﬁeyro(l), Adriana Parodi-Talice®®,

Diego Arias®, Lucia Lopez(4), Carlos Robello ©

Wunidad de Biologia Molecular, Institut Pasteur
Montevideo: Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Ila
Republica, Montevideo-Uruguay. ®Unidad de
Biologia Molecular, Institut Pasteur Montevideo:
3Seccion Genética, Facultad de Ciencias,
Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay..(3)4lnstitut0 de Agrobiotecnologia del

Litoral, UNL-CONICET, Santa Fe,
Argentina..(4)Unidad de Biologia Molecular, Institut
Pasteur Montevideo, Montevideo, Uruguay.

®Unidad de Biologia MolUnidad de Biologia
Molecular, Biologia Molecular, Institut Pasteur
Montevideo: Departamento de Bioquimica,
Facultad de Medicina, Universidad de Ila
Republica, Montevideo-Uruguay.

E-mail: pineyro@ pasteur.edu.uy

Trypanosoma cruzi invade diferentes tipos
celulares del hospedero, donde sufre la
exposicion a especies reactivas del oxigeno.
Como defensas antioxidantes presentan varias
enzimas, destacandose las triparredoxinas
peroxidasas (TXNPx), enzimas de la familia
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peroxirredoxinas de 2  cisteinas  (Cys).
Previamente, resolvimos la estructura
tridimensional de TXNPx citésolica de T. cruzi
(CTXNPX), caracterizamos su actividad enzimatica
y demostramos que constituye un factor de
virulencia de T. cruzi, Del andlisis de cTXNPx
surge que esta proteina presenta diferencias con
otros miembros de la familia con los cuales
presenta  alta identidad de  secuencia.
Particularmente, cTXNPx posee 7 residuos de
Cys, incluyendo las 2 Cys cataliticas (C52 y
C173). Analizando la estructura tridimensional de
la proteina, encontramos que dos cisteinas, C57 y
C111, se hallan expuestas al solvente. Cabe
destacar que C57, muy cercana a la C52
peroxidatica, se encuentra UOnicamente en
especies de Trypanosoma y algunas bacterias,
pero ausente en las Prdx1 y Prdx2 humanas,
como tampoco lo esta la C11l. El objetivo del
trabajo fue estudiar la importancia de los residuos
de cisteina en la actividad y en el estado
oligomérico de la enzima en condiciones de
oxidacién y reduccién. Para ello, construimos
proteinas mutantes en las Cys: cTXNPxC52S,
CTXNPXC57S, cTXNPxC111S y cTXNPxC173S,
que fueron expresadas y purificadas. La
oligomerizacion en condiciones de oxidacion,
sobre-oxidacion y reduccion fue estudiada por gel
filtracion y electroforesis en condiciones nativas.
Los resultados muestran que las cTXNPx salvaje
y mutantes forman oligobmeros de alto peso
molecular, aunque muestran diferencias en los
cambios de oligomerizacion en respuesta a
tratamientos con H202. En particular, el mutante
en C57 forma agregados de alto peso molecular
en todas las condiciones estudiadas. Estudiamos
la actividad enzimatica de los mutantes y
observamos que la mutacién en C111 no afecta la
actividad de la enzima, y la mutacion en C57
presenta menor actividad que la proteina salvaje.
Estudiamos si la cTXNPx presenta funcion
chaperona en ensayos de agregacion térmica de
citrato sintasa, en distintas condiciones de
oxidacién-reducciéon, mostrando que la misma
presenta actividad chaperona. Los resultados de
este trabajo permiten seguir profundizando la
caracterizacion de una proteina que es un factor
de virulencia para T. cruzi,Financiacion: CSIC I+D
529-2012; FOCEM (MERCOSUR Structural
Convergence Fund), grant COF 03/11

30 - EXPRESION DE PROTEINAS
ANTIOXIDANTES EN AISLAMIENTOS DE
TRYPANOSOMA CRUZI TCV CON DIFERENTE
SUSCEPTIBILIDAD AL BENZNIDAZOL

Luz Piedad Quebrada Palacio®, Adriana Parodi
Talice®, Yolanda Hernandez Vasquez(s), Miriam

Postan®

W@ nstituto Nacional de Parasitologia . ?UBM
Institut Pasteur de Montevideo Facultad de
Ciencias UdelaR. E-mail: lupi90@gmail.com

Introduccion Durante el proceso de invasion, los
tripomastigotes  metaciclicos se localizan
temporalmente en la vacuola parasitéfora dentro
del macréfago, donde encuentran un ambiente
oxidativo por la sintesis de especies reactivas de
oxigeno (ROS) y nitrogenadas. El T. cruzi posee
un sistema antioxidante constituido
principalmente por 4 tipos de proteinas: 1)
Peroxirredoxinas que incluyen Triparredoxina
Peroxidasa citosolica (TcCPx) y mitocondrial
(TcMPx), 2) Glutation Peroxidasas (GPx), 3)
Hemoperoxidasas (APX) y 4)
Superoxidodismutasas citosolica (SODB) vy
mitocondrial (SODA). La correlacién entre niveles
de expresion de estas enzimas con la virulencia y
susceptibilidad a BZ sugiere un rol importante de
las mismas en el resultado de la infeccion. El
objetivo de este trabajo fue determinar la
expresibn de proteinas antioxidantes en
aislamientos con diferente susceptibilidad a
benznidazol in vitro, obtenidos de pacientes con
enfermedad de Chagas crénica. Metodologia Se
utilizaron epimastigotes de 2 aislamientos de T.
cruzi TcV con diferente susceptibilidad a BZ in
vitro (ARSE23C, susceptible y FC-BOL10A,
resistente). Los parasitos fueron tratados con
buffer de lisis, las proteinas obtenidas fueron
separadas por SDS-PAGE (20ug/calle) vy
transferidas a membranas de nitrocelulosa. Las
membranas  fueron incubadas con Acs
policlonales especificos para TcCPx, TcMPx y
Triparredoxina | (TXN-1), SODB y SODA, y T. cruzi
“old yellow enzyme” (TcOYE), seguido por un Ac
IgG anti-conejo/HRP y revelado mediante
quimioluminiscencia. La carga proteica fue
normalizada con a- tubulina y los niveles de
expresion proteica fueron estimados mediante
densitometria usando el programa Scion Imaging.
Resultados La expresion de SODA y TXN-I fue 3
y 6.7 veces mayor, respectivamente, en el
aislamiento BOL-FC10A respecto al aislamiento
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AR-SE23C. En contraste, la expresion de TcOYE,
asociada anteriormente en otros estudios a la
susceptibilidad de T. cruzi a BZ, estuvo 2.5 veces
incrementada en el aislamiento ARSE-23C
respecto del aislamiento BOL-FC10A. Conclusiéon
Los resultados de este trabajo confirman que el
patron de expresion de proteinas antioxidantes de
subpoblaciones de T. cruzi TcV se asocia al perfil
de susceptibilidad al BZ in vitro. Financiado por
PICT 2013-2828.

31 - EL SILENCIAMIENTO DE TBRRM1
PRODUCE FENOTIPOS ANORMALES Y
MUERTE CELULAR EN EL ESTADIO

SANGUINEO DE TRYPANOSOMA BRUCEI

Analia G Nittolo, Carolina P Bafiuelos, Daniel O
Sanchez, Gabriela V Levy

Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas (l1B-
UNSAM). E-mail: analianittolo@gmail.com

Dado que la transcripcion en tripanosomatidos es
policistronica, la regulacién de la expresion génica
en estos organismos se da principalmente a nivel
post-transcripcional mediante proteinas de unién
a RNA. Nuestra proteina de estudio, TORRM1
presenta tres dominios RRM de unién a RNA y
forma parte del grupo de proteinas SR-
relacionadas. Previamente hemos demostrado
que TbRRM1 es esencial para la sobrevida de T.
brucei en el estadio prociclico (PF) ya que su
silenciamiento produce bloqueo del ciclo celular,
alteraciones morfolégicas con aparicion del
fenotipo nozzle y muerte de los parasitos por
apoptosis. En este trabajo evaluamos los efectos
de la deplecién de la proteina TOhRRM1 en el
estadio sanguineo del parasito (BSF) mediante la
técnica de RNAI. Los resultados demostraron que
al igual que en PF, TbRRM1 resulta esencial ya
gue su silenciamiento produce una disminucion
de la curva de crecimiento de los parasitos luego
del agregado de tetraciclina. Los estudios de la
configuracién de nicleos (N) y kinetoplastos (K)
en pardasitos BSF permitieron determinar que la
deplecion de TORRML1 produce un ligero aumento
de la poblacion que presenta 1IN1K y una
acumulacion de parésitos con configuraciones
aberrantes. Sorprendentemente, también
observamos el desprendimiento y alargamiento
del flagelo luego de la induccion del RNAI, lo que
sugiere alteraciones en la zona de anclaje, crucial
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para la determinacién del largo y de la forma del
parasito. Por otro lado, los niveles de los mRNA
de TbNOP86, SUMO1/UIp2 y la proteina 60S
ribosomal L38 se encontraron levemente
disminuidos, mientras que en PF los niveles de
estos transcriptos fueron los méas afectados luego
del silenciamiento de TbRRM1. Estos resultados
indican que la proteina TORRM1 cumpliria roles
diferentes en ambos estadios de T. brucei, y
contribuyen a entender mejor la complejidad de la
biologia de este tipo de parasitos.

32 - EXPRESION DE LA PROTEINA
RECOMBINANTE WEE1 DE TRYPANOSOMA
BRUCEI EN LEISHMANIA TARENTOLAE

Diana P Wehrendt™, Mariana Bonilla ®, Marcelo

Comini®, M Teresa Téllez-Iion®, Mariana

Potenza®
DEOOINGEBI. @®nstituto Pasteur de Montevideo.

E-mail: dwehrendt@gmail.com

La proteina Weel es una quinasa de tirosina
involucrada en la regulacién de la transicién G2/M
del ciclo celular eucariota. En nuestro laboratorio
se caracterizé la proteina quinasa Weel de
Trypanosoma brucei (TbWeel) necesaria para la
progresién del ciclo celular y el crecimiento de los
parasitos (Boynak et al, 2013). El objetivo de
nuestro trabajo es expresar la proteina ThWeel
recombinante en su forma activa para realizar
estudios de funcion e identificar sus putativos
sustratos. Dado que la expresion de TbhWeel en
un sistema procariota produce una proteina
insoluble e inactiva, se decidio utilizar el sistema
de expresién de Leishmania tarentolae. Al igual
que T. brucei, L. tarentolae pertenece a la familia
de tripanosomatidos y posee la maquinaria de
modificacion post-traduccional eucariota. Por otra
parte L. tarentolae no es patogénica para
humanos, de facil manipulaciéon y de bajo costo
de cultivo. El sistema de L. tarentolae también
permite una expresién inducible por tetraciclina,
que es especialmente Gt cuando la
sobreexpresion de la proteina de interés resulta
toxica. Otra ventaja es que el vector tiene
acoplada la co-expresion de la proteina
fluorescente m-cherry junto con la proteina de
interés, que facilita la seleccion de clones
positivos. Una mayor expresion de m-cherry
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correlaciona con una mayor expresion de la
proteina de interés. La proteina TbWeel se cloné
en el vector de expresion de L. tarentolae con una
etiqueta de Histidina para facilitar la deteccién con
anticuerpos y la purificacién. Los parasitos fueron
transfectados exitosamente por electroporacion e
inducidos con tetraciclina por 24, 48 y 72 h para
evaluar la expresion. Esto se realizd6 midiendo la

fluorescencia de m-cherry en un
espectrofotometro. Resultados  preliminares
mostraron un aumento de fluorescencia en los
parasitos inducidos respecto al control no

inducido. Ademas se detectd una disminucién de
la expresion a las 72 h post-induccion. Por
microscopia de fluorescencia se observd que
dentro de la poblacién transfectada se encuentran
parasitos que expresan distintos niveles de m-
cherry. Para enriquecer la poblacién en parasitos
de alta expresién se realizaron diluciones
seriadas de los mismos. Empleando ensayos de
western blot e inmunofluorescencia con el
anticuerpo anti Histidina se tratara de corroborar
la expresibn de ThWeel en estos parasitos.
Experimentos posteriores se realizaran para
determinar la actividad enzimatica de ThWeel.
Financiacién: CONICET y ANPCyT.

33 - LAINVASION POR Trypanosoma cruzi , EN
CARDIOMIOCITOS HL-1, GENERA ESTRES
OXIDATIVO Y ACTIVACION DEL
METABOLISMO DE POLIMEROS DE ADP-
RIBOSA

Maria L Kevorkian, Salomé C Vilchez Larrea,
Silvia H Fernandez Villamil

INGEBI - CONICET.: laurakevorkian@gmail.com

La Poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 (PARP-1) es
una enzima nuclear que puede activarse por
rupturas en el ADN, via ERK o aumentos en la
concentracién de Ca2+. Al activarse, sintetiza
polimeros de ADP-ribosa (PAR) sobre diferentes
proteinas blanco, los cuales son degradados por
la Poli ADP-ribosa glicohidrolasa (PARG). PARP-1
esta involucrada en la reparacion del ADN frente
al dafio genotdxico, producido por agentes
oxidativos, desafios inmunolégicos (LPS, IL-1) o
la infeccibn por patdgenos. Ante una sobre-
activacion por dafio excesivo, esta enzima puede
conducir a la muerte celular o a la activacion y
persistencia de un proceso inflamatorio. El
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metabolismo de PAR es un modulador de la via
de sefializacién de NFkB vy, asi, de la generacion
de citoquinas pro inflamatorias. Nuestro objetivo
es estudiar el papel de PARP en el proceso
inflamatorio que se establece como respuesta
ante la invasién por T. cruzi, en cardiomiocitos
HL-1 en cultivo. Se evalué la generacion de
estrés oxidativo y la activacion del metabolismo
de PAR generado frente a la infeccion. Al estudiar
la produccién de especies reactivas de oxigeno
(ROS) nucleares y citoplasmaticas se detectaron
s6lo ROS nucleares a las 2 y 48 horas post
infeccién.  Paralelamente, se evidenci6 la
activacion del metabolismo de PAR nuclear, en
HL-1, en el transcurso de la infeccién (1, 2, 4, 48
y 72 hs), observandose un aumento en la
produccion de PAR por inmunofluorescencia
indirecta y Western Blot. Considerando que la
perturbacion del metabolismo de ADP-ribosa
afecta a los niveles de infeccion y de PAR en
células Vero, se evaluo el efecto de los
inhibidores de PARP-1 (Olaparib) y PARG (DEA)
sobre las células HL-1, infectadas por 72 hs. Con
respecto al control, se evidencié un aumento en la
produccion de PAR nuclear y en los niveles de
infeccion al tratarlas con DEA (1 puM), mientras
que no se observaron cambios con Olaparib (50
nM). El nivel de infeccion se midio utilizando
parasitos transgénicos que sobre expresan f
galactosidasa. Mediante el uso del anticuerpo anti
8-0x0-dG, no se encontré dafio gendmico a los
tiempos estudiados, por lo que se estan
evaluando otros métodos y condiciones, o
considerando la posible activacion de PARP por
otras vias. Nuestros resultados son una primera
aproximacion a dilucidar el papel del metabolismo
de PAR en la respuesta celular a la infeccion por
T. cruzi en cardiomiocitos.

34 - EFECTO DE LA INFECCION EX VIVO DE T.
CRUZI Y T. GONDIl EN EXPLANTES DE
PLACENTA PLACENTA HUMANA, CANINA Y
OVINA

Ana Liempi®, Christian Castillo®, Daniel

Droguett®, lleana Carrillo®, Javier Astudillo®,
Rhonda Veas®, Lisvaneth Medina”, Norbel

Galanti®, Ulrike Kemmerling®®

DREDENEO) nstituto de  Ciencias Biomédicas,

Facultad de Medicina, Universidad de Chile,
Santiago, Chile. ®nstituto Biologia, Pontificia
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Universidad Catélica de Valparaiso, Valparaiso,
Chile.

E-mail: anitavet@veterinaria.uchile.cl

La transmision congénita de pardasitos zoon6ticos
como Trypanosoma cruzi (T. cruzi) y Toxoplasma
gondii (T. gondii) causa desmedros importantes
tanto en la salud humana como animal, lo que
lleva a importantes pérdidas econdémicas.
Adicionalmente esta forma de transmision es
parcialmente responsable de la imposibilidad de
erradicacion de la enfermedad de Chagas y de la
Toxoplasmosis. Ambos parasitos deben atravesar
la barrera placentaria para infectar al feto. La
placenta de mamifero se clasifica segiin grado de
invasién en el endometrio lo que determina el tipo
de barrera placentaria. Asi, las placentas
humanas, caninas y ovinas se definen como
hemocorial (muy invasiva), endoteliocorial
(moderadamente invasiva) y epiteliocorial (poco
invasiva). El objetivo del presente estudio fue
evaluar, en modelos de infeccioén ex vivo, si el tipo
de barrera placentaria influye en el grado de
infeccion parasitaria y determinar el dafio tisular
causado por tanto por T. cruzi como por T. gondii.
Explantes de placenta humana (HPE) canina
(CPE) y ovina (OPE) fueron incubadas en
ausencia y presencia de 105 6 1076
tripomastigotes T. cruzi (cepa Y) 6 taquizoitos de
T. gondii (cepa RH) durante 2 y 24 horas a 37°C.
La carga de DNA parasitario fue determinada a
través de qPCR vy el dafio tisular fue evaluado
mediante histopatologia convencional asi como
mediante histoquimica para moléculas
glicosiladas (PAS) y colageno (Picro rojo Sirio).
DNA parasitario fue detectado a las 2 horas de
incubacion en los tres tipos de explantes, ambos
parasitos causan un dafio tisular significativo, el
que es mas notorio con T. gondii que con T. cruzi,
Se concluye que ambos parasitos son capaces de

atravesar a los distintos tipos de barrera
placentaria durante la infeccibn ex vivo.
Financiamiento: ERANET-LAC grant
ELAC2014/HID-0328, FONDECYT 1130113,

ENL027/16 (UCh).

35 - ANALISIS DE LA VARIABILIDAD
GENETICA DE SECUENCIAS DE ADN
SATELITE DE Trypanosoma cruzi

Juan C Ramirez(l), Carolina Torres(z), Maria de los
A Curto®, Alejandro G Schijman(4)

WE@nstituto  de Investigaciones en Ingenieria
Genética y Biologia Molecular “Dr. Héctor N.
Torres” (INGEBI-CONICET), Buenos Aires,
Argentina. ®Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, Argentina.

E-mail: juankrg@yahoo.es

Las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi
han sido clasificadas en seis Unidades Discretas
de Tipificacion (UDTs, Tcl-TcVI), asociadas con
diferente distribucion geografica y ciclos de
transmision. Los marcadores utilizados para
identificar las UDTs son de repetitividad moderada
y s6lo pueden ser aplicados a muestras clinicas
con elevadas cargas parasitarias, con lo cual una
elevada proporcién de muestras de pacientes
crénicos no pueden ser caracterizadas. Por esto,
nos propusimos analizar la variabilidad genética
de la secuencia de ADN satélite de T. cruzi,
altamente conservada y repetitiva, con el objetivo
de localizar patrones moleculares de tipificacion
de mayor sensibilidad. Se descargaron 141
secuencias de ADN satélite de T. cruzi del
GenBank procedentes de cepas de Tcl, Tcll, Tclll,
TcV y TcVI, y se clonaron y obtuvieron 188
secuencias de cepas con menor (Tcl, Tcll y TcVI)
o nula (TclV) representatividad en las bases de
datos. Las secuencias fueron alineadas (ClustalX)
y analizadas filogenéticamente (MrBayes), con el
modelo evolutivo mas apropiado acorde al Criterio
de Informacion de Akaike (jModelTest). Se calculo
la distancia genética entre los diferentes UDTs y
agrupamientos de ADN satélite (Mega) y se
investigo la presencia de patrones moleculares de
acuerdo a la UDT y agrupamiento de procedencia
de las secuencias satélite (VESPA). El arbol
filogenético presenté tres agrupamientos basales.
El primero agrup6 todas las secuencias de las
cepas Tcl y Tclll analizadas, y algunas de TcV y
TcVI. El segundo estuvo formado por las
secuencias de las cepas Tcll y la mayor parte de
TcV y TeVI. Y el tercero incluyd exclusivamente
las secuencias de las cepas TclV. Se encontro
una menor distancia genética entre las cepas de
los UDTs | y lll, y V y VI, y una mayor distancia
entre cepas Tcl y Tclll respecto a Tcll; mientras las
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cepas TclV fueron equidistantes del resto. Se
logré identificar SNPs caracteristicos de cada
agrupamiento a partir de los cuales se podra
clasificar las secuencias satélite como tipo Tcl/lll,
Tcll, TclV, o hibridos (TcV/VI). Los resultados de
este trabajo permitirdn tipificar muestras de
pacientes cronicos con bajas cargas parasitarias y
mejorar los métodos de diagnostico molecular de
T. cruzi basados en ADN satélite. A su vez, las
relaciones filogenéticas encontradas aportan
evidencias que contribuiran al estudio de la
historia evolutiva de las diferentes UDTs.

36 - EVIDENCIAS DE LA EXPRESION DE LA
ENZIMA DIHIDROXIACETONA QUINASA (DAK)
EN Trypanosoma cruzi

Patricia Andrea Garavaglia'?, Laura M. Tasso®,

Guillermo Eastman®, José R. Sotelo-Silveira®,

Gabriela A. Garcia®, Joaquin J.B. Cannata ®

WeONp . @ Departamento de Gendmica,

Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable, Montevideo, Uruguay.. (4)Departamento
de Genomica, Instituto de Investigaciones
Biolégicas Clemente Estable, Montevideo,
Uruguay.. ®1IB-UNSAM.

E-mail: pato_garavaglia@hotmail.com

Las dihidroxiacetonas quinasas (DAKs) son
enzimas que catalizan la fosforilacion de la
dihidroxiacetona (DHA). Si bien la DHA puede ser
utilizada como fuente de carbono por distintos
organismos, al alcanzar ciertos niveles presenta
toxicidad. Trypanosoma brucei carece del gen
que codifica para la DAK y por lo tanto, la DHA es
toxica para este parasito. Por el contrario, en la
base de datos de Trypanosoma cruzi hay dos
secuencias que codifican para probables TcDAKS,
TcCLB.507011.200 y TcCLB.503983.20. Estudios
de RNASeq y “ribosome profiling” indican que
ambos genes se transcriben y traducen en los
estadios epimastigote (E) y tripomastigote
metaciclcio ™, encontrandose una disminucion,
tanto en la transcripcién como en la traduccion, al
pasar de E a TM. Ambos genes reducen su
eficiencia traduccional en un 50% en el cambio de
estadio. Se evalu6 la actividad de TcDAK en la
fraccion soluble de epimastigotes de T. cruzi con
DHA y ATP como sustratos y midiendo la
oxidacién de NADH en una reaccién acoplada
con glicerol 3-fosfato dehidrogenasa. La actividad

especifica de TcDAK fue de 38.3 nmoles
NADH/min/mg. A fin de evaluar el efecto de la
DHA en el crecimiento de T. cruzi se cultivaron
epimastigotes en presencia de DHA durante 72
hs. Con DHA 1 y 2 mM no se observaron cambios
en las tasas de crecimiento, mientras que con
DHA 4 mM se produjo una disminucion del 20 %
del crecimiento con respecto al control.
Contrariamente, se observo una inhibicion del 100
% del crecimiento de promastigotes de T. brucei
luego de 48 hs de cultivo con DHA 1 mM. Dado
que la expresién de ciertas DAKs se incrementa
en situaciones de estrés celular, se evalud la
actividad de TcDAK luego de someter a los
epimastigotes a situaciones de estrés oxidativo
(H202 100 uM) o hiperosmético (CINa 0,1y 1 M).
El tratamiento de los parasitos con H202 durante
1h indujo un incremento de 2.4 veces de la
actividad de TcDAK. Por otro lado, el tratamiento
con CINa provoco un descenso de la actividad de
TcDAK a los 30 minutos seguido de un aumento
significativo a los 60 minutos. La DHA provendria
del medio externo o a partir del glicerol
metabolizado por la TcAKR. Los resultados
obtenidos indican que T. cruzi tiene una DAK
activa que le permite metabolizar la DHA. Su
mayor expresion en el estadio epimastigote y en
condiciones de stress podria relacionarse con las
condiciones en el intestino del insecto vector en
relacion a la fuente de carbono disponible, la
osmolaridad y la disponibilidad de oxigeno.

37 - CARACTERIZACION MOLECULAR DE
AISLAMIENTOS DE Trypanosoma cruzi DE
PACIENTES EN ENSAYOS CLINICOS DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS

@ Mary C Torrico®, Priscilla A da

Juan C Ramirez

Costa®, Soraia de O Silva®”, Alejandro F
Benatar®, Anabelle de la Barra®, Rudy
(8) 9

Parrad0(7), Lineth Garcia™, Faustino Torrico™”,

Andrea M Macedo®, Isabela Ribeiro™,
Alejandro G Schijman(lz)
WEA2|NGEBI-CONICET), Buenos  Aires,

Argentina. @®"®|nstituto  de  Investigaciones
Biomédicas, Universidad Mayor de San Simoén,
Cochabamba, Bolivia. @®"|nstituto de Ciencias
Biolégicas, Universidad Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, Brasil. “’Fundacién CEADES,
Cochabamba, Bolivia. (ll)Drug for Neglected
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Diseases initiative Ginebra, Suiza.

juankrg@yahoo.es

(DND),

Las poblaciones naturales de Trypanosoma cruzi
han sido clasificadas en seis Unidades Discretas
de Tipificacion (UDTs, Tcl-TcVI), asociadas con
diferente distribucién geografica y ciclos de
transmision. Se ha observado que esta diversidad
genética de T. cruzi podria estar implicada en su
respuesta diferencial a drogas tripanocidas. Este
trabajo tuvo como objetivo caracterizar el
polimorfismo genético de aislamientos de T. cruzi
de pacientes crénicos enrolados en ensayos
clinicos de la enfermedad de Chagas. Se
obtuvieron 46 hemocultivos de igual nimero de
pacientes con la enfermedad de Chagas crénica
residentes en Bolivia: 21 de muestras del ensayo
clinico E1224 colectadas 10 meses pos-
tratamiento (6 del grupo placebo y 15 de
pacientes tratados con diferentes dosis de
ravuconazol), 7 de muestras colectadas durante
el tamizaje del ensayo clinico Fexinidazol recién
finalizado, y 18 pertenecientes a pacientes del
estudio EpiNet que no recibieron tratamiento.
Luego de obtenido, el ADN gendémico de cada
aislamiento  fue analizado mediante: 1)
amplificacion y secuenciacién de ADN satélite; 2)
determinacion del perfii de PCR-RFLP de la
region hipervariable del ADN de minicirculo; 3)
identificacion de UDTs por PCR Multiplex en
Tiempo Real con sondas Tagman; y 4)
determinacion de haplotipos por analisis de loci
microsatélites. Los experimentos de
secuenciacién de ADN satélite y PCR-RFLP de
ADN de kinetoplasto aln se encuentran en
estudio pero los resultados de la tipificacion por
PCR Multiplex indican la presencia de TcV en 45
de los 46 aislamientos, mientras que el
hemocultivo restante fue identificado como Tcll y
corresponde a un paciente del grupo placebo del
estudio E1224. Por su parte, el andlisis de seis
loci microsatélites sugiere la presencia de un
Unico clon de T. cruzi en cada uno de los
aislamientos y la misma cepa en todos los
hemocultivos TcV. Estos hallazgos revelan la
elevada prevalencia de esta cepa TcV en la region
en donde fueron realizados estos estudios y su
persistencia en pacientes refractarios al
tratamiento con ravuconazol. Queda pendiente
conocer la respuesta de los pacientes tratados
con fexinidazol cuando se abran los cédigos de
este estudio. Si bien no contamos con
hemocultivos de antes y después del tratamiento

para un mismo paciente, el hecho que se trate de
la misma cepa TcV nos permite hipotetizar que el
tratamiento con ravuconazol no indujo seleccion
de poblaciones parasitarias.

38 - IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DEL PRIMER TRANSPORTADOR DE
PANTOTENATO (TcPPT1) EN Trypanosoma
cruzi

Laura Fraccaroli M Daniela Ruiz, Dario E
Balcazar, Luciana Larocca, Fabiana Stolowicz,
Pablo S Torres, Carolina Carrillo

ICT Milstein -
lalyfra@gmail.com

CONICET. E-mail:

La enfermedad de Chagas es una parasitosis
endémica en América Latina causada por el
protozoo Trypanosoma cruzi. Las terapias
actuales son altamente téxicas y de limitada
eficacia por lo que existe una necesidad de
identificar blancos para el desarrollo de nuevas
terapias tripanocidas. Las vitaminas son
micronutrientes esenciales para todas las células
vivas; muchos organismos las sintetizan de novo
mientras que otros las obtienen del medio a
través de transportadores especificos. Evidencias
del transporte de riboflavina (vitamina B2) y sus
efectos en la biologia de T. cruzi fueron
reportados previamente por nuestro grupo de
trabajo. El pantotenato (vitamina B5) es precursor
de la coenzima A, involucrada en numerosas
reacciones  celulares  esenciales.  Andlisis
bioinformaticos sugieren que T. cruzi no sintetiza
pantotenato de novo. Dada su relevancia en
distintos tipos celulares, el objetivo del trabajo fue
determinar el rol del pantotenato en T. cruzi e
identificar sus potenciales transportadores. La
tasa de proliferaciéon de epimastigotes de T. cruzi
de la cepa Y, evaluada por curvas de crecimiento
y MTT, fue significativamente disminuida en
medios de cultivo en ausencia o0 con baja
concentraciéon de pantotenato. Este efecto
antiproliferativo fue revertido con el agregado de
pantotenato en forma dependiente de la
concentraciéon. En contrapartida, el efecto
proliferativo de pantotenato no fue observado en
otros tripanosomatidos como T. brucei, L.
mexicana y C. fasciculata. A través de analisis in
silico, identificamos un potencial transportador de
pantotenato (TcPPT1) que presenta
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caracteristicas estructurales descriptas para otras
permeasas de T. cruzi, A partir de ADN de
epimastigotes de la cepa Y, se amplifico el
TcPPT1, se cloné en el vector de expresion p-
Trex, y se construyd una cepa de T. cruzi que
sobreexpresa TcPPT1 fusionado a mCherry
(proteina fluorescente roja). La expresion de
TcPPT1 y mCherry fue confirmada por PCR, RT-
PCR y microscopia de fluorescencia. Resultados
preliminares mostraron un ligero aumento en la
proliferacion de epimastigotes transgénicos en
medios con bajas concentraciones de
pantotenato. Esta cepa sobreexpresante sera
utilizada para caracterizar, en comparacion con la
cepa control, el rol de TcPPT1 en la proliferacion
de los epimastigotes, metaciclizacion vy
amastigogénesis asi como su localizacion
subcelular. Una caracterizacion mas profunda de
este transportador permitira evaluar su condicion
como potencial blanco terapéutico.

39 - Identification of new Cruzipain inhibitory
scaffolds from the GlaxoSmithKline HAT and
CHAGAS chemical boxes

Emir Salas Sarduy, Lionel Uran Landaburu, Juan
José Cazzulo, Fernan Aguero, Vanina E Alvarez

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas -
Universidad Nacional de General San Martin.

E-mail: valvarez@iib.unsam.edu.ar

American Trypanosomiasis or Chagas disease is
a prevalent, neglected and potentially life-
threatening illness caused by the kinetoplastid
protozoan parasite Trypanosoma cruzi. It is
estimated that 8-11 million people are chronically
infected in Latin America, representing a
substantial social and economic burden. Owing to
the extensive global migration of asymptomatic,
chronically infected individuals from endemic
regions, Chagas disease now affects thousands of
people in nonendemic regions. The current
chemotherapy is limited only to nifurtimox and
benznidazole, two drugs that have limited efficacy
in the chronic phase and are rather toxic. In this
scenario, more efficacious and safer drugs,
preferentially acting through a  different
mechanism of action and directed against novel
targets, are particularly welcome. Cruzipain, the
main papain-like cysteine peptidase of T. cruzi, is
an important virulence factor and a

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

chemotherapeutic target with excellent pre-clinical
validation evidence. The enzyme is involved in: i)
parasite nutrition and differentiation, ii) invasion of
mammalian cells, iii) evasion of the host immune
response and iv) its inhibitors have proved to
effectively block parasite growth both “in vitro” and
“in vivo”. In this regard, the irreversible Cruzipain
inhibitor K777 has been efficacious in preclinical
models of T. cruzi infection, including
immunocompetent and immunodeficient mice and
dogs, confirming the potential of Cruzipain
inhibitors as chemotherapeutic candidates for the
treatment of Chagas disease. Here, we present
the identification of new Cruzipain inhibitory
scaffolds within the GlaxoSmithKline HAT and
CHAGAS chemical boxes (two collections
grouping 404 non-cytotoxic compounds with high
antiparasitic potency, drug-likeness, structural
diversity and scientific novelty). To this end, we
adapted a continuous enzymatic assay to a 384-
multiwell format and carried out a primary
screening of both compound collections, followed
by construction and analysis of dose-response
curves for the most promising hits. Using the
identified hits as starting point, structurally-related
compounds, not detected in the experimental
screening or present only in the non-examined
LEISH chemical box, or in other public domain

chemical databases were identified by
computational methods. The potential binding
mode and mechanism of action of these

prototypic compounds will be discussed based on
this information.

40 - Identification of M32 peptidase inhibitors
in new compound sets with anti-kinetoplastid
activity

Gabriela T Niemirowicz, Juan José Cazzulo,
Fernan Aguero, Vanina E Alvarez

Instituto de Investigaciones Biotecnolégicas -
Universidad Nacional de General San Martin.

E-mail: valvarez@iib.unsam.edu.ar

Members of the Trypanosomatidae family
comprise a large number of species that are
causative agents of several highly disabling and
often fatal diseases such as sleeping sickness,
Chagas’ disease and Leishmaniasis. The current
chemotherapy used in the treatment of these
infections presents serious side-effects, and in
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some cases have low effectiveness, which makes
imperative the development of new
chemotherapeutic compounds. The M32 family of
metallopeptidases (MCPs) contains a group of
hydrolases, which although being broadly
distributed among prokaryotic organisms, can only
be found in a few eukaryotes including some
green algae and trypanosomatids. The absence of
M32 MCPs in metazoans constitutes an attractive
trait due to the high specificity/selectivity potential
of this family for drug development. In particular,
Trypanosoma cruzi and T. brucei contain
conserved M32 MCPs (at 71% identity) whose
structure and biochemistry are well characterized.
Nonetheless, no inhibitors or biological functions
for these two proteins have been reported to date.
On the basis of their biochemical properties and
stage-specific expression, they have been
implicated in the catabolism of peptides and
proteins to single amino acids required for protein
synthesis, the regulation of small peptide
metabolism, and more recently, the replication
cycle of the kinetoplast in the case of T. brucei
MCP-1 . In this work, we present the identification
of new M32 inhibitory scaffolds within the
GlaxoSmithKline HAT and CHAGAS chemical
boxes (two compound collections grouping 404
non-cytotoxic compounds with high antiparasitic
potency, drug-likeness, structural diversity and
scientific novelty). To this end, we developed and
optimized a continuous enzymatic assay to a 384-
multiwell format and carried out a primary
screening of both compound collections, followed
by construction and analysis of dose-response
curves for the most promising hits. Using this
strategy we identified several inhibitors which
have differential potency and selectivity towards
both T. cruzi and T. brucei MCP-1 peptidases.
These results provide a testable target and
hypothesis on the mechanism of action of these
compounds. Moreover these inhibitors represent
new useful tools to understand the action mode of
M32 MCPs and also enable further studies
towards the functional understanding of role of
these enzymes in trypanosomatid biology.

41 - VARIABILIDAD GENETICA DE
STRONGYLOIDES STERCORALIS Y SU
RELACION CON LA REACTIVACION
PARASITARIA
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Juan®, cCatalina Alba soto®, Stella Maris
Gonzalez Cappa(s), Silvia Repetto(e), Paula

Ruybalm

DR@EOMMPaM-Facultad de Medicina-UBA.
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UNSAM. E-mail: lisanarguello@gmail.com

Strongyloides stercoralis es un geohelminto
perteneciente al phylum Nematoda, orden
Rhabditida y familia Strongyloididae. Afecta a un
10-40% de la poblacién mundial en regiones
tropicales y subtropicales. En Argentina, las areas
de mayor prevalencia corresponden al NOA y
NEA. Produce infecciones crénicas en el humano
y cuadros severos en pacientes
inmunocomprometidos secundarios a la migracion
sistémica de larvas a diferentes tejidos. La cura
parasitologica se define como la ausencia de
larvas al afio post-tratamiento. Sin embargo,
nuestro grupo de trabajo ha observado
reactivaciones a partir del segundo afio. La
amplia distribucién geografica del paréasito y su
impacto en salud publica platean la necesidad de
estudiar su variabilidad genética en la practica
clinica y su estructura poblacional. En este
sentido, nos propusimos evaluar la diversidad
genética de S. stercoralis y su posible asociacion
con las caracteristicas clinicas y la evolucion de la
parasitosis en los pacientes. Se evaluaron 17
pacientes con diagnostico y seguimiento de
estrongiloidosis  (recuento  de  eosindfilos,
parasitologicos directos, CAN, y carga parasitaria
por gPCR) oriundos de Argentina, Paraguay y
Pera. A partir del analisis de las secuencias de
una region de 404 pb. del gen mitocondrial cox1
al momento del diagnostico se describieron 5
haplotipos. Estos fueron evaluados en el contexto
de 66 secuencias de S. stercoralis (oriente: Laos
y Japon), S. fuelleborni, S. planiceps, S. mirzai, S.
papillosus y A. lumbricoides (outgroup). El andlisis
filogenético resultd en agrupamientos
concordantes con las especies estudiadas.
Dentro del cluster de S. stercoralis, se definieron
6 subclusters (sc). Uno de ellos correspondio a 2
haplotipos descriptos en 8 de los 17 pacientes
(sc2), mientras que los 3 haplotipos restantes (9
pacientes) se agruparon con alelos de oriente en
el scl. No se encontr6 asociacion entre sc y
género, area endémica, carga parasitaria,
recuento de eosindfilos y forma clinica (X2,
p>0,05;). Sin embargo, 7 de 7 pacientes con
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seguimiento del scl reactivaron y solo 1 de 3 del
sc2. El scl incluye haplotipos con una mayor
distribucion  geografica 'y capacidad de
reactivacion aun post-tratamiento. Esto podria
deberse a que corresponden a genotipos con
elevado “fitness”. Si bien esta asociaciébn no
resultd estadisticamente significativa, el aumento
de los casos estudiados permitira evaluar los
haplotipos como marcadores de evolucién clinica.

42 - EXPRESION, LOCALIZACION Y PERFIL
ANTIGENICO DE PROTEINAS TOLT DE
Trypanosoma cruzi

Maite M Lobo, Virginia Balouz, Luciano J Melli,
Gaspar E Canepa, Santiago Carmona, Andrés
Ciocchini , Fernan Agliero, Carlos A Buscaglia

IIB-INTECH.

E-mail: maitemlobo@hotmail.com

TolT fue caracterizado originalmente como un
antigeno flagelar de tripomastigotes de T. cruzi,
codificado por un reducido ndmero de genes
altamente homoélogos dispuestos en tandem.
Posteriormente, se determind que era blanco de
una fuerte respuesta inmune celular y humoral en
animales y/o pacientes chagasicos, por lo que se
evaludé su potencial como candidato vacunal y
reactivo para serodiagndstico. Una reciente
basqueda en bases de datos revel6 una mayor
complejidad gendémica para los genes TolT en
tripanosomatidos. Sélo en T. cruzi pudimos
identificar 19 secuencias con similitud significativa
a TolT (>40% identidad) las cuales se dividieron,
en base a criterios estructurales y de secuencia,
en 3 grupos principales llamados TolT-A, TolT-B y
TolT-C, siendo TolT-A el grupo que contiene al
antigeno TolIT original. En lineas generales, todos
los miembros de la familia poseen un péptido
sefial clivable en el extremo N-terminal seguido
por una regibn madura mas conservada con
algunos motivos y residuos Cisteina conservados
y una sefial de anclaje por GPI en su extremo C-
terminal, aunque hay algunas excepciones a esta
disposicion  estructural. Topolégicamente, el
extremo mas divergente entre los grupos TolT-Ay
TolT-B se ubicaria hacia la parte distal,
coincidente con lo observado en otras familias
multigénicas del parasito involucradas en
fenémenos de interacciéon y/o evasién inmune.
Para caracterizar en mas detalle esta familia

multigénica realizamos estudios a nivel de
expresiéon (RT-PCR y técnicas inmunoquimicas) y
localizacion subcelular (microscopia y distintos
ensayos bioquimicos) de miembros
representativos de los distintos grupos de TolT en
los 3 estadios principales de este parasito. Por
otro lado, realizamos un mapeo epitdpico
preliminar en pacientes infectados crénicos
usando microarreglos de péptidos y variantes
delecionales de las distintas proteinas
expresadas de manera recombinante. Nuestros
resultados indican que TolT-A y TolT-B presentan
una regiéon comdn e inmunodominante cercana al
extremo C-terminal y, que aparentemente son co-
expresadas en la superficie del flagelo del
tripomastigote (como también en los estadios de
amastigotes en transicion) y secretadas al medio
extracelular. TolT-C, grupo mas divergente y
menos representado, presenta una menor
antigenicidad y un distinto patron de expresion.
En definitiva, nuestros resultados constituyen una
caracterizacion preliminar a nivel gendmico,
estructural y de expresion de las proteinas TolT
de T. cruzi,

43 - ANALISIS GENETICO DE LA
RESISTENCIA AL INSECTICIDA
DELTAMETRINA DE TRIATOMA INFESTANS

DE ARGENTINAY BOLIVIA

Gonzalo Roca Acevedo, Georgina Fronza, Maria
Inés Picollo, Ariel Ceferino Toloza

CIPEIN (UNIDEF-CITEDEF-CONICET) E-mail:
ltcdata@gmail.com

Triatoma infestans es uno de los principales
vectores de la Enfermedad de Chagas en
Latinoamérica. En la Argentina, los insecticidas
piretroides se han utilizado en forma continua en
el control quimico de este vector desde los afios
80s. En 2002, se confirm6 una zona con alta
resistencia a piretroides asociada a fracaso de
control en el norte de Argentina y sur de Bolivia.
Es sabido que altos valores de resistencia
podrian estar relacionados con la presencia de
mutaciones puntuales (SNP’s) del tipo kdr. La
determinacion de presencia 0 ausencia de las
mutaciones se realizé a nivel poblacional e
individual mediante PCR’s anidadas para detectar
la presencia de las mutaciones. En este trabajo
se realiz6 un analisis toxicologico y se analiz6 la
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presencia de las mutaciones tipo  kdr
denominadas L1014F y L925I del canal de sodio
voltaje dependiente en ninfas | provenientes de
Campo Largo (Salta, Argentina) y Entre Rios
(Tarija, Bolivia). Los resultados toxicolégicos
mostraron niveles muy altos de resistencia en
ambas poblaciones estudiadas, siendo de 1108 y
173x para la poblacién de Argentina y de Bolivia.
El analisis molecular de las poblaciones
estudiadas determind la presencia de la mutacién
L1014F y la ausencia de la L925I. El estudio a
nivel individual de la mutacion L1014F revel6 que
en la poblacion argentina existe una alta
frecuencia de individuos en heterocigosis. Se
discute la asociacién de la presencia de estas
mutaciones con el grado de resistencia y el éxito
en las estrategias de control con insecticidas
piretroides.

44 - LA SOBREEXPRESION DEL FACTOR
NUCLEAR TCHMGB EN T. CRUZI POSEE UN
EFECTO DELETEREO EN LA REPLICACION E
INVASION CELULAR

Luis E Tavernelli, Esteban C Serra, Pamela Cribb

IBR-CONICET.

E-mail: luistavernelli@gmail.com

Trypanosoma cruzi, el agente causal de la
Enfermedad de Chagas, presenta una
organizacibn gendmica particular donde sus
genes  estan organizados  en clusters
policistronicos separados por regiones conocidas
como SSR (strand switch regions) desde donde
inicia la transcripcion. T. cruzi carece de los
mecanismos clasicos de regulacion
transcripcional, y solo se han identificado algunos
factores de transcripcion basales y proteinas
relacionadas con el remodelado de la cromatina.
Las proteinas “High Mobility Group” (HMG) son
proteinas nucleares no histonas muy abundantes.
Estas interaccionan con la cromatina en una
forma dindmica, jugando un rol importante en la
ejecucion y control de funciones nucleares,
influyendo en distintos fenotipos celulares.
TcHMGB pertenece a la familia de proteinas
HMGB, capaces de distorsionar, curvar o
modificar la estructura del ADN en la cromatina.
Estas proteinas se unen al ADN mediante su
dominio HMG-box de forma independiente a la
secuencia nucleotidica del ADN. La proteina
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TcHMGB se expresa en todos los estadios del
ciclo de vida del parasito, siendo mas abundante
en los estadios replicativos epimastigote y
amastigote que en la forma infectan
(tripomastigote). Para contribuir al conocimiento
funcional de esta proteina, se seleccionaron
parasitos sobreexpresantes de la proteina
TcHMGB para caracterizar y determinar su
relevancia en procesos vitales del parasito. La
sobreexpresion de la proteina TcHMGB en
epimastigotes produce un efecto deletéreo en la
tasa de crecimiento. Estos parasitos mostraron
tener una relacién nudcleo/kinetoplastido anormal,
donde la mayoria de ellos poseen mudltiples
nacleos y un kinetoplastido. Esto sugiere un
desacople en el proceso de division del contenido
gendémico, como asi también la incapacidad de
llevar a cabo una correcta divisién celular.
Ensayos de citometria de flujo mostraron un
arresto en la fase G2/M del ciclo celular. Por otro

lado se evalu6 la capacidad de estos
sobreexpresantes de infectar células de
mamiferos (VERO) observandose una

disminucion en la cantidad de células infectadas
como asi también el nUmero de amastigotes por
célula. Nuestros resultados sugieren que
TcHMGB es importante para el correcto
funcionamiento de los procesos nucleares y
podria cumplir roles esenciales en el parasito.

45 - CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y
MOLECULAR DE UNA NUEVA ESPECIE DEL
GENERO TRYPANOSOMA AISLADA DE
MAMIFEROS SILVESTRES DE SANTIAGO DEL
ESTERO

Nicolas Tomasini, Paula G Ragone, Cecilia Perez
Brandan, Patricio Diosque

Instituto de Patologia Experimental - Facultad de
Cs de la Salud - Univesidad Nacional de Salta -
CONICET. E-mail: nicotomasini@yahoo.com.ar

El género Trypanosoma abarca a un gran nimero
de especies parasitas de vertebrados y
transmitidas usualmente por diferentes vectores
hematéfagos (insectos y sanguijuelas). Dentro de
este género existen clados especificos para
distintas clases de vertebrados (peces, anfibios,
reptiles, aves y mamiferos) sugiriendo adaptacion
al tipo de hospedador. El presente trabajo
describe tanto biolégica como molecularmente
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una nueva especie del género Trypanosoma,
perteneciente al clado de los tripanosomas de
serpientes y lagartos pero aislada de dos
especies diferentes de mamiferos. Durante una
campafia para la identificacion de T. cruzi en
ambientes silvestres de la provincia de Santiago
del Estero, hemocultivos provenientes de
muestras de sangre de dos roedores Calomys sp.
y de un gato montés (Leopardus geoffroyi)
resultaron positivos para la presencia de
tripanosomatidos. Sin embargo, mediante PCR
especifica se descartd que los parasitos fueran T.
cruzi o alguna especie del género Leishmania. El
analisis filogenético de la secuencia de
fragmentos de dos genes diferentes (18s vy
gGAPDH) mostr6 que los tres aislados
pertenecen al género Trypanosoma y se agrupan
cercanos a T. serpentis, T. cascavellis y T. varani,
tres especies pertenecientes al clado de los
tripanosomas de reptiles. Por otra parte, los
aislados fueron caracterizados morfologicamente
mediante microscopia O6ptica, distinguiéndose
formas epimastigotes y formas similares a
esferomastigotes. Posteriormente los aislados
fueron inoculados por via intraperitoneal e
intradérmica en ratones machos de 30 dias de
edad de las cepas BALB/c y NUDE, en una dosis
de 1x106 y 2x106 parasitos/raton. Actualmente,
las técnicas de parasitemia y hemocultivo se
estan aplicando para corroborar la infectividad en
los animales inoculados. La distancia genética, el
tipo de hospedador y las diferencias en cuanto a
la morfologia con las cepas de la especie mas
cercana filogenéticamente (T. serpentis) indican
que se trata de una especie no descrita
previamente. Se propone designar a esta especie
como T. basombrii en honor al Dr. Miguel Angel
Basombrio, fundador del Instituto de Patologia
Experimental de Salta y pionero en el estudio de
las enfermedades causadas por tripanosomatidos
en el norte argentino. El hallazgo de este
tripanosoma en mamiferos demuestra la
versatilidad del género para adaptarse a
diferentes hospedadores vertebrados en tiempos
evolutivos relativamente cortos.

46 - TRAFICO INTRACELULAR DE
PROTEINAS DE MEMBRANA A TRAVES DE LA
VACUOLA CONTRACTIL EN Trypanosoma
cruzi

Giannina Carlevaro, Juan Oscar

Campetella, Juan Mucci

Burgos,

Instituto de Investigaciones biotecnolégicas 1IB-
UNSAM. E-mail: carlevarogiannina@gmail.com

En tripanosomatidos, el sistema de secrecién de
proteinas se caracteriza por estar altamente
polarizado y direccionado hacia el bolsillo flagelar,
involucrando el reticulo endoplasmatico, Golgi,
cuerpos multivesiculares y endosomas. En T.
cruzi, hemos demostrado que existe otra organela
involucrada en el transporte de proteinas a
membrana, la vacuola contractii (VC), una
organela ausente en mamiferos e involucrada en
la osmo-regulacién en protozoarios. Hasta el
momento, demostramos que la VC esta
involucrada en el transporte de la TS, TSSA y
mucinas alfa galactosiladas, todas ancladas a
membrana por GPI, indicando que la VC estaria
involucrada en el transporte de proteinas con
dicha ancla. Ademéas demostramos que existen al
menos dos poblaciones de mucinas: las alfa-
galactosidadas y las sialidadas, que se organizan
separadamente en la membrana de
tripomastigotes, con anterioridad consideradas
una sola. En este estudio, al analizar el trafico de
las mucinas sialidadas observamos que también
co-localizan en la VC con la TS, lo cual indicaria
que las diferencias en la glicosilacion no afecta el
transporte intracelular de proteinas con el mismo
ancla (GPI). Seguidamente, probamos abordar el
trafico por la VC mediante tratamientos con
inhibidores vacuolares, Bafilomicina A y NBD-CI.
Sin embargo, en las concentraciones estudiadas
(0,1-2 uM), éste no se vio afectado. Finalmente,
obtuvimos una  poblacibn de  parasitos
sobreexpresantes de la GTPasa Rabll-GFP
(marcador de VC). Para analizar si la VC forma
parte del trafico general de proteinas de
membrana o si esta intimamente relacionada al
tipo de anclaje, estudiamos el trafico de proteinas
con distinta unibn a membrana segun
predicciones bioinformaticas. Estas son: la
Calpaina-like (miristoilada y palmitoilada), KMP-11
(interaccion directa con lipidos) y TolT (GPI), tres

proteinas flagelares presentes en el estadio
tripomastigote. Utilizando los parasitos
sobreexpresantes 'y mediante  microscopia
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confocal, se observd co-localizacién de las
proteinas TolT y KMP-11 con Rab11-GFP durante
su transporte hacia la membrana plasmaética.
Sumado a esto, se detect6 asociacion de la KMP-
11 con calreticulina (marcador de reticulo
endoplasmico). Por otro lado, la Calpaina-like fue
detectada en vesiculas direccionas hacia la zona
flagelar sin observarse una co-localizacién
evidente con la VC. Por ende, estos resultados
dan indicios de que la VC participa en el trafico de
proteinas que entran en la via secretoria clasica
(RE-Golgi).

47 - ANALISIS DE MUTACIONES DE TIPO Kdr
EN TRIATOMA INFESTANS (REDUVIIDAE:
TRIATOMINAE) RESISTENTES A
DELTAMETRINA DEL GRAN CHACO
ARGENTINO

Georgina Fronza®, Gonzalo Roca Acevedo®,

Gaston A Mougabure Cueto®, Maria | Picollo “,
Ariel C Toloza ©

W@@CCcentro de Investigaciones de Plagas e
Insecticidas, CONICET-UNIDEF. ®Centro de
Referencia de Vectores (CeReVe) DETV-MSAL.

E-mail: georginafronza@gmail.com

En Argentina, la Enfermedad de Chagas afecta a
mas de un millén y medio de personas. Su
prevencion se basa principalmente en el control
del insecto vector mediante el uso de insecticidas
piretroides como la deltametrina. La presencia de
fenotipos resistentes a estos insecticidas
representa un obstaculo en el control de la
vinchuca Triatoma infestans (Klug, 1834),
principal vector en nuestro pais. Desde los 90s,
se han detectado en diversas regiones del Gran
Chaco poblaciones con diferentes niveles de
resistencia, los cuales estaban asociados a fallas
de control de campo. Estos altos niveles podrian
deberse a alteraciones en el canal de sodio
dependiente de voltaje. Recientemente fueron
descriptas dos mutaciones puntuales en el gen de
dicho canal (L1014F y L925l) en poblaciones
resistentes provenientes de las provincias de
Salta y Chaco. Nuestros estudios previos
detectaron un foco resistente complejo en el
Departamento de General Gliemes, Chaco. Se
establecié6 una alta heterogeneidad toxicolégica
posiblemente asociada a diferentes mecanismos
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involucrados en la promocion de fenotipos con
grados de resistencia muy variables, algunos de
ellos con los niveles mas altos hallados hasta el
momento. El objetivo de este trabajo fue analizar
la presencia y frecuencia de las dos mutaciones
tipo Kdr en poblaciones del foco resistente. Las
poblaciones utilizadas fueron: Bella Vista
(susceptible de referencia), El Maulle (baja
resistencia, GR 4,72 (2,11-10,63) y La Rinconada
(alta resistencia, GR >1.000). Se realizaron
ensayos especificos para T. infestans basados en
sucesivas PCRs. Se determind la presencia de
los alelos resistentes al correr el producto de PCR
y detectar diferencias en el tamafio de las bandas
amplificadas en el caso de la L1014F o digeridas
en el caso de la L925I. Los primeros resultados
permitieron ver que las mutaciones puntuales no
estan presentes en las poblaciones susceptible y
de baja resistencia. En la de alta resistencia, se
detecté la presencia de la mutacion L925I
manifestandose en  homocigosis en alta
frecuencia, pero no de la L1014F. Se discute la
importancia de incorporar protocolos de biologia
molecular para el analisis del problema complejo
de la resistencia a insecticidas, como herramienta
que contribuya a mejorar el control de la
parasitosis con mayor incidencia en América del
Sur.

48 - AURORA QUINASAS DE Trypanosoma
cruzi: ESTUDIO DE SUMOILACION
UTILIZANDO EL SISTEMA ENZIMATICO DE T.
BRUCEI EXPRESADO EN E. COLI

Nadia M Barrera(l), Maria J Figueras Lopez(z),
Matias Fassolari(3), Paula Iribarren(4), Vanina E
AIvarez(5), Guillermo D AIonso(G)

D@6 NGEBI.
galonso@dna.uba.ar

(4)(3)|B-UNSAM.

Las proteinas de la familia Aurora quinasa son un
grupo de quinasas de serina/treonina con
implicancia en el proceso de divisién celular,
destacandose en la maduracién y division del

centrosoma, condensacion de la cromatina,
ensamblado del huso mitético, correcciéon de
errores en la union de los microtubulos al

cinetocoro e iniciacion de la citocinesis.
Previamente en nuestro laboratorio se detectaron
y caracterizaron parcialmente tres Aurora
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quinasas presentes en T. cruzi: TCAUK1, TcAUK2
y TCAUK3. Al ser proteinas reguladoras del ciclo
celular, sus niveles de expresién estan sujetos a
modificaciones post-transcripcionales y post-
traduccionales que garantizan una fina
regulacion. Mediante andlisis por western blot, de
extractos proteicos de T. cruzi en sus tres
estadios (epimastigote, amastigote y
tripomastigote), hemos observado que los pesos
moleculares obtenidos difieren de los tedricos,
presentando en algunos casos doble banda. Para
evaluar si estas proteinas podrian ser blanco de
SUMOilacion, inicialmente  evaluamos la
presencia de sitios consenso para esta
modificacion mediante andlisis con el software
(SUMOPIot™ Analysis Program), encontrando un
posible motivo conservado en TcAUK1, tres en
TcAUK2 y dos en TcAUKS3, todos ellos con alto
“score”. Es interesante destacar que en todos los
casos se observdo que uno de los sitios de
SUMOilacién se ubicaba en el sitio activo de la
enzima. Esta modificacion, exclusiva de
organismos eucariotas, provoca cambios en la
localizacion subcelular, en la estabilidad vy
actividad de las proteinas, modificacion en las
interacciones entre proteinas y se encuentran
relacionadas a la regulacion de la transcripcion y
a la degradacion de proteinas. Para avanzar con
este estudio, en colaboracion con la Dra. Vanina
Alvarez (Universidad de San Martin)
transformamos las distintas Aurora quinasas, en
un sistema de SUMQOilacion in vivo generado en
bacterias que expresan la maquinaria enzimatica
de T. brucei. Luego de inducir la expresion de las
distintas proteinas, se prepararon extractos
proteicos que fueron luego analizados por
western blot.

49 - CARACTERIZACION FUNCIONAL DE UNA
GLUTARREDOXINA MONOTIOLICA DE
Trypanosoma cruzi

Natalia Sasoni(l), Vanina E Mérquez(z), Alberto A
Iglesias(3), Sergio A Guerrero(4), Diego G
Arias(®)

(MB)A)(B)Laboratorio de Enzimologia Molecular
— JAL - CONICET- UNL - Santa Fe.

(Z)Laboratorio de Fermentaciones — FBCB — UNL
— Santa Fe.
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E-mail: darias@fbcb.unl.edu.ar

Las glutarredoxinas (Grx) son pequefias proteinas
vinculadas al metabolismo redox y a la
homeostasis del hierro intracelular. Trypanosoma
cruzi es el parasito protozoario que causa la
enfermedad de Chagas. En este trabajo, se
presentan las propiedades funcionales 'y
estructurales de una Grx monotiolica de T. cruzi,
La proteina recombinante fue capaz de catalizar
la reduccién in vitro de GSSG usando T(SH)2
como donante de electrones. Por otra parte, se
observd que la proteina recombinante fue capaz
de coordinar clister de hierro-azufre (ISC)
mediante un ensayo de reconstitucioén in vitro. Los
espectros de absorcién resultantes revelaron dos
picos caracteristicos de complejos de Grx-ISC.
Ademas, el perfil obtenido mediante
cromatografia de filtracion por geles indicé que el
complejo de Grx-ISC estd formado por una
especie dimérica de Grx. Por otra parte, se
empled un ensayo de complementacion funcional
basado en el rescate de fenotipos de levaduras
mutantes para Grxs. Los experimentos de
complementacion demostraron que el fenotipo de
las mutantes de delecién en grx5 y grx4 pudieron
ser rescatados por complementacién con la Grx
heterdloga, suprimiendo parcialmente la
sensibilidad de las células a oxidantes ex6genos.
Estos resultados sugieren que la Grx en estudio
puede tener funciones importantes en el
metabolismo redox y en la biogénesis de ISC en
T. cruzi, Financiado por: ANCyT (PICT2013-0253,
PICT2014-2103 y PICT2014-3256).

50 - CLONACION Y SOBREEXPRESION DE
LAS PROHIBITINAS 1 Y 2 DE Trypanosoma
cruzi

Ana Karina Ibarrola Vannucci®, Susana Vilchez
Tornero®, Maria de los Angeles Curto®,
Alejandro  Gabriel Schijman®, Antonio Osuna

Carrillo de Albornoz®

W@Onstituto de Biotecnologia. Universidad de
Granada. Espaﬁa..(3)(4)Laborat0rio de Biologia
Molecular de la Enfermedad de Chagas, INGEBI.

E-mail: ana_karinai@hotmail.com

Las prohibitinas (PHB) 1 y 2 son proteinas
conservadas, pertenecientes a la superfamilia
SPFH (Stomatins, Prohibitins, Flotillins, HfIK/C),
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con un dominio comun PHB. En eucariotas
superiores ésta familia esta involucrada en
eventos como: la  proliferacién  celular,
envejecimiento, apoptosis y el mantenimiento de
la integridad mitocondrial. La familia de las
prohibitinas, también puede actuar como
chaperonas mitocondriales o jugar un papel en la
biogénesis mitocondrial. Dentro del grupo de los
tripanosomatidos, se comprob6 su presencia en
diferentes especies de Leishmania y en
Trypanosoma brucei. En Leishmania donovani, se
determind que las prohibitinas juegan un papel
importante en la interaccion hulesped-parasito,
favoreciendo la infeccion del mismo. En cambio,
en Trypanosoma brucei, se las encontré en las
mitocondrias formando un complejo de proteinas,
gue participaria en el correcto plegamiento de las
enzimas de la cadena respiratoria, actuando
como chaperona / holdasa. Hasta el momento no
hay estudios realizados en Trypanosoma cruzi. La
comparacion de las secuencias aminoacidicas de
estas proteinas con la de eucariotas superiores,
revelan un nivel de identidad entre 53 y 39% para
la PHB1; y entre el 50 y el 34% para la PHB2. En
los tripanosomatidos, estas proteinas se
encuentran mas conservadas, compartiendo
valores de identidad hasta el 93%, sugiriendo un
papel importante. Partiendo de extractos de
proteinas totales de epimastigotas y
amastigotas/tripomastigotas sanguineos, a través
de un Western blot se comprobd la presencia de
las proteinas de estudio en estos estadios.
Ademas, se realizé un rastreo de la presencia de
los genes PHB1 y PHB2 por PCR en 7 cepas
diferentes de T. cruzi, pertenecientes a distintos
DTUs. Solo en la cepa CL-Brener estos genes se
encuentran asignados a cromosomas, la primera
se encuentra en el cromosoma 25 y la segunda
en el cromosoma 38. En el presente trabajo,
también se describe la clonacion de expresion de
los genes de estudio, partiendo de cDNA de
epimastigotes de la cepa PAN4 (DTU I) en el
vector pTREX-TAPtag-GW, la transfeccién vy
sobreexpresion de los mismos en las cepas DM28
(DTU I) y CL Brener (DTU VI).

51 - EXPRESION DE LA FAMILIATCTASV DE T.
CRUZI : MINERIA DE DATOS DE EXPRESION
Y CORRELACION CON DATOS
EXPERIMENTALES

Mariana Rizzi, Matias Rodriguez, Lucas Cairo,
Daniel Sanchez, Valeria Tekiel

Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas.

E-mail: mai_r9@hotmail.com

La familia de proteinas de superficie TCTASV de T.
cruzi, esta compuesta por aproximadamente 40
miembros. No posee ortblogos en otros
organismos y esta conservada en diferentes
linajes de T. cruzi, De acuerdo a la longitud,
secuencia y motivos de la region central de las
proteinas se definen 4 subfamilias: TcTASV-A, B,
C y W. Realizando mineria de datos de expresion
(RNAseq y protedmica) y secuencias disponibles
en bases de datos, intentamos identificar
secuencias 6 motivos que podrian estar
determinando las diferencias en el patrén de
expresion entre estadios de T. cruzi, Analizando
los datos de RNAseq de la cepa Y (Tcll;) (Li et al,
2016) observamos que en este linaje los MRNAs
de TcTASVs de todas las subfamilias también
estan sobrerrepresentados en el estadio
tripomastigote (T) respecto del amastigote (A).
Los transcriptos pueden ser agrupados de
acuerdo a su nivel de sobre-expresion: HiHi
sobre-expresados mas de 20 veces (genes
TcTASV-A, B y C), y HiLow sobre-expresados
hasta 4 veces (en éste grupo s6lo encontramos 2
genes TcTASV-A). En relacion con datos de
prote6bmica, se identificaron por primera vez
péptidos de genes TcTASVs sobre-expresados en
tripomastigotes sanguineos, que no habian sido
identificados en tripomastigotes de cultivo ni otros
estadios (Brunoro et al, 2014). Los patrones y
niveles de expresién pueden estar determinados
al menos en parte por las secuencias de los
3'UTRs. El andlisis de estas regiones mostré dos
grupos principales: uno (G1) dentro del cual
segregaron los genes HiHi y otro (G2) en el cual
segregaron los genes HiLow y un gen identificado
por proteémica. Cada grupo presentd alta
identidad de secuencias en los 3'UTR (90%) pero
entre grupos (G1 vs G2) la similitud fue de ~20%.
Llamativamente todos los genes del G2
pertenecen a la subfamilia TcTASV-A. Esto
sugiere fuertemente que las diferencias en el
3'UTR podrian explicar el patron de expresion
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diferencial de TCcTASV. Previamente,
demostramos que en la cepa CL Brener la
subfamilia TCcTASV-C se expresa en
tripomastigotes y TcTASV-B lo hace tanto en
tripomastigotes como en amastigotes.
Observamos que ambas subfamilias tienen
localizacion preferencial en superficie, aunque
s6lo TcTASV-C es secretada en forma soluble y
en vesiculas extracelulares. Por otro lado, la
subfamilia TcTASV-A se expresa en T y A
intracelulares. Actualmente estamos analizando
las regiones amino y carboxi terminales para

identificar motivos proteicos que pudieran
modular la localizacion de las TcTASVs.
52 - Secrecion de la TcCyP19 del Trypanosoma

cruzi y su posible rol en la infeccion.

Alina E Perrone™, Bustos PL®, Milduberger N®,
Bua J“

WINP “Dr. M. Fatala Chaben” A.N.L.L.S.- C.G.
Malbran. @INP “Dr. M. Fatala Chaben” A.N.L.I.S.-
C.G. Malbran/CONICET. ®“INP “Dr. M. Fatala
Chaben” A.N.L.1.S.- C.G. Malbran/CAECIHS-UAI.

E-mail: alinaperrone@yahoo.com.ar

Las ciclofilinas (CyPs) son una familia de
proteinas altamente conservadas entre especies
que tienen actividad peptidil prolil cis-trans
isomerasa participando en el plegamiento de
proteinas, y son inhibibles por Ciclosporina A
(CsA). La secrecion de las ciclofilinas citosolicas
al espacio extracelular ha sido descripta tanto en
células humanas asi como también en los
parasitos protozoarios Toxoplasma gondii y
Trypanosoma brucei. En T. cruzi, se ha descripto
que varias proteinas parasitarias secretadas
estan involucradas en el proceso de invasién de
T. cruzi en la célula de mamifero. Existe una
familia de ciclofilinas en el paréasito, entre las
cuales la TcCyP19, de 19 kDa y de localizacién
citosélica, es homologa a la CyPA de mamiferos.
Esta isoforma se expresa abundantemente tanto
en epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes y
ha demostrado tener actividad de peptidyl prolil
cis trans isomerasa. Al realizar estudios de
secrecion por Western Blot, encontramos que la
TcCyP19 es secretada al espacio extracelular en
los mismos estadios del parasito. Para estudiar el

rol de esta proteina en el entorno extracelular del
parasito, analizamos la interaccion de la TcCyP19
con células de mamifero y se midid esta
asociacion por citometria de flujo, demostrandose
que dicha proteina se une e ingresa en células
VERO, siendo este proceso parcialmente inhibido
por pre-incubacion de la proteina con CsA.
También se observo que la TcCyP19 inhibe la
penetracion de los tripomastigotes de cultivo en
células VERO, siendo esta inhibicién,
parcialmente inhibida por la pre-incubacion de
esta proteina con anticuerpos especificos y/o su
inhibidor. Esta proteina podria proteger a la célula
hospedadora con el fin de perpetuar la sobrevida
del tejido infectado que le da sustento al parasito
y le permite desarrollar su ciclo de vida. Muchas
proteinas citosodlicas secretadas por T. cruzi han
sido descriptas como factores de virulencia y con
propiedades inmuno-estimulatorias.
Consideramos que la secrecion de la TcCyP19
podria ser inducida o reprimida por diferentes
estimulos, resultando su estudio de interés para
dilucidar aspectos de la relacién parasito-
huésped. Este trabajo fue financiado por Focanlis
2011, PICTO — ANLIS 00136/2011 y Focanlis
2014.

53 - POLY(ADP-RIBOSA) POLIMERASA DE
TRYPANOSOMA BRUCEI ES
SELECTIVAMENTE ACTIVADA POR ADN

Mariana Schlesinger(l), Teemu Haikarainen®,

Ezeogo Obaji(s), Lari Lethio®, Silvia Fernandez
Villamil®

WG NGEBI-CONICET.
@R@yniversity of
E-mail: villamil@dna.uba.ar

Aires.
Finland

Buenos
Oulu,

Trypanosoma brucei posee una Unica poli(ADP-
ribosa)polimerasa (TbPARP) que utiliza NAD+
como sustrato para formar polimeros de ADP-
ribosa. Previamente demostramos que esta
enzima citoplasmatica es capaz de migrar al
ndcleo luego del tratamiento con peroxido de
hidrégeno y se activa en respuesta al ADN
dafiado, por lo que podria actuar como un sensor
de dafo gendémico. hPARP-1 (humana) posee
tres dominios dedos de Zn que le permiten su
union al ADN, mientras que hPARP-2 y 3 lo hacen
a travées de un dominio N-terminal rico en
aminodacidos basicos. El extremo N-terminal de
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TbPARP es rico en Lys por lo que postulamos que
podria mediar la interaccion con el ADN.
Analizamos la unién al ADN de la proteina
completa (FL) o fragmentos (N, NW, WRA, RA),
siendo N dominio amino terminal, W y R posibles
dominios regulatorios y A dominio ADP-ribosa
transferasa, utilizando el ensayo de EMSA vy
varios oligonucledtidos doble cadena de ADN. El
dominio N no fue estrictamente necesario pero si
incrementd la union al ADN, aunque cuando
ambos dominios N y W fueron omitidos la unién
se inhabilité casi en forma completa. N también
fue requerido para la actividad enzimética,
medida como desaparicibn de NAD+ por
fluorometria. Evaluamos si la auto ADP-
ribosilacion 'y la generacibn de polimeros
cargados negativamente sobre TbPARP disocian
la enzima del complejo como un mecanismo de
regulacion. La incubacion de FL con NAD+
disoci6 el complejo previamente formado con
ADN, siendo este efecto revertido en presencia
de EB-47, un inhibidor de la actividad de PARP.
Para identificar el oligonucleétido activador se
utilizaron varias estructuras de oligos de ADN.
Los oligos no fosforilados fueron pobres
activadores, mientras que solo algunas
estructuras fosforiladas resultaron activadores
fuertes. EI ADN doble cadena o en horquilla con
extremos 3’0 5" overhangs fosforilados activaron
fuertemente a la enzima, mientras que la
fosforilacion no cambié las propiedades de
activacion del ADN simple cadena o doble cadena
con extremos romos (ss-ADN, ds-ADN, horquilla
u otra estructura). Basados en el requerimiento
especifico de ciertos templados para su
activacién, postulamos que TbPARP no
funcionaria como una proteina global de sensado
de dafio gendmico como hPARP-1, sino que
estaria involucrada en ciertos tipos de reparacion
como hPARP-2 y 3.

54 - EFECTOS DE LA SOBREEXPRESION DE
LA TRIPANOTION SINTETASA PARA
Trypanosoma cruzi

Andrea C Mesias™, Maria D Pifieyro®, Carlos

Robello®, Maria P Zago®

W@ nstituto de  Patologia Experimental (UnSA-
CONICET). ®®|nstitut Pasteur de Montevideo.

E-mail: andreacmesias@gmail.com

Las enzimas del sistema redox constituyen una
red metabdlica que le permite a T. cruzi lidiar con
diferentes agentes oxidantes, remover sus
propios productos téxicos, asi como también le
brinda la posibilidad de tolerar una de las
primeras barreras de defensa impuesta por el
huésped, el estallido respiratorio del macréfago.
El tripanotion, es un tiol de bajo peso molecular,
gue intercambia los equivalentes de reduccion
con la magquinaria antioxidante del parasito. La
Tripanotion Sintetasa (TryS) es la enzima que
cataliza su sintesis a base de espermidina y
glutatién, en una reaccién esencial y especifica
de los tripanosomatidos. Por estos motivos, varios
grupos analizan inhibidores en vistas al desarrollo
de nuevas drogas para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas. Al ser la biosintesis de
tripanotion una parte primordial del proceso de la
homeostasis redox, la TryS guarda una relacion
directa con la capacidad de invasién del
macrofago por parte del parasito. Esto se refleja
en el hecho de que los niveles de expresién de
esta enzima son mayores en lineas virulentas
respecto de atenuadas, y mayores en los estadios
infectivos en relacion a los replicativos. Para
poder estudiar las funciones de esta enzima para
T. cruzi, generamos poblaciones
sobreexpresantes pertenecientes a la DTU I. Los
parasitos TryS+ presentaron una mayor
resistencia a diferentes agentes oxidantes, de
acuerdo a los coeficientes de inhibicion (IC50)
observados. Asimismo, al evaluar su tolerancia
frente a los antibidticos de primera linea
Benznidazol y  Nifurtimox, que actdan
esencialmente mediante la generacion de estrés
oxidativo, observamos un valor de IC50 mayor
respecto de los pardasitos con un nivel basal de
expresion de TryS. La infeccion in vitro de
macrofagos RAW 264.7 con estas lineas produjo
cambios significativos en los niveles de estrés
oxidativo global, produccion intracelular de ROS y
RNS, especies que el macréfago ofrece como
accion parasiticida. Los resultados preliminares
obtenidos permiten relacionar directamente al
nivel de expresion de la TryS con una modulaciéon
de la interaccion huésped-parasito que se
establece durante la respuesta inmune innata y la
resistencia a antibidticos. Por lo que seria posible
gue su inhibicion parcial, con fines terapedticos,
tuviera un efecto sinérgico con la administracién
de Benznidazol.
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55 - RESPUESTA METABOLICA FRENTE A
HORMONAS ANTAGONICAS DEL
HOSPEDADOR EN EL ESTADIO LARVARIO DE
ECHINOCOCCUS GRANULOSUS

Perla S Negro(l), Julia A Loos®, Vvaleria A
Davila®, Andrea C Cumino®

WEacultad de Ciencias Veterinarias, Universidad
Nacional de Rosario, 2170 Casilda (S. Fe)
@@®Eacultad de Ciencias Exactas y Naturales,
Universidad Nacional de Mar del Plata, Mar del
Plata (Buenos Aires),
CONICET.acumino@gmail.com

En el estadio larvario, Echinococcus granulosus
debe mantener un balance metabdlico entre los
requerimientos nutricionales y la disponibilidad de
moléculas combustibles (principalmente
glucégeno) para lograr un estado de homeostasis
bioguimica que promueva el desarrollo y la
sobrevida del cestode. Existen evidencias que el
aporte hormonal del hospedador participaria de
los mecanismos homeostaticos permitiéndole al
parasito regular la disponibilidad metabolitos
claves combustibles. En este trabajo frente a
diferentes situaciones nutricionales, el contenido
de glucégeno vy lipidos fue determinado,
pudiéndose registrar la estabilidad en el contenido
de glucosa libre en contraposicion a la de

compuestos de reserva. También fueron
identificados y caracterizados in silico cuatro
transportadores de glucosa (GLUTs)

pertenecientes a la familia SLC2, responsables de
la actividad funcional en la incorporacién del
analogo fluorescente derivado de 2-D-glucosa (2-
NBDG, 2- [N- (7-nitrobenz-2-oxa-1,3-diazol-4-il)
amino]-2-desoxi-D-glucosa, 2-NBDG, 480/535
nm). Basados en la capacidad bioquimica de este
analogo metabdlico, fueron estimadas las
reacciones de biosintesis de glucégeno en el
parasito bajo los efectos de insulina y glucagon.
Ademas, la  actividad mitocondrial de
protoescolices in vivo fue determinada con la
sonda potenciométrica de doble emisién, JC-1,

registrandose un aumento del potencial de
membrana en  presencia de  glucagon
(aproximadamente -250 mV). La distribucion

relativa en el cambio de fluorescencia roja/verde
(590/538 nm) fue registrada en imagenes
confocal de doble canal y los efectos del glucagén
sobre el aumento de la actividad mitocondrial
fueron relacionados con el aumento de la
actividad autofagica de células que concentran

calcio en su matriz citoplasmatica, como los
corpusculos calcareos, dando cuenta una vez
més de la funcion metabdlica activa de estas
células especializadas en cestodes. La accion
integrada de insulina y glucagoén, para los cuales
el parasito expresa receptores en sus membranas
celulares y vias de transduccién de sefales
intracelulares, permitirian el ajustado control en el
nivel de glucosa libre en el parasito. Por otro lado,
es ampliamente conocido que la autofagia regula
la funcion mitocondrial, pero en condiciones
donde la autofagia y mineralizacion coexisten, la
activacion de la  autofagia protegeria
significativamente contra la disfuncion
mitocondrial como ha sido descripto en otros
sistemas celulares.

56 - ANALISIS TRANSCRIPTOMICO DE CEPAS
RESISTENTES DE FASCIOLA HEPATICA

Pablo Smircich®, Santiago Radio®, Victoria

Solana®, Valeria Gayo(4), Pedro Ortiz®, Hugo
Solana®, José Tort"”

(1)Departament0 de Genética, Facultad de
Medicina. LIM, Facultad de Ciencias. Universidad
de la Republica. Montevideo,
Uruguay..®Departamento de Genética. Facultad
de Medicina. Universidad de la Republica.
Montevideo, Uruguay..?®Laboratorio de Biologia
Celular y Molecular. Facultad de Ciencias
Veterinarias, Universidad Nacional del Centro de
la Provincia de Buenos Aires, 7000 Tandil,
Argentina..(4)lnstituto ‘Miguel C. Rubino’, Direccion
de Laboratorios Veterianrios (DILAVE), Ministerio
de Ganaderia Agricultura y Pesca, Montevideo,
Uruguay..®Laboratorio de Inmunologia. Facultad
de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional de

Cajamarca, 06001 Cajamarca,
Pert.."Departamento de Genética, Facultad de
Medicina. Universidad de la Republica.

Montevideo, Uruguay.

E-mail: psmircich@fcien.edu.uy

La fasciolasis es una zoonosis que afecta a 300
millones de bovinos y a 250 millones de ovinos,
con un costo estimado de casi 3 millones de
doélares anuales. Esta parasitosis esta ademas
emergiendo como un problema sanitario en
humanos, afectando de 2 a 17 millones de
personas mundialmente. Aun cuando hay
tratamientos disponibles, las drogas son costosas
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y pueden resultar en dafio hepatico vy
generalmente no impiden la reinfeccién. Mas aun,
en varios paises se estan detectando cepas
resistentes en ganado y mas recientemente se
han reportado casos de resistencia en humanos.
El presente estudio busca caracterizar el
transcriptoma de aislados resistentes de Fasciola
hepatica en comparacion con el correspondiente
de cepas sensibles. Para esto analizamos los
perfiles de expresion génica tanto a nivel global
como focalizando en posibles genes candidatos
de resistencia. Los resultados muestran
variaciones interesantes en los niveles de
expresion de genes que codifican para proteinas
que intervienen en procesos relevantes.
Esperamos que estos datos permitan revelar
posibles mecanismos moleculares de generacion
de resistencia.

57 - TcTSSA un proteina de tipo mucina de T.
cruzi involucrada en la invasiéon de la célula
huésped

Maria Camara, Virginia Balouz, Gaspar Canepa,
Andres Llantos, Juan Mucci, Fernan Agdero,
Carlos Buscaglia

IIB-INTECH-UNSAM.

E-mail: milagritos.camara@gmail.com

La especie Trypanosoma cruzi, el agente
etiolégico de la Enfermedad de Chagas se
encuentra representada por un gran namero de
cepas con distinta prevalencia en distintas zonas
endémicas y hospedadores que presentan una
gran  heterogeneidad en cuanto a su
comportamiento biolégico. La variabilidad entre
cepas de T. cruzi también se ve reflejada en la
cubierta del parasito que se encuentra compuesta
por una gruesa capa de glicoconjugados, entre
Cuyos componentes mayoritarios se encuentran
las mucinas; una familia heterogénea de
proteinas altamente O-glicosiladas que cumplen
funciones diversas entre las cuales se encuentran
el reconocimiento e invasion de distintos tipos
celulares y la activacion de respuestas pro-
inflamatorias en el hospedador. En el presente
trabajo hemos comenzado con la caracterizacion
funcional de un proteina de tipo mucina TCTSSA,
Cuya expresion se encuentra restringida al estadio
del tripomastigote. Mediante busquedas
bioinformaticas hemos encontrado distintas

isoformas de la misma en Is distintos linajes de
T.cruzi. Los resultados de la sobreexpresion de
las distintas isoformas de TcTSSA en
tripomastigotes de T. cruzi indican que
Unicamente la isoforma presente en el linaje VI de
T. cruzi estaria siendo secretada en vesiculas y
estaria involucrada en la adhesién e invasién del
parasito a células no macrofagicas. Por otra parte
la sobreexpresion de TcTSSA estaria asociada a
altos niveles de amastigogenesis indicando que
estaria involucrada en la diferenciacion al estadio
intracelular. Esperamos que los resultados
obtenidos permitan comprender con mayor
exactitud la biologia de T. cruzi como ha si
también los procesos de invasiéon y adhesién a la
célula huésped con la finalidad de poder
encontrar nuevos blancos terapéuticos contra la
enfermedad de Chagas.

58 - ENDONUCLEASAS
APURINICAS/APIRIMIDINICAS (AP) DE LA VIA
BER Y SU PARTICIPACION SOBRE LA
PROLIFERACION CELULAR Y VIABILIDAD DE
Trypanosoma cruzi

Lucia Valenzuela, Ivan Ponce, Sofia Sepulveda,
Norbel Galanti y Gonzalo Cabrera.

Facultad de Medicina - Universidad de Chile

E-mail: lucia.valenzuela@ug.uchile.cl

Trypanosoma cruzi es un pardsito que se

encuentra expuesto en todas sus formas
celulares (epimatigote, tripomastigote y
amastigote) al dafio generado por especies

reactivas de oxigeno y nitrogeno (ROS/RNS)
generado por el ataque del sistema inmune innato
del hospedero mamifero, asi como del ambiente
adverso presente en el tracto intestinal del
hospedero triatomino. Las lesiones genotdxicas
que se generan por exposicidn a estos agentes,
pueden interferir con procesos celulares
fundamentales como la expresion génica y la
replicacion del DNA. En eucariontes recientes, el
dafio oxidativo al DNA es reparado principalmente
mediante la via de reparacién por escision de
bases (BER), donde las endonucleasas AP
cumplen un rol fundamental. En el genoma de T.
cruzi, se identificaron secuencias nucleotidicas
que codifican para endonucleasas AP, a las
cuales se les denominé TcAP1 (ortélogo de APE1
humano) y TcFEN1 (flap endonucleasa). Estas
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secuencias fueron sobreexpresadas en
epimastigotes utilizando el vector de expresion
pTREX-gfp (plasmidio control), conjuntamente
con un dominante negativo descrito para la
endonucleasa APE1 de humanos al cual se
denomin6 hAPE1DN. Una vez obtenidos los
epimastigotes recombinantes, utilizando una
camara de Neubauer, se cuantificaron
diariamente el nimero de parasitos presentes en
cada cultivo con el fin de evaluar proliferacién
celular. Tanto epimastigotes que sobreexpresan
TcAP1 como TcFEN1 proliferan méas en
comparacion con parasitos controles, mientras
que epimastigotes expresando el dominante
negativo, proliferan menos, indicando que estas

proteinas estan relacionadas con el proceso
proliferativo  del parasito.  Posteriormente,
utilizando epimastigotes que sobreexpresan

TcFEN1 y tripomastigotes expresando TcAP1 y
hAPE1DN, se evalu6 viabilidad parasitaria de
forma aguda y sostenida, (sistema glucosa-
glucosa oxidasa), utilizando H202. Se observé
que aquellos epimastigotes sobreexpresando
TcFEN1 presentan mayor resistencia frente al
estrés agudo y sostenido con respecto a los

controles, al igual que tripomastigotes que
sobreexpresan TcAP1, mientras que
tripomastigotes metaciclicos expresando

hAPE1DN presentan una marcada disminucion
de su viabilidad. Estos resultados nos sugieren
fuertemente que la presencia de las AP
endonucleasas favorece la proliferacion de
epimastigotes y genera un proceso mas eficaz de
reparacion del DNA favoreciendo la sobrevivencia
parasitaria.

59 -BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION OF
AN ACYL-COA DEHYDROGENASE FROM
Trypanosoma cruzi

SOUZA, RODOLPHO;
RAPADO, LN; SILBER, AM.

e-mail: asilber@usp.br

T. cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease,
is a flagellate parasite that alternates between
invertebrate and vertebrate hosts (humans among
them) during its life cycle. This fact determines
that this parasite is submitted to different
environments, in which it is adapted to different
carbon and energy sources such as
carbohydrates, amino acids and lipids. There is a

MANCHOLA, NC;

body of evidences showing that beyond their
obvious participation in protein synthesis, amino
acids participate in others biological processes
such as bioenergetics, resistance to different
stresses, modulation of differentiation, cell cycle,
and infection of the host-cells. The branched-
chain amino acids (BCAA — leucine, isoleucine
and valine) degradation pathway is complex and it
is constituted by more than a dozen of enzymatic
steps. The first's ones consist of a deamination
performed by a transaminase, which results in
branched-chain a-keto acids. Then, an oxidative
decarboxylation occurs, that results in acyl-CoA
thioesters. These compounds undergo
dehydrogenation by enzymes belonging to the
acyl-CoA dehydrogenases family. This enzymatic
step is usually able to transfer electrons to FAD"
and further to the ubiquinones pool feeding
OxPHOS. We found two T. cruzi putative
sequences for an acyl-CoA dehydrogenase
(ACAD), a candidate to participate in both -
oxidation and BCAA degradation, with 70%
similarity to the Homo sapiens orthologous
medium-chain acyl-CoA dehydrogenase (MCAD).
The sequence from T. cruzi was amplified by
PCR, cloned and successfully expressed in
Escherichia coli BL21 codon plus strain. Kinetic
data were obtained from activity measurements in
cell-free extracts of epimastigotes (K,= 0.291 yM
and V.= 0.036 nmols. min™. ug'l for Isovaleryl-
CoA and K= 3.305 UM, Vpnax= 0.85 nmols. min™.
ug™ for Isobutiryl-CoA. The kinetic parameters of
recombinant protein to Isobutiryl-CoA are K=
14.05 + 1.125 pM and Vpa= 24069 + 506.9
nmols. min™t. pg™. Actually we are investigating
the activity of rTcCACAD with other chain lengths
acyl-CoA substrates and the possible participation
of this protein and its substrates in the
bioenergetics of epimastigotes.

Keywords: T. cruzi, branched-chain amino acids,
[-oxidation, acyl-CoA, thioesters.

DIAGNOSTICO y TRATAMIENTO

60 - ENSAYO DE INMUNOAGLUTINACION
VISUAL COMO METODO DE SCREENING
PARA EL DIAGNOSTICO DE LEISHMANIASIS
VISCERAL EN CANINOS
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Sergio A Guerrero®
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En la actualidad, existe una brecha muy grande
entre el progreso en el conocimiento de
determinadas enfermedades y el esfuerzo por
incrementar nuevos métodos de diagnéstico. La
leishmaniasis, una patologia tan antigua que ya
se encuentra en las cronicas de los
conquistadores en el siglo XVI, es una
enfermedad que diagnosticada precozmente
permite un tratamiento adecuado que mejora el
prondstico de la enfermedad. EI principal
reservorio del agente etioldgico es el perro y otros
canidos. En la actualidad, la enfermedad en
perros se diagnostica mediante pruebas
seroldgicas y puncién de médula ésea (con
tincion con colorante de Giemsa). Los ensayos de
inmunoaglutinacion son ensayos rapidos; de
sencilla realizacion e interpretacién; no requieren
aparatos sofisticados ni personal especializado
para su realizacion; permiten realizar el
diagndstico visual “in situ” de grandes
cantidades de muestras al mismo tiempo; sélo
necesitan una pequefia cantidad de muestra; y
son descartables. Su aplicacién al diagndstico de
leishmaniasis tiene especial relevancia en el
screening de portadores, permitiendo una rapida
gestion e intervencion sanitaria para reducir los
efectos provocados por la enfermedad, asi como

también su diseminacion hacia zonas no
afectadas o en recuperacion. En este trabajo se
estudi6¢ la utilidad de un ensayo de
inmunoaglutinacion visual, para el screening

seroldgico de leishmaniasis visceral en canes. Se
utilizaron muestras de suero como fuente de
anticuerpos y un complejo latex-proteina obtenido
a partir de particulas de latex y un antigeno
quimérico recombinante construido en base a
secuencias de proteinas altamente conservadas
en distintas especies de Leishmania spp. Se
trabajé con un panel de 170 sueros clasificados
anteriormente como positivos y negativos en base
a 2 técnicas de referencia (inmunocromatografia y
tincion de Giemsa sobre extendidos de medula
Osea). Se observé una discriminacién significativa
entre los sueros positivos y negativos después de
2 minutos de poner en contacto los reactivos. El
ensayo, arroj6 valores de sensibilidad y

especificidad del 78% y 100% respectivamente, lo
que representa resultados prometedores para su
aplicacibn como método de screening para el
diagndstico de leishmaniasis visceral en caninos.

Subsidios: este trabajo recibié apoyo financiero
del Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacion
GPSF), Agencia Nacional de

Promocion de la Ciencia y la Tecnologia, y la
Universidad Nacional del Litoral.

Productiva del

61 - Reposicionamiento de farmacos asistido
por computadora orientado a la busqueda de
inhibidores de la N-miristoil transferasa

Lucas Nicolas Alberca, Juan Francisco
Morales®, Andrés Alonso®, Maria Corvi”, Alan
Talevi®

(1)(2)(5)Quimica Medicinal / Laboratorio de
Investigacion y Desarrollo de Bioactivos (LIDeB) .
®“_aboratorio de Bioquimica y Biologia Celular
de Parasitos, Instituto Tecnologico de Chascomus
(IB-INTECH).

E-mail: lucas _abk@hotmail.com

Las enfermedades desatendidas son un grupo de

enfermedades infecciosas que afectan
principalmente a personas en situacion de
pobreza 'y con condiciones  sanitarias
inadecuadas. Dos de las principales
enfermedades desatendidas son la enfermedad
de Chagas, endémica de paises

latinoamericanos, y la enfermedad del suefio,
endémica de paises africanos. A pesar del
progreso en el conocimiento de la biologia de los
parasitos causantes de estas afecciones,
Trypanosoma cruzi y Trypanosoma brucei, las
terapias  actualmente  disponibles  resultan
inadecuadas por su alta toxicidad, su baja tasa de
curacién y/o su inadecuada via de administracion.
Por ello, existe la necesidad de encontrar nuevos
farmacos que superen estas limitaciones. Hemos
elegido el reposicionamiento de farmacos asistido
por computadora, una metodologia eficiente (en
términos de tiempo y recursos invertidos) para el
busqueda de medicamentos innovadores. Esta
estrategia consiste en buscar nuevas indicaciones
terapéuticas para farmacos ya aprobados para su
uso clinico, siendo particularmente relevante para
la blasqueda de soluciones terapéuticas
novedosas para enfermedades olvidadas. En este
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trabajo, hemos desarrollado y validado modelos
capaces de reconocer inhibidores de la enzima N-
miristoil transferasa (NMT) de Trypanosoma
brucei. Esta enzima, responsable de la adicién de
miristato a la glicina N-terminal de ciertas
proteinas, ha sido validada genética vy
bioguimicamente como blanco molecular tanto
para T. brucei como para T. cruzi, A partir de una
base de datos de compuestos evaluados sobre la
NMT de T. brucei, hemos generado 50 modelos
capaces de discriminar entre compuestos
“inhibidores” y “no inhibidores” de esta enzima.
Luego de su validaciéon, los 5 mejores modelos
fueron combinados y aplicados al cribado
(screening) in silico de la base de datos Drug
Bank 3.0, que compila farmacos aprobados por la
FDA. Se determiné el dominio de aplicabilidad de
los modelos desarrollados y se estimd la
probabilidad de que los candidatos seleccionados
resulten verdaderos positivos en los ensayos in
vitro, utilizando para esto Ultimo gréaficos 3D en
los que el Positive Predictive Value se representa
en funcién de la relaciéon
sensibilidad/especificidad de los modelos y el
rendimiento de activos de la base de datos
cribada. Los modelos identificaron 34 compuestos
prometedores; 5 de los mismos se adquirieron
para su evaluacion en modelos biogquimicos y
celulares.

62 - Acanthamoeba spp. EN AGUA PARA
CONSUMO GANADERO EN LA PROVINCIA DE
LA PAMPA, ARGENTINA

Maria del C Rojas®, Maria del C. Rojas®,
Marcelo Rodriguez Fermepin®, Sixto R
Costamagna(")

D®@yniversidad Nacional del Sur. Catedra de
Parasitologia Clinica. ®Florencia Gracias Martin.
E-mail: rcosta@uns.edu.ar

Acanthamoeba spp., son protozoos de
distribuciéon cosmopolita. Pueden desarrollarse en
condiciones de vida libre y algunas comportarse
como parasitos del hombre y otros animales.
Actualmente son 18 los genotipos conocidos
basados en el analisis del gen del 18S rRNA. El
objetivo de este trabajo, fue el aislamiento y
caracterizacion de los genotipos de
Acanthamoeba en agua para consumo ganadero
en La Pampa, Argentina. Las muestras de agua
se obtuvieron de 65 aguadas en establecimientos
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ganaderos de tres regiones de La Pampa
(Estepa, Espinal, Monte Occidental). Las
muestras reposaron en laboratorio 24 horas y de
cada una se obtuvieron los inéculos para cultivo.
Se sembraron 100 microlitros del sedimento en
placas con agar no nutritivo cubierto con una
suspension de Escherichia coli. Las placas se
incubaron a 37 °C y monitoreadas diariamente
durante 15 dias. Los cultivos se concentraron por
centrifugaciéon y  purificados  siguiendo el
procedimiento UNSET. Los fragmentos del gen
del ADNr18S de Acanthamoeba spp., fueron
amplificados mediante primers JDP1/JDP2. Como
control se utilizd wuna cepa ATCC de
Acanthamoeba polyphaga. Los productos
obtenidos de la PCR fueron purificados vy
concentrados utilizando un kit comercial y
secuenciados en la Unidad Genémica del Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria (Castelar,
Buenos Aires). Se buscaron las secuencias
similares en el Basic Local Alignment Search Tool
(BLAST). Las alineaciones y los arboles
filogenéticos se construyeron con el programa
MEGA7 utilizando la condicion de vecino mas
cercano (Neighbor joining) con un bootstrap de
1000 muestreos al azar. El 83% de los casos
estudiados (54/65) presentd crecimiento de
Acanthamoeba en placas. En el 24% de las
muestras con crecimiento (13/54), se confirmo
presencia de Acanthamoeba spp., por PCR. La
secuenciaciéon se realiz6 sobre siete cepas,
identificandose tres genotipos: T4 (homologia >

85%), T5 (homologia 100%) y T15 o
Acanthamoeba jacobsi (homologia  99%).
Acanthamoeba ha ganado una creciente

importancia en veterinaria, por su capacidad para
capturar microorganismos por fagocitosis, actuar
como vectores y/o reservorios para los patégenos
microbianos, y para producir infecciones graves
en humanos y en los animales. Este trabajo
permitid confirmar la presencia de Acanthamoeba
en aguadas en la provincia de La Pampa, las que
pertenecian a los genotipos T4, T5 y T15. Es el
primer estudio referido a presencia de AVL en
aguadas de la Provincia de La Pampa, Argentina.

63 - Regiones abreviadas de P35 y P22 del
Toxoplasma gondii para  diagnosticar
toxoplasmosis aguda durante el embarazo.

Juan G Costa(l), Leandro E Peretti(z), Valeria S

Garcia®, Luz Peverengo®, Verénica DG
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Las proteinas P35 y P22 del Toxoplasma gondii
son reconocidas por los anticuerpos especificos
durante la fase temprana de la infeccién, por lo
que resultan ideales para el control de esta
enfermedad en embarazadas. Ambas proteinas
han sido estudiadas en trabajos previos para
discriminar entre toxoplasmosis aguda y cronica.
Sin embargo, los resultados son dificiimente
comparables debido a las distintas formas en que
dichas proteinas fueron obtenidas, implicando
gue los determinantes antigénicos expresados en
cada caso no sean los mismos. Ademas, existen
diferencias en la tipificacion de los paneles de
sueros de referencia y sélo en algunos casos
estos antigenos se evaluaron en pruebas de
avidez. En este trabajo, en primer lugar se
predijeron bioinformaticamente las regiones de
P35 y P22 con la mayor densidad de epitopes.
Para el clonado se emple6 el sistema de
expresion pET32/BL21DES3, logrando obtener las
proteinas rP35a y rP22a de manera soluble. Se
evalu6 su rendimiento diagnéstico utilizando
muestras de suero de embarazadas tipificadas de
la siguiente manera: grupo no infectado (NI, IgG
negativo), grupo croénico tipico (CT, IgG positivo,
IgM negativo), grupo presumiblemente agudo (PA,
IgG positivo, IgM positivo, avidez de 1gG baja) y
grupo crénico reciente (CR, IgG positivo, IgM
positivo, avidez de IgG alta). Los principales
resultados obtenidos mediante ELISA indirecto
sefialan que con rP35a se obtuvieron mejores
resultados que con rP22a para diferenciar los
sueros PA de los CR, con éareas bajo la curva
ROC (AUC) de 0,911 y 0,818, respectivamente.
Sin embargo, su rendimiento para diferenciar los
sueros PA respecto a todos los crénicos (tipicos y
recientes) fue similar, con AUC: 0,915 y 0,907,
respectivamente. Para mejorar la diferenciacion
de los sueros PA de los CR, los antigenos
obtenidos se evaluaron mediante ELISA de
avidez de IgG. Con ambas proteinas se
obtuvieron buenos resultados, con valores de
AUC de 0,974 y 0,921, respectivamente. Ademas,
se observ6 que ambas proteinas se

complementan y utilizadas en tandem propician
mejores resultados que individualmente. Como
conclusién se debe destacar que tanto rP35a
como rP22a presentan caracteristicas que
sugieren que podrian reemplazar al lisado del
parasito para la deteccion de toxoplasmosis y
para descartar una infeccion reciente en
embarazadas. Nuestra propuesta debe ser
validada por un estudio longitudinal y podria
conducir a un control fiable de toxoplasmosis
durante el embarazo.

64 - A comparison of Ritchie and FLOTAC
pellet techniques for the diagnosis of
helminths in schoolchildren of Clorinda
(Formosa province, Argentina)

Paola Cociancic, Maria L zonta®, Davide

lanniello®, Graciela T Navone®, Laura Rinaldi®,
Giuseppe Cringoli(e)

W@@centro de Estudios Parasitolégicos y de
Vectores (CEPAVE), Consejo Nacional de
Investigaciones Cientificas y Técnicas
(CONICET), Facultad de Ciencias Naturales y
Museo (FCNyM, UNLP), La Plata, Argentina.
@®)®pepartment of Veterinary Medicine and
Animal Productions, University of Naples Federico
I, CREMOPAR, Naples, Italy.
E-mail: paolacociancic@cepave.edu.ar

Background. Diagnosis of endoparasites in
children remains a challenge for the
epidemiological study of these infections. The aim
of this study was to evaluate the efficiency of two
coproparasitological techniques (Ritchie and
FLOTAC pellet) for the diagnosis of helminths in
children of Clorinda (Formosa province,
Argentina). Methods. A cross-sectional study was
performed in 91 schoolchildren (54.4% males and
45.6% females) aged from 1 to 16 years. Serial
stool samples preserved in 10% formalin were
processed using Ritchie and FLOTAC pellet
techniques. Also, serial anal swab samples were
sedimented by centrifugation for the diagnosis of
Enterobius vermicularis. A positive sample was
defined if positive with any parasitological method;
prevalence and sensitivity were calculated using
contingency tables. Chi square test at a
significance level of p<0.05 was used for the
differences between techniques.
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Results. Out of 91 schoolchildren examined,
42.9% (39/91) were positive for any helminth
infection by any method; the most prevalent was
E. vermicularis (16.5%), followed by Hymenolepis
nana (14.3%), Trichuris trichiura (8.8%), Ascaris
lumbricoides (7.7%), hookworms (3.3%) and
Strongyloides stercoralis (1.1%). FLOTAC pellet
detected significantly more helminths infections
than Ritchie (29.7% vs. 16.5%) (p<0.01) and also,
this technique showed a sensitivity of 100% for H.
nana diagnosis (p<0.01). Trichuris trichiura and
hookworms were observed only by the FLOTAC
pellet technique (8.8% and 3.3%, respectively).
The prevalence of E. vermicularis was higher with
anal swab technique (15.4%) than Ritchie and
FLOTAC pellet (1.1% and 2.2%, respectively).

Conclusion. In the present study it s
demonstrated that FLOTAC pellet was more
sensitive for detection of helminths than Ritchie
technique. The low prevalence of E. vermicularis
found with the coproparasitological techniques
and its life cycle suggests using a specific
technique as anal swabs. The combination of
diagnostic methods supports the study of parasitic
diseases and management of parasite infections
at individual and community levels.

65 - EFECTO DEL TRATAMIENTO CON BAJAS
DOSIS DE BENZNIDAZOL EN LA INFECCION
EXPERIMENTAL CRONICA CON Trypanosoma
cruzi NICARAGUAY SYLVIO X10/4

Marcela S Rial(l), Yesica M Nana(z), Mébnica |

Esteva®, Maria L Scalise”, Micaela Lopez

Alarcén(s), Adelina R Riarte(e), Laura E Fichera"”

DRE@OEE)| NP Dr. M. Fatala Chaben
ANLIS/Malbran. INP Dr. M. Fatala Chaben
ANLIS/Malbran/CONICET.  ®Fundacién Mundo

Sano. E-mail: marcelarial2@hotmail.com

Estudiamos la respuesta a dos esquemas de
tratamientos con bajas dosis de benznidazol (BZ)
combinado con alopurinol (ALO), sobre la
serologia y la miocarditis en modelos murinos
cronicos. Estos fueron generados por T. cruzi
Nicaragua en C57BJ/6 y por Tc Sylvio-X10/4 en
C3H/HeN. A los 6 meses post tratamiento,
observamos que los ratones C57/J6 tratados con
30 dosis orales continuas de 50 y 75 mg/kg/d de
BZ (TTc), combinado con 60mg/kg/d de ALO,
lograba disminuir la inflamacién asociada a la

infeccién en un 87% y en un 70% la fibrosis. Con
el objeto de disminuir la cantidad total de BZ
administrada, realizamos un esquema de
tratamiento intermitente (TI) de BzZ (75 vy
100mg/kg) aplicandolo cada 7 dias, por un total
de 13 dosis, seguido de ALO. Los resultados
muestran una disminucion de un 85% en la
inflamacion y un 79,3% en la fibrosis con BZ 100.
Los titulos de anticuerpos especificos para T.
cruzi disminuyeron desde 0.3 en el control no
tratado (NT) a 0.1 con BZ 50+ALO y 0.02 (100%
negativos) con BZ 75 del TTc. Con el Tl los titulos
fueron 0.08 y 0.06 (100% negativos) con BZ 100 y
BZ 100+ALO respectivamente. En los infectados
por Sylvio-X10/4 el TTc de bajas dosis de BZ
produjo una disminucién de la inflamacién en un
70% y 50% en la fibrosis. Los titulos de
anticuerpos  especificos contra T. cruzi
disminuyeron desde 0.27 en NT, a 0,10 y 0,08 con
50 y 75 mg/kg/d del TTc respectivamente. El TI
con 75 y 100 mg/kg/d gener6 titulos de 0,21 y
0,15 respectivamente. La linea de corte de los
sueros negativos fue 0.04 y la de disminucion
respecto de los controles fue de 0.18. Todos los
tratamientos muestran una disminucién
significativa en las alteraciones histopatoldgicas y
en los titulos de anticuerpos de los sueros de los
ratones, respecto de los controles NT. En
C57BJ/6 los niveles méas bajos de IgG se
obtuvieron con los TTc de BZ 75 (dosis total
Bz=2250mg) y el Tl de BZ 100 (dosis total
=1300mg) + ALO, con 100% de serologias
negativas. En C3H/HeN no hay diferencias
significativas en la disminucién de la serologia
entre los TTc con BZ 50 (dosis total = 1500) y el
de Tl BZ 100. Estos resultados unidos a los
hallados en otros parametros, indican que el TI
podria considerarse para un esquema con menor
acumulacion de droga e igualmente efectivo
sobre la patologia cardiaca.

66 - TRATAMIENTO CON NANOPARTICULAS
DE BENZNIDAZOL EN LA INFECCION
EXPERIMENTAL MURINA POR Trypanosoma

cruzi NICARAGUA
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En trabajos previos, mostramos que
nanoparticulas de benznidazol (BNZ-nps), son
viables en células de mamiferos in vitro, no
producen hemolisis en la sangre humana y
disminuyen la infeccion por T. cruzi Nicaragua
(TcN) en células VERO y en cultivos primarios de
cardiomiocitos. Las BNZ-nps fueron preparadas
usando poloxamero 188 como estabilizador, sus
tamafios de particula y de distribucion son 63.3
nm y 3,35 respectivamente, con un potencial zeta
de-18.30 (Scalise y col., 2016). En este trabajo
evaluamos la respuesta al tratamiento con BNZ-
nps en ratones C3H/HeN infectados con TcN en
fase aguda, que fueron seguidos hasta la etapa
cronica a los 3 meses post infeccién. Este modelo
es letal para el 85% de los ratones sin
tratamiento. Estudiamos ademas la habilidad de
produccion de especies reactivas del oxigeno
(ROS) por las células tratadas, con diferentes
concentraciones de BNZ-nps. Los ratones
infectados y tratados con 30 dosis de BNZ-nps
con las concentraciones de 10, 25 o 50
mg/kg/dia, sobrevivieron en un 100%. Con 15
dosis este valor de sobrevida se mantiene, salvo
con la menor concentracién, donde sobreviven un
70% de los ratones. Los anticuerpos especificos
para T. cruzi, en el suero de los ratones
infectados y tratados disminuyeron comparados
con los titulos de los no tratados. Con BNZ-nps 50
el 100% de los sueros fueron negativos (linea de
corte = 0.04), mientras que con BNZ-nps 25 solo
el 50%. La parasitemia por PCR mostré que el
80% de los ratones tratados con BNZ-nps 25
fueron negativos para TcN y un 50% con BNZ-nps
50. Los corazones de los ratones infectados no
tratados, muestran focos inflamatorios mdaltiples y
extensos y areas con necrosis con focos de
fibrosis. Con los tratamientos con BNZ-nps se
observd una reversibn en las alteraciones
tisulares. La produccién de ROS por las células
VERO, tratadas con BNZ-nps 25ug/ml no muestra
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diferencias significativas con las tratadas con BNZ
50ug/ml, siendo estos valores significativos
respecto de la produccién de ROS por las células
con medio. Estos resultados llevan a Ila
conclusién de que el tratamiento con BNZ-nps es
un enfoque practico, en diferentes dosis y
esquemas de tratamiento, para tratar con éxito la
enfermedad de Chagas en un modelo
experimental de infeccibn aguda por T. cruzi
seguido hasta la fase cronica.

67 - REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS
ASISTIDO POR COMPUTADORA ENFOCADO A
LA BUSQUEDA DE NUEVOS TRIPANOCIDAS
INHIBIDORES DE LA TRIPANOTION
SINTETASA

Alice Juan I?, Morales Juan F®, Bellera Carolina
L® Talevi Alan ¢

W IDeB, Departamento de Cs. Biologicas Fac. de
Cs Exactas UNLP. “@®®p_aporatorio de
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E-mail: juanialicel85@gmail.com

Las enfermedades desatendidas son un grupo de
infecciones -la mayoria de ellas parasitarias- que
afectan principalmente a individuos que viven en
condiciones de pobreza y con escaso acceso a
servicios de salud. Dos de las principales
enfermedades desatendidas son la enfermedad
de Chagas, endémica de paises
latinoamericanos, y la enfermedad del suefio,
endémica de paises africanos. A pesar del avance
en el conocimiento de la biologia de los parasitos
que causan estas enfermedades, T. cruzi y T.
brucei, las terapias disponibles resultan
inadecuadas por su baja tasa de curacion, su
inadecuada via de administracion y/o sus severos
efectos adversos. Por lo tanto, es necesario
encontrar nuevas alternativas terapéuticas que
puedan  superar estas limitaciones. El
reposicionamiento de drogas asistido por
computadora presenta la posibilidad de detectar
de manera sistematica nuevas actividades en
farmacos ya conocidos y utilizados en clinica con
otras indicaciones terapéuticas, reduciendo
significativamente tiempos y costos. En este
trabajo, presentamos los modelos in silico que
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hemos desarrollado y validado para seleccionar
inhibidores de la enzima Tripanotién Sintetasa
(TryS). En los tripanosomatidos, a diferencia de
los mamiferos, la sintesis de tripanotion es el
resultado de la convergencia de las rutas
metabdlicas del glutation y la espermidina. Esta
reaccion de conjugacion es mediada por la
enzima ATP- dependiente TryS; mientras que en
mamiferos esa funcibn es mediada por el
glutation, por lo que TryS se encuentra ausente.
Por tal motivo resulta interesante como blanco
molecular, ya que los posibles inhibidores de la
TryS no tendrian efectos directos sobre los
individuos. A partir de una busqueda bibliografica
se construyd una base de datos de 109
compuestos evaluados sobre la TryS, se
generaron 1000 modelos capaces de discriminar
entre compuestos con y sin capacidad inhibitoria
sobre esta enzima. A fin de validar los modelos se
realiz6 una campafia piloto de cribado in silico
sobre una biblioteca de compuestos conteniendo
una pequefia proporcién de inhibidores conocidos
dispersos entre sefiuelos generados mediante la
aplicacion DUD-E. Los 10 modelos con mejor
desempefio fueron combinados y aplicados al
cribado in silico de la base de datos Drug Bank
3.0. Los modelos clasificaron 21 compuestos
como promisorios de los cuales algunos seran
adquiridos para su evaluacion bioquimica y en
modelos celulares.

68 - ANALISIS INTEGRAL DE UN BROTE DE
TRICHINELLOSIS EN EL SUDOESTE
BONAERENSE, ARGENTINA

Viviana R Randazzo®, German Zurita®, Leandro
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Sixto R Costamagna®
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La Trichinellosis es una zoonosis producida por
consumo de carne de cerdo parasitada con larvas
de Trichinella spp. En Bahia Blanca, ubicada en el
sudoeste bonaerense, Argentina, se presentaron

brotes preocupantes para la salud publica
regional. EIl OBJETIVO del estudio fue analizar
las caracteristicas generales de un brote de
trichinellosis ocurrido en agosto de 2015 en Bahia
Blanca a fin de establecer puntos criticos para
futuros programas preventivos. El brote afecté a
121 personas, que ingirieron productos de carne
de cerdo de origen comercial, sin inspeccion
bromatolégica oficial. La sospecha diagnostica se
bas6 en datos epidemioldgicos (consumo de
chorizo de cerdo infestado) y en sintomas y
signos:  extragastrointestinales  (temperatura
corporal axilar > 37,5°C, mialgia, edema facial) y
gastrointestinales (diarrea 'y vémitos). Los
estudios parasitolégicos en el alimento fueron
efectuados por digestion artificial. La tipificacion
de la cepa se realizdé por PCR. Las muestras de
sangre en los pacientes, fueron obtenidas a los 7
y 30 dias post-infestacion para: recuento de
glébulos blancos, porcentaje de eosindfilos,
actividad sérica de creatininfosfoquinasa (CPK) y
anticuerpos  especificos  anti-Trichinella  por
inmunofluorescencia indirecta (TIFI). La carga
parasitaria del alimento fue de 207+/-20 larvas por
gramo, Y la tipificacién molecular indicé T. spiralis.
El 52 % de los pacientes afectados fueron de
sexo masculino, y el 48% femenino. La edad
promedio fue 34 afios. El 53% fue sintomatico,
presentando el 55% de los mismos
manifestaciones extragastrointestinales: cefaleas
(54%) mialgias (41%) fiebre (18%) edema
bipalpebral (15%). A los siete dias de infestacion
el 45% de los pacientes presentaron leucocitosis;
un 78% eosinofilia absoluta y 51% CPK elevada.
En el 49% se detectaron anticuerpos especificos
positivos por TIFI. ElI 68% recibi6 tratamiento
antiparasitario y antiinflamatorio. Cinco pacientes
ingresaron en unidad de terapia intensiva y uno
fallecio. Los resultados fueron similares a los de
otros brotes estudiados por el grupo, sin embargo
el presente presentd mayor porcentaje de formas
graves. Los pacientes plurisintomaticos tuvieron
leucocitosis severa con eosinofilia y CPK elevada.
Las distintas modalidades terapéuticas indicadas
reflejaron una falta de consenso sobre el
tratamiento 6ptimo. El brote, en si mismo, indico
gue aun falta mucho por implementar para la
prevencion y el abordaje de esta parasitosis
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69 -NUEVA HERRAMIENTA DE
AMPLIFICACION ISOTERMICA (LAMP) PARA
EL DIAGNOSTICO RAPIDO DE LA INFECCION
CONGENITA POR Trypanosoma cruzi

Rivero(l), Bisio(z),

Rocio Margarita Elsa
Velazquez®, Monica Inés Esteva®, Nicolas
Gonzalez®, Jaime Altcheh®, Andrés Mariano

Ruiz"”

WE@Mnstituto  Nacional de Parasitologia.
@EOHospital de Nifios, Ricardo Gutierrez.

E-mail: rocior 04@yahoo.com.ar

Los bebés con enfermedad de Chagas tienen
buena tolerancia al tratamiento etiolégico y
muestran altos indices de cura, por esto la
deteccion precoz de la transmisién congénita de
Trypanosoma cruzi en recién nacidos es esencial.
El diagnostico convencional se realiza por
microscopia Optica durante los primeros 8 meses
de vida y por técnicas seroldgicas, después de
este periodo, cuando los anticuerpos maternos
desaparecen. El diagnéstico por técnicas
moleculares se ha convertido en una alternativa
prometedora para la deteccién de patdégenos. Sin
embargo no es factible su implementacion en
laboratorios periféricos de muchas localidades
endémicas para esta parasitosis. Los métodos de
amplificacion molecular isotérmica (Al) que
pueden acoplarse a sistemas de deteccién visual
surgen como una alternativa al diagndéstico
convencional dado que tienen la ventaja de no
requerir termocicladores ni sistemas de deteccion
por electroforesis en gel. El objetivo de este
trabajo fue la aplicacion de un ensayo de LAMP
(Amplificacion Isotérmica Mediada por Asas) de
deteccion visual (Sybr Green®) para detectar la
infeccién congénita en bebés nacidos de madre
con serologia reactiva para T. cruzi, Se utilizaron
los primers reportados por Mikita y col. 2014,
modificando ligeramente las condiciones. Se
adicion6 1pl del intercalante SYBR Green,
Invitrogen (S7563) al finalizar la reaccién. Los
productos de reaccién se corrieron en gel de
agarosa 2%. Se analizaron ademas los
parametros de sensibilidad y especificidad. Este
ensayo mostré un limite de deteccion de 50
parasitos / ml de sangre y fue capaz de detectar
todas las Unidades Discretas de tipificacion (DTU)
de T. cruzi y Leishmania braziliensis, pero no
otros patégenos relacionados con las infecciones
congénitas. El ensayo se prob6 en 27 muestras

de los bebés nacidos de madres infectadas y
mostré un 100% de concordancia entre la LAMP y
el diagnostico convencional. Este es el primer
estudio en detectar T. cruzi en muestras clinicas
por LAMP, mostrando que este ensayo seria Util
en la deteccién de la infeccién congénita. Las
ventajas de esta nueva herramienta incluyen la
rapida obtencion del resultado, la no-necesidad
de personal entrenado y el hecho de que se
puede realizar sin equipamiento complejo de
laboratorio.

70 - REPOSICIONAMIENTO DE FARMACOS
PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
MEDIANTE REDES FARMACO-PROTEINA

Carolina L Bellera, Alan Talevi

Laboratorio de Investigacién y Desarrollo de
Bioactivos (LIDeB), Facultad de Ciencias Exactas,
UNLP.

E-mail: cbellera@biol.unlp.edu.ar

La enfermedad de Chagas pese a ser una de las
parasitosis que mayor costo genera tanto en
términos econdémicos como sociales, en la
actualidad se dispone sélo de dos tratamientos
farmacolégicos  aprobados, Benznidazol vy
Nifurtimox. Su limitada efectividad en la etapa
cronica de la enfermedad y los severos efectos
adversos han impulsado la bisqueda y el
desarrollo de nuevos tratamientos. El
Reposicionamiento de farmacos asistido por
computadoras constituye una prometedora
aproximacion para la busqueda de soluciones
terapéuticas para enfermedades desatendidas
como el Chagas, dado que permite una
incorporacion mas directa de los resultados
obtenidos a la préctica clinica, con una inversion
mucho menor que la necesaria para desarrollar
un farmaco de novo. En este trabajo,
presentamos una red de interacciones farmaco-
proteina que vincula blancos terapéuticos de
distintas especies (Homo sapiens, bacterias,
hongos) con blancos terapéuticos en el
Trypanosoma cruzi. Mediante aplicacion de
herramientas quimio- y bioinforméticas se generé
una red binodal conteniendo por un lado farmacos
y por otros blancos moleculares con los que
interactGan o podrian interactuar los mismos.
Utilizamos la base de datos de farmacos
DrugBank 3.0 y la informacién correspondiente a
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los blancos moleculares fue extraida de ChemBL
y TDRTarget. Las relaciones entre los nodos de la
red se establecieron a partir de la recopilacion de
datos experimentales de bases de datos y de
bibliografia, y estos se expanden mediante
proyecciones de la red bipartita a redes de una
categoria que permiten incluir relaciones de
similitud farmaco-farmaco y proteina-proteina.
Luego, a partir de relaciones indirectas entre los
elementos de la red se infieren relaciones
implicitas previamente ignoradas. La red incluye:
a)relaciones entre proteinas con alta similitud en
Su secuencia y/o su estructura terciaria presentes
en T. cruzi y otras especies, establecidas
mediante herramientas bioinforméticas
(algoritmos de alineamiento local Blast, PSI Blast
y aplicaciones para identificar homologia
estructural en base a la similitud de las
estructuras tridimensionales de las proteinas,
como VAST y VAST+) y; b)relaciones entre
ligandos conocidos de distintos blancos
moleculares de T. cruzi, y farmacos de uso clinico
de otras categorias terapéuticas que interactian
con blancos moleculares en el hombre o en
microorganismos distintos de T.cruzi. Estas
Ultimas relaciones se establecieron a través de
algoritmos de similitud quimica.

71 - EFICACIA DE LA METFORMINA CONTRA
LA ECHINOCOCCOSIS QUISTICA
EXPERIMENTAL

Valeria A Dévila(z), Judith
4)

Julia A Loos®,
Mérquez(3), Andrea C Cumino

W®yYniversidad Nacional de Mar del Plata;
CONICET. ®®universidad Nacional de Mar del
Plata.

E-mail: julialoos@hotmail.com

La metformina (Met) es un agente
antihiperglucémico que posee actividad
antiproliferativa sobre células cancerosas. A nivel
metabolico, la droga actla alterando el estado
redox hepatocelular. Esto resulta en una
reduccion en la conversion de lactato y glicerol a
glucosa, y disminucion de la gluconeogénesis
hepética. A su vez, la droga ejerce sus efectos
antiproliferativos antagonizando vias de
sefializacion celulares, tales como la via de TOR
(Target of Rapamycin). Recientemente se
demostr6 que la Met posee actividad

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

antiechinococcosica in vitro sobre el estadio
larvario de E. granulosus, agente causal de la
echinococcosis quistica o hidatidosis (EQ), y que
modifica el metabolismo  glucidico  de
protoescélices. En este estudio se compar6 la
eficacia in vivo de la Met utilizando diferentes
esquemas de tratamiento en un modelo murino
de EQ. La administracion oral de Met desde el
momento de la infeccion (50 mg/kg/dia) y durante
60 dias, exhibié propiedades quimiopreventivas
contra E. granulosus después de 4 meses post-
infeccion. Asimismo, el tratamiento con la droga
(50 mg/kg/dia) iniciado a los 4 meses post-
infeccion (p.i.) eficazmente redujo el peso de los
quistes en los ratones. Ademas, su combinacion
con la menor dosis recomendada de ABZ (5
mg/kg/dia) mostré un efecto sinérgico bajo este
mismo régimen de tratamiento. El efecto fue
atribuido a la mayor concentracién de Met en los
quistes de ratones tratados con la combinacion
comparada con aqguella encontrada en los quistes
de ratones tratados Unicamente con Met.
Finalmente, cuando el tratamiento con Met se
inicié a los 6 meses p.i., utilizando distintas dosis
del farmaco (50 mg/kg/dia y 250 mg/kg/dia), se
observé una respuesta dependiente de la dosis.
Bajo este esquema de tratamiento la Met indujo,
en funcion de la dosis, un incremento del 10 y
30% en la concentracion intraquistica del lactato,
pero no se observaron cambios en los niveles de
glucosa. La Met emerge como un farmaco
antiechinococcésico eficaz capaz de inhibir
eficientemente el desarrollo del estadio larvario de
E. granulosus y en combinacién con ABZ podria
mejorar la terapia anti-parasitaria actual.

72 - TIOSEMICARBAZONAS DERIVADAS DE 1-
INDANONAS N4- ARILSUSTITUIDAS: ACCION
FRENTE A TRYPANOSOMA BRUCEI Y
RELACION ESTRUCTURA-ACTIVIDAD

Maria Cristina Soraires Santacruz(l), Octavio

Fusco(z), Liliana M Finkielsztein(s), Esteban J

Bontempi(‘”

W®Quimica  Medicinal, Departamento  de
Farmacologia. IQUIMEFA, UBA-CONICET.
Facultad de Farmacia y Bioquimica, Universidad
de Buenos Aires. @Instituto Nacional de
Parasitologia “Dr. M. Fatala Chabén”. “Facultad
de Farmacia y Bioquimica, IQUIMEFA-UBA. E-
mail: crisoraires6@hotmail.com
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La enfermedad del suefio y la enfermedad
nagana son parasitosis causadas por el protozoo
Trypanosoma brucei (T. brucei), y transmitidas por
la mosca tse-tsé. Los farmacos con los que se
cuenta actualmente presentan baja eficacia,
numMerosos efectos adversos, provocan
resistencia y su respuesta es variable de acuerdo
a la etapa de la enfermedad. En nuestra
busqueda de nuevas estructuras con potencial
actividad frente a T. brucei, planteamos como
objetivos la sintesis de wuna serie de
tiosemicarbazonas derivadas de 1-indanonas N4-
arilsustituidas (N4-TSCs), la evaluacion de su
actividad frente al parasito, la determinacién de
sus propiedades fisicoquimicas y su relacion

estructura-actividad. Las  N4-TSCs  fueron
obtenidas mediante una reaccidbn one-pot
multicomponente asistida por radiacion de

microondas. Se obtuvieron buenos rendimientos
en cortos tiempos de reaccion, resultando esta
metodologia muy ventajosa respecto a la sintesis
convencional en balén. Se determind la actividad
frente a la forma sanguinea de T. brucei brucei
cepa 9013 de las N4-TSCs sintetizadas
presentando el compuesto mas activo de la serie
un valor de CE50=2,50 uM. Mediante célculos in-
silico se determinaron parametros fisicoquimicos,
tales como: nimero de aceptores y dadores de
puente de hidrogeno, logaritmo del coeficiente de
particién, superficie polar y volumen. Dada la
correlaciébn que existe entre las propiedades
fisicoquimicas de una molécula con su perfil de
biodisponibilidad, estos parametros permiten
inferir un indice de drogabilidad. Los valores
obtenidos para las N4-TSCs se encuentran dentro
de los rangos esperables para compuestos que
podrian ser considerados potenciales farmacos.
En cuanto al analisis de la relacion estructura-
actividad, se observéo que la naturaleza del
sustituyente en posicion para en el grupo N4-arilo
tiene un efecto importante en la actividad anti-T.
brucei: los compuestos con sustituyentes
aceptores de electrones fueron los mas activos
mientras que la presencia de sustituyentes
dadores de electrones presentan una disminucion
notable de la actividad. Se iniciaran estudios de la
relacion estructura-actividad cuantitativa (QSAR)
con el fin de establecer los requerimientos
estructurales optimos para la actividad de estos
compuestos promisorios.

73 - ANALISIS DE NUEVOS COMPUESTOS
ORGANOMETALICOS COMO POTENCIALES
AGENTES CONTRA LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS

Florencia Mosquillo(l), Dinorah Gambino®, Leticia

Pérez-Diaz®

@) aporatorio de Interacciones Moleculares,
Facultad de Ciencias, UdelaR. ®Céatedra de
Quimica Inorganica, Facultad de Quimica,
UdelaR.

E-mail: mmosquillo@fcien.edu.uy

La enfermedad de Chagas, también conocida
como tripanosomiasis americana, €s una
enfermedad potencialmente mortal causada por el

parasito protozoario Trypanosoma cruzi, Yy
constituye un importante problema de salud
publica principalmente en América Latina,

perteneciendo al grupo de las enfermedades
desatendidas. En busca de potenciales agentes
antichagasicos, se sintetizaron y caracterizaron
en estado sélido y en solucion compuestos
organometalicos de paladio, platino y vanadio.
Estos compuestos muestran valores de IC50 en
el rango micromolar 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, se utilizaron sondas
fluorescentes como marcadores de apoptosis
temprana y necrosis, para determinar el
mecanismo de muerte celular que inducen estos
complejos. En los tiempos y a las
concentraciones analizadas no se observa una
tendencia directa a la muerte celular por ninguno
de los mecanismos estudiados. Por esta razén se
decidi6 complementar estos ensayos con
marcadores de viabilidad y vitalidad celular para
determinar que efectivamente los compuestos
afectan el metabolismo celular y la proliferacion.
Sin embargo, al aumentar la concentracion y los
tiempos de incubacién con los compuestos
metalicos se observa un aumento en la actividad
metabdlica celular, particularmente de la actividad
esterasa. Para confirmar la hipétesis de que el
aumento de actividad metabdlica puede deberse
a otros mecanismos de muerte celular, se
tomaron imagenes de microscopia que
demuestran que la morfologia celular se ve
alterada en presencia de los compuestos
antichagasicos. Se observa en estos parasitos
morfologia redondeada, pérdida de flagelo y
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pérdida de movilidad a medida que aumenta la
concentraciéon de los compuestos metdlicos. Para
ampliar este andlisis bioldgico, se propone
analizar los cambios globales en el transcriptoma
y proteoma de pardsitos incubados con cada
complejo, con el fin de identificar posibles vias
afectadas para entender el modo de accion de
estos prometedores compuestos.

74 - ENTEROPARASITOSIS EN POBLACION
INFANTO-JUVENIL DEL PARTIDO DE LA
PLATA: ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DOS
TECNICAS DE ENRIQUECIMIENTO
COPROPARASITOLOGICAS Andrea C
Falcone®™, Paola Cociancic ®, Maria M zarza®,

Maria L Zonta®, Graciela T Navone®

@G cepave CONICET-UNLP. ®Cepave UNLP.
andreafalcone@cepave.edu.ar

INTRODUCCION. Las parasitosis intestinales son
de importancia en salud publica debido a su alta
morbilidad en la poblacién infanto-juvenil. Un
diagndstico certero de las infecciones parasitarias
constituye un verdadero desafio para su control y
prevencion.OBJETIVO. Evaluar la eficacia de dos
técnicas de enriquecimiento coproparasitoldgicas
(sedimentacion y flotacién) en la concentracién de
un mayor numero de formas evolutivas de
especies parasitarias para su determinacion y
diagnostico. METODOS. Se realizé6 un estudio
transversal en 284 nifios entre 0-14 afios (47,5%
varones y 52,5% mujeres) durante el periodo
2014-2015 procedentes de barrios del Partido de
La Plata (Buenos Aires, Argentina). Las muestras
coproparasitolégicas se procesaron por una
técnica de sedimentacién (Ritchie modificada) y
otra de flotacion (Willis o Sheather). Se aplicaron
las pruebas estadisticas de Ji al cuadrado y
Fisher (nivel de significacién p<0,05) y se calculd
la sensibilidad de cada técnica como la
proporcién de verdaderos positivos entre los
infectados.RESULTADOS. El 61,6% (175/284) fue
positivo para alguna especie parasita. La técnica
de Ritchie detectdé significativamente mas
infecciones por protozoos (57,0% vs. 47,2%) y
por helmintos (8,4% vs. 4,9%) (p<0,05). En
relacién al nimero de especies, con la técnica de
flotacién se observaron solo 9 de las 12 especies
observadas con Ritchie. Comparando ambas
técnicas, Ritchie mostré significativamente mayor
recuperacion para quistes de Entamoeba coli

(12,3% vs. 4,2%), Endolimax nana (11,3% vs.
4,9%), Giardia lamblia (19,4% vs. 14,1%) y
Blastocystis sp. (41,2% vs. 36,6%) y huevos de
Hymenolepis nana (2,5 % vs. 0,7%), Ascaris
lumbricoides (3,2% vs. 2,5%) y Trichuris trichiura
(1,1% vs. 0,7%) (p<0,05), mostrando ademas una
mayor sensibilidad para el diagnéstico de estas
especies. La Unica infeccion por Ancylostomideos
se diagnosticé con ambas técnicas. Sin embargo,
Enteromonas hominis, lodameba butschlii, vy
Strongyloides stercoralis s6lo se evidenciaron con
el método de Ritchie. CONCLUSIONES. La
técnica de Ritchie resultd ser méas eficaz en la
deteccion de parasitos intestinales. Este hecho se
fundamenta en que la sedimentacion por
centrifugacién concentra la mayor cantidad de
formas parasitarias y facilita su diagnéstico. Sin
embargo, la implementacion de diversas técnicas
coproparasitolégicas optimiza los resultados en el
estudio de estas infecciones y da certezas en el
diagnéstico individual para su prevencion y
control.

75 - Estudio del efecto de co-administracion
de Clofazimina y Benidipina con Benznidazol
en un modelo murino de Chagas crénico

Maria L Sbaraglini®, Yésica Areco®,

Cristian
Miranda®, Carolina L Bellera®, Carolina
Carrillo®, Bruno Buchholz ©, Jazmin Kellym,
Ricardo Gelpi(s), Alan Talevi®, Catalina D Alba

Soto™?

DO aboratorio de Investigaciones y Desarrollo
de Bioactivos, Facultad de Ciencias Exactas
UNLP. @G (nstituto de Microbiologia y
Parasitologia Médica, Facultad de Medicina,

Universidad de Buenos Aires. ®Instituto Cesar
©ONE

Milstein. Instituto de Fisiopatologia
Cardiovascular, Departamento de Patologia,
Facultad de Medicina, UBA.E-mail:

mariasbara@gmail.com

La enfermedad de Chagas es una endemia
causada por el protozoario Trypanosoma cruzi. En
la actualidad, solo existen dos farmacos
aprobados para su tratamiento: Benznidazol (Bz),
el tratamiento de primera linea; y Nifurtimox. La
limitada efectividad en la etapa cronica de la
enfermedad junto con los importantes efectos
adversos de ambos farmacos ha impulsado la
busqueda y el desarrollo de nuevos tratamientos.
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Nuestro grupo ha identificado mediante
reposicionamiento de farmacos asistido por
computadora, dos farmacos de uso clinico con
actividad tripanocida: Benidipina (antihipertensivo)
y Clofazimina (antibiético). Ambos mostraron
resultados alentadores tanto en modelos in vitro
como en un modelo murino de Chagas agudo
(reduccion de parasitemia) y crénico (disminucion
de la inflamaciéon y de la carga parasitaria en
musculo estriado esquelético). En este trabajo
hemos avanzado sobre el estudio de la
combinacion de Clofazimina y Benidipina con Bz
en un modelo de infeccién cronica. Ratones C3H
fueron infectados con tripomastigotes de T. cruzi
de la ~cepa K98 (105 parasitos/raton,
intraperitoneal). La misma no es letal en la etapa
aguda y genera importante dafio en mdusculo
esquelético y cardiaco en la etapa crénica. Luego
de 90 dias post-infeccion (dpi), los animales se
dividieron en 5 grupos para su tratamiento por via
oral durante 30 dias con Bz (75 mg/kg/dia),
Benidipina + Bz (15 y 30 mg/kg/dia,
respectivamente), Clofazimina + Bz (30 y 30
mg/kg/dia, en ese orden), Bz (30 mg/kg/dia) y
controles (sin tratar). Se registré la evolucion del
peso corporal y el estado de los animales durante
todo el ensayo, encontrando en el grupo tratado
con Bz 75 una reduccion del peso a partir del
150dpi, tal como lo ha descripto diversos autores.
Se realizaron electrocardiogramas a los 120 y a
los 170 dpi no encontrando diferencias
significativas en la frecuencia cardiaca y la
duracion de los intervalos RR, PR o QT, sin
embargo, el intervalo QRS presentdé morfologia
aberrante en el 100% de los animales tratados
con Bz 75, en un 50% del grupo Benidipina + Bz y
en un 25% de los ratones sin tratamiento.

Asimismo, se evaluaron los niveles de la enzima
creatina kinasa (CK), indicadora de dafio
muscular, encontrando a los 120 dpi una
disminucién de dicha enzima en todos los grupos
gue recibieron tratamiento. En sintesis, estos
resultados conllevan a continuar con el estudio de
la co-administracion de estos farmacos en un
modelo de Chagas cronico.

76 - Efecto in vivo e in vitro del Triclabendazol
y la Paroxetina sobre T. cruzi

Maria L Sbaraglini'?, Lucas N Alberca®, Carolina

Carrillo®, Catalina D Alba Soto™, Alan Talevi®
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®instituto César  Milstein.  “Instituto  de
Microbiologia y Parasitologia Médica, Facultad de
Medicina, UBA. ®Laboratorio de Investigaciones
y Desarrollo de Bioactivos, Facultad de Ciencias
Exactas, UNLP

E-mail: mariasbara@gmail.com

La enfermedad de Chagas afecta, en Argentina,
al 4% de la poblacion. Pese al gran impacto
epidemiolégico, actualmente solo existen 2
farmacos disponibles para su tratamiento:
Nifurtimox y Benznidazol. Dichos compuestos
presentan importantes efectos adversos y limitada
eficacia durante la etapa crénica de Ia
enfermedad, haciendo evidente la necesidad de
encontrar y validar nuevas terapias.

Siendo el transporte de poliaminas esencial para
T. cruzi, las permeasas de poliaminas representan
blancos moleculares atractivos en la busqueda de
nuevos farmacos. Estudios previos en nuestro
grupo de trabajo han seleccionado mediante
metodologias computacionales dos posibles
candidatos para el tratamiento de esta
enfermedad, cuyos efectos inhibitorios sobre la
captacion de putrescina fueron validados
experimentalmente. Estos son: Paroxetina (Prx),
utilizado  actualmente en clinica como
antidepresivo, y Triclabendazol (Trc), utilizado
como antihelmintico. Encontrar un segundo uso
para farmacos ya conocidos presenta importantes
ventajas frente a la blsqueda de farmacos de
novo, principalmente porque se reducen
considerablemente los costos y tiempos
requeridos para el desarrollo de un medicamento
innovador.

En este trabajo se estudi6 la actividad de Prx y
Trc sobre T. cruzi en modelos de infeccion in vitro
e in vivo. Inicialmente, se determind el efecto
sobre tripomastigotes de T. cruzi (cepa RA),
encontrando para Prx una ECsy dell,26+3,76 pM
y para Trc de 20,52+2,69 pM. A partir de estos
resultados se evaluaron dichos farmacos en un
modelo murino de infeccidbn aguda, infectando
ratones de la cepa C3H conla cepa pantrépica de
T. cruzi, RA. A los 5 dias post-infeccion (dpi) los
animales fueron divididos en 4 grupos y tratados
por 5 dias consecutivos con: a) Benznidazol (100
mg/kg/d); b) Trc (100mg/kg/d); c¢) Prx (50
mg/kg/d); d) sin tratamiento (vehiculo, CMC
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0,5%). Si bien el tratamiento con Prx no mostro
diferencias significativas respecto del grupo
control, Trc disminuyd significativamente (p<0.05;
14 dpi) la parasitemia vs. el grupo no tratado. Al
finalizar el experimento, el grupo sin tratar y el
tratado con Prx mostraron una sobrevida del 50%
sin registrase mortalidad en los demas grupos.

77 - EFECTO ANTIPARASITICO DE LA
VITAMINA C SOBRE Trypanosoma cruzi

Puente, Vanesa R
(1); Battle, Alcira (1); Frank, Fernanda M.
Dra. Lombardo, Elisa (1)

(1); Demaria, Maria A.

(2);

CIPYP, UBA-CONICET. HOSPITAL DE CLINICAS
“JOSE DE SAN MARTIN” (1); INSTITUTO DE
INVESTIGACIONES EN MICROBIOLOGIA Y

PARASITOLOGIA MEDICA  (IMPAM  UBA-
CONICET) (2)
La enfermedad de Chagas, causada por

Trypanosoma cruzi, continua siendo un problema
de salud pulblica. Actualmente, el dnico
tratamiento disponible es con benznidazol (Bnz),
el cual no es totalmente efectivo y posee una gran
cantidad de efectos adversos. Surge entonces, la
necesidad de nuevas y mas eficientes alternativas
terapeuticas. Conociendo el efecto anti T.cruzi de
la Vitamina B12 y sabiendo que el acido ascorbico
(Vit C) potencia el efecto citotoxico de la misma ,
debido a la conocida accion prooxidante que un
reductor puede manifestar en presencia de
metales de transicion como el Fe (lll), Cu (Il) y Co
(I, nuestro objetivo fue investigar el efecto
antiparasitico de la Vit C mediado por los iones de
metales pesados presentes en el interior del
parasito. Nuestros resultados mostraron un
notable efecto inhibitorio in vitro de la vitamina C
sobre los tres estadios del parasito (IC50: epi-
3,65+0,45 pM; amas- 4,65+0,38 pMi;tripo-
50,60+2,5 yM) comparado con el Bnz tomado
como droga de referencia (IC50: epi- 5,86+0,93
MM; amas- 4,10+0,55 pM; tripo- 33,26+2,85
MM).Teniendo en cuenta estos datos, empleamos
ratones infectados en forma aguda con T.cruzi
para evaluar el efecto del tratamiento con vit C
(1,5 mg/Kg/dia) in vivo administrada
intraperitonealmente sola o conjuntamente con
Bnz (0,75 mg/Kg/dia). El tratamiento solo con vit
C fue capaz de reducir en un 57% el nimero de
parasitos/ml en el pico de la parasitemia. Se

observaron diferencias significativas en el area
bajo la curva de parasitos en funcién del tiempo
para los lotes tratados con vit C o con Bnz y vit C
(41,4% y 35,4% respectivamente). Estos valores
fueron muy importantes a la hora de evaluar la
sobrevida de los ratones. Los animales control
murieron todos entre los dias 6 y 14, mientras que
el 100% de los animales que recibieron la
combinacion de Vit C y Bnz se mantuvieron con
vida hasta el dia 56 postinfeccion, llegando al final
del tratamiento, el 80% de la poblacion (100 dias
postinfecciéon). Para los animales tratados
Unicamente con Bnz, la sobrevida fue del 60%. Es
de destacar que los ratones que recibieron el
tratamiento combinado de vit C y Bnz
presentaban mejor aspecto en el pelaje y
comportamiento activo en comparacion con los
ratones de los demas lotes. Segun los resultados
expuestos, el tratamiento conjunto de Vit C y Bnz
pareceria ser una buena alternativa terapéutica
para combatir la enfermedad de Chagas,
permitiendo disminuir la dosis de Bnz y sus
efectos adversos.

78 - Benznidazol a bajas dosis y Fenofibrato
restauran parametros inflamatorios y de la
funcién cardiaca en un modelo crénico de
Chagas experimental.

Agata Carolina Cevey(l), Martin  Donato®,
)

Federico N Penas(s), Jimena Rada(4, Diamela
Paez®, Ricardo J Gelpi(e), Gerardo A Mirkin®,
Nora B Goren®

WEOO®)|nstituto de Investigaciones en

Microbiologia y Parasitologia Médica (IMPaM).
@®)®)nstituto de Fisiopatologia Cardiovascular.
Facultad de Medicina, Universidad de Buenos
Aires. E-mail: agatacevey@gmail.com

La enfermedad de Chagas, causada por
Trypanosoma cruzi (Tc), es una de las principales
causas de insuficiencia cardiaca en América
Latina. Durante la infeccion el parasito invade el
coraz6bn y otros 6rganos, generando una
respuesta inflamatoria. Después de la fase aguda,
la infeccion evoluciona a una fase crénica
silenciosa. El 30-40% de las personas infectadas,
desarrollan una cardiopatia sintomatica que
causa discapacidad significativa, con alto impacto
econdémico y social. El tratamiento farmacolégico
antiparasitario utilizado es Benznidazol (Bz), dada

75



XXVIII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias - SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de

Chagas Noviembre 26, 27 y 28 de 2016

la falta de Nifurtimox en nuestro pais. Ambas
drogas inducen efectos adversos de variada
severidad, que pueden llevar al abandono del
tratamiento. En un trabajo previo, demostramos
que una dosis de Bz mas baja que las reportadas
para un modelo agudo de Chagas experimental,
ejerce efectos antiparasitarios y antiinflamatorios,
llevando a la eliminacion de los parasitos y a la
recuperacion del tejido cardiaco. Dado que los
receptores activados por factores de proliferacion
peroxisomal (PPAR) intervienen, entre otras
funciones, en la modulacibn de fendmenos
proinflamatorios, nos proponemos investigar el
papel de un ligando (Fenofibrato, F) como posible
coadyuvante de la terapéutica antiparasitaria.
Para ello, desarrollamos un modelo crénico,
basado en la infeccion de ratones BALB/c con
una cepa no letal de Tc (clon K-98) durante 42
dias, seguido de una reinfeccién con una cepa
letal (RA) durante 28 dias. En ese punto, se inicio
el tratamiento diario con Bz (25 mg/kg) o F (100
mg/Kg) durante 30 dias. En este modelo, desde el
punto de vista histopatoldgico, se observa una
miocarditis difusa severa (HyE), y depésitos
intensos de colageno (Rojo Picrosirio), que se
corresponden con altos niveles de expresion de
ARNmM de NOS2 en corazén (g-RT-PCR), y de
actividad sérica de Creatina Kinasa. También se
observa una disfuncién ventricular izquierda
moderada (Fraccién de Eyeccion, Fraccion de
Acortamiento), evaluada por ecocardiografia. En
forma independiente, los tratamiento Bz a dosis
bajas (25 mg/kg), o F (100 mg/Kg), restauran a
valores normales los parametros histopatoldgicos,
inflamatorios y funcionales mencionados. Estos
resultados son un punto de partida para la
implementacion de un tratamiento conjunto,
donde dosis bajas de Benznidazol puedan ser
combinadas con Fenofibrato, en vistas de la
resolucion de la patologia cardiaca en un modelo
cronico de infeccién con Trypanosoma cruzi.

79 - EVALUACION DE EXTRACTOS DE
MICROALGAS COMO POTENCIALES DROGAS
TRIPANOCIDAS NATURALES

Rhonda Veas %, Ana Liempi(z), lleana Carrillo®,
Christian Castillo “, Lisvaneth Medina®, Juan
Diego Maya ® Norbel Galanti ), Veronica Rojas

®  Ulrike Kemmerling ©)

W®)nstituto Biologia, Facultad de Ciencias,
Pontificia Universidad Catolica de Valparaiso,
Valparaiso, Chile.. @®WOONOnstityto  de

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

Ciencias Biomédicas, Facultad de Medicina,
Universidad de Chile, Santiago, Chile.

E-mail: rhondaveas@gmail.com

El tratamiento de la enfermedad de Chagas,
causado por el protozoo Trypanosoma cruzi (T.
cruzi), esta limitado a dos farmacos Benznidazol y
Nifurtimox, los cuales presentan baja eficacia y
diversos efectos adversos. Es por esto que existe
un interés creciente en la busqueda de
compuestos naturales para la obtencion de
nuevas drogas con aplicaciones biomédicas,
generado por la enorme diversidad y riqueza de
metabolitos secundarios presentes en plantas,
macroalgas y microalgas. Las microalgas son
organismos unicelulares eucariontes
fotosintéticos que pueden crecer de manera
autotréfica o heterotrofica. Presentan distintos
tipos de compuestos con potencial
biolégicamente activo; es asi como se ha descrito
biomoléculas con propiedades antimicrobianas,
antioxidantes, anti-inflamatorias y citotéxicas para
células neoplasicas. El objetivo del presente
trabajo fue evaluar el efecto tripanocida de
extractos obtenidos de distintas especies
microalgales marinas y de agua dulce, sobre la
forma infectiva tripomastigote de T. cruzi, Se
generaron extractos metanolicos, etandlicos y
acuosos de las microalgas: Tetraselmis suecica
(cepa NCMA904), Nannochloropsis oculata,
Scenedesmus obliquus (cepa CCMP-2399),
Arthrospira platensis y Chlamydomonas reinhardtii
(cepa CC® 1010TM). Tripomastigotes de T.
cruzi(10°6 parasitos/ml) fueron incubados durante
24 horas en presencia 0 ausencia de
concentraciones crecientes (10-500 pg/ml) de los
extractos, asi como de Nifurtimox (10 uM), como
control positivo. La viabilidad de los parasitos fue
determinada mediante el ensayo estandar MTT.
Los resultados fueron analizados mediante
regresion lineal para la determinacion del IC50 de
cada extracto. En paralelo, se analiz6 toxicidad de
los compuestos en células de mamifero. Los
extractos metandlicos de T. suecica y S. obliquus,
asi como aquellos etandlicos de C. reinhardtii y T.
suecica presentaron IC50 en el rango de 60 a 150
pg/ml. Los demas extractos presentaron valores
de IC50 superiores a los 200 pg/ml. Se concluye
que los extractos provenientes de microalgas son
potenciales candidatos para la obtencion de
moléculas tripanocidas de origen natural.
Financiamiento: ELAC2014/HID-0328 (UK, NG);
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ENL027/16 (UCh) (UK); DIE-PUCV 037.698-36
(UK, VR), FONDECYT 1130113 (NG), 1130189
(JDM).

80 - EVALUACION DEL EFECTO IN VITRO DE
LOS PEPTIDOS ANTIMICROBIANOS HLF1-11 Y
P113 SOBRE LEISHMANIA BRAZILIENSIS

Agustina Casasco, Bruno F Alliani, Maria B
Palma, Fernanda M Frank, Patricia B Petray

IMPaM.

E-mail: aguscasasco@hotmail.com

La Leishmaniasis es una enfermedad de alta
prevalencia en regiones tropicales y subtropicales
del mundo con un gran aumento de su incidencia
en los ultimos afios. El tratamiento recomendado
basado en el uso de antimoniales pentavalentes
posee limitaciones relacionadas con toxicidad y
resistencia del parédsito. En la blsqueda de
alternativas terapéuticas, los péptidos
antimicrobianos (PAMs) son candidatos atractivos
debido a su actividad microbicida de amplio
espectro 'y su funcién inmunomoduladora.
Péptidos derivados de histatina 5 (P113) vy
lactoferrina (hLF1-11) humanas han sido
desarrollados por la industria farmacéutica para
uso clinico en infecciones bacterianas y flngicas,
aln para aplicaciones tdpicas. Nuestro objetivo
fue evaluar la eficacia in vitro de estos PAMs
frente a Leishmania. Promastigotes de L.
braziliensis fueron incubados por 48 h en
presencia de P113 o hLF1-11 (0-100pg/ml) a fin
de determinar la ICsy. Macrofagos RAW 264.7
(Mg, 5x105/ml) fueron infectados por 24 h con
promastigotes (1:10) y tratados inmediatamente
durante 48 h con hLF1-11 o P113 (100ug/ml)
incluyéndose controles sin tratar ©. Los M@
fueron tefiidos con Wright-Giemsa y se determiné
la tasa de infeccién por evaluacién microscépica.
Se cuantificaron los niveles de 6xido nitrico en los
sobrenadantes por reaccion de Griess. Se
determind la citotoxicidad de los PAMs sobre la
célula hospedadora cultivando los M@ sin infectar
en presencia de hLF1-11 o P113 (0-1000pg/ml).
El tratamiento con los PAMs redujo la viabilidad
de los promastigotes con un valor de ICso= 3,07
(hLF1-11) y 0,34 pg/ml (P113) lo que se vio
reflejado en cambios morfolégicos. Se observé
una reduccion del N° de amastigotes/ M@ tanto
para hLF1-11 (p<0,001) como para P113

(p<0,01), registrandose una actividad
antiamastigote de 69,15 + 5,22 % y 48,43 + 8,40
% respectivamente. Se hallé6 una disminucién del
% de células infectadas que resultd altamente
significativa para hLF1-11 (p<0,0001). En los
sobrenadantes de cultivo, se detecté un aumento
de la produccion de 6xido nitrico por los M@ en
ambos casos (p<0,05). Los PAMs no resultaron
citotoxicos para la célula hospedadora a las
concentraciones empleadas en los ensayos. Soélo
se observdé una disminucion del 12% de la
viabilidad para P113 a 1000ug/ml. Concluimos
que estos péptidos sintéticos podrian constituir un
atractivo recurso con potencial leishmanicida.

81 - CARACTERIZACION ANTIGENICA DE LAS
PROTEINAS MASPs DE Trypanosoma cruzi

Pablo E La Spina, Ignacio M Durante, Santiago J
Carmona, Fernan Agiiero, Carlos A Buscaglia

IIB-INTECH.

e-mail: P.laspina93@gmail.com

Con el objeto de descubrir y caracterizar nuevos
antigenos de T. cruzi, sintetizamos microarreglos
peptidicos de alta densidad, cuya reactividad fue
evaluada frente a sueros de pacientes. Entre las
moléculas incluidas, unas 250 pertenecen a la
familia multigénica de las MASPs (“Mucin
Associated Surface Proteins”), que participan en
la adhesién e invasion de T. cruzi en células de
mamifero y estan siendo exploradas como
posibles antigenos vacunales. Algunas de las
MASPs bajo estudio mostraron reactividad
variable, aunque siempre restringida a la region
central hipervariable compuesta por distintos
fragmentos de secuencia que se distribuyen y
combinan en forma de mosaico entre genes
paralogos. Las regiones N- y C-terminales
conservadas, codificantes para sefiales
secretorias presuntamente clivadas en las
proteinas maduras, no presentaron reactividad.
Los 83 peptidos inmunoreactivos de MASPs se
agruparon en 35 grupos utilizando criterios
estructurales. Para cada uno de estos grupos se
identificaron y mapearon in silico los motivos
antigénicos. Para los 7 mas antigénicos se
realizaron alineamientos y se compararon contra
las secuencias sin reactividad del microarreglo,
encontrdndose secuencias de aminoacidos
minimas que caracterizan a cada motivo.
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Utilizando éstos motivos minimos, se identificaron
a las MASPs paralogas que los contienen,
encontrandose que cada uno posee un patron
conservado de localizacién relativa. Ademas se
estudio la distribucion de los motivos més
salientes del andlisis entre las MASPs. Para
validar estos resultados se amplificaron por PCR
los péptidos antigénicos de MASPs especificas
representantes de los distintos motivos, los cuales
se clonaron y expresaron como proteinas de
fusion a GST. El potencial diagnostico de estos
antigenos se evalué mediante ELISA, utilizando
estas proteinas recombinantes y un amplio panel
de sueros Chagasicos y controles. Uno de los
epitopes (de secuencia QQQSDEAQFQQ) mostrd
una sensibilidad del 54% y una especificidad del
100% y otro (de secuencia LQVAGIKTTTATTGDS
obtenido como péptido) 81% y 98%
respectivamente. Se analizaron MASPs que
poseian mas de un motivo obteniéndose un 50%
de sensibilidad y 100% de especificidad. El resto
de los grupos presenté sensibilidades menores al
15%. Se encontré en general, que los datos
preliminares presentados hasta ahora tienen una
buena correlacién con los del microarreglo.

82 - EVALUACION DE UNA NUEVA PROTEINA
RECOMBINANTE  QUIMERICA EN  EL
DIAGNOSTICO DE LA ENFERMEDAD DE
CHAGAS MEDIANTE INMUNOAGLUTINACION

Luz M Peverengo(l), Valeria Garcia®, Luz
Rodeles®, Miguel Vicco™, Estefania Prochetto®,
lvan Bontempi®, Gabriel Cabrera”, Verénica
(10)

Gonzalez®, Ivan Marcipar®, Luis Gugliotta

WRDEOMNO)_gporatorio de Tecnologia
Inmunologica, Facultad de Bioquimica y Ciencias
Biologicas, UNL. ®®19INTEC (UNL — CONICET).

E-mail: luzpeverengo@gmail.com

En la actualidad, las reacciones serolégicas mas
utilizadas para el diagnéstico de la enfermedad de
Chagas son: HAI, ELISA e IFl. Un método de
deteccion alternativo, es el ensayo de
inmunoaglutinacion (1A). Los ensayos de IA son
ensayos rapidos, faciles de ejecutar, no requieren
aparatos sofisticados ni personal especializado
para su realizacion y permiten la lectura visual del
resultado. En este trabajo, se muestran los
resultados obtenidos en el proceso de sintesis de
complejos latex-proteina basados en particulas

de latex carboxiladas (S8C1 y S8C2: densidad de
grupos carboxilo de 5,7 y 13 10-7 mEg/cm2
respectivamente) y concentraciones crecientes de
una nueva proteina recombinante quimérica de
Trypanosoma cruzi (CP3: compuesta por los
antigenos TSSAII-MAP-TcD); y su aplicacién en
ensayos de IA. Inicialmente, se analizé el efecto
de la concentracion de proteina unida a la
superficie de las particulas y la capacidad de
discriminar entre sueros controles positivos y
negativos para la enfermedad de Chagas
previamente clasificados mediante ELISA, asi fue
como se seleccionaron los latex denominado
S8C1 y S8C2 con una concentracion de proteina
unida de 1,58 mg/m2 y 3,27 mg/m2
respectivamente. Luego, en base a estos
resultados, se trabajo con un panel conformado
por 10 sueros positivos y 10 negativos,
detectando la IA visualmente y por turbidimetria.
Mediante turbidimetria, pudimos observar que se
obtenian altos valores de absorbancia para
sueros positivos con el complejo S8C1-CP3 (1,58
mg/mz2), mientras que los valores mas bajos para
absorbancia de sueros negativos se obtenian con
el complejo S8C2-CP3 (3,27 mg/m2). Si bien se
logré6 discriminar entre sueros positivos Yy
negativos, los valores de absorbancia fueron
fuertemente afectados por el aspecto del suero
(normal, hemolizado, ictérico, lipemico).
Visualmente, la IA se hizo visible a los 35-40
segundo de poner en contacto los reactivos, pero
se observé que para obtener una diferenciacion
entre sueros positivos y negativos, el ensayo
deberia leerse después de los 2 minutos y hasta
los 8 minutos. La intensidad de la aglutinacion
obtenida para los positivos se correlacion6 con la
intensidad de densidad Optica de ELISA. Se
observé que si bien ambos complejos obtenidos
permiten en su mayoria ver aglutinacion
concordando con la clasificacion de ELISA,
resulté mas clara y rapida la aglutinacion con el
complejo S8C1-CP3 (1,58 mg/m2).

83 - ACTUALIZACIONES A LA BASE DE
DATOS QUIMIOGENOMICA TDR TARGETS

Lionel Uran Landaburu, Fernan Agiiero

Laboratorio de Genomica y Bioinformatica,
Instituto de Investigaciones Biotecnoldgicas,
Universidad Nacional de San Martin, San Martin,
Buenos Aires, Argentina
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En los ultimos afos, el libre acceso a informacion
guimica de distintas fuentes ha abierto una
oportunidad enorme para la evaluacion de
distintos compuestos bioactivos. Aunque gran
parte de esta informacion sélo es valida para
humanos u organismos modelo, es posible
pensar en el potencial reposicionamiento de
drogas a través de distintas estrategias de
genémica y quimiogenomica comparativa,
permitiendo la utilizacion de estas grandes
cantidades de informacién para su uso en
agentes etiologicos relegados. La organizacion y
la accesibilidad (a toda la comunidad cientifica
interesada) de una fuente que condense toda
esta informacién es menester para garantizar el
uso y todos los estudios ulteriores que permitan
trazar relaciones capaces de proponer el
reposicionamiento de una droga. Desde el
laboratorio de Gendémica y Bioinformatica de la
Universidad Nacional de San Martin, trabajamos
en el desarrollo, mantenimiento y actualizacién de
dicha herramienta (de acceso publico a través de
tdrtargets.org). El presente trabajo pretende
mostrar los esfuerzos realizados en virtud de
mantenimiento y actualizacion de la base de
datos TDR Targets: Se aumenté la cantidad de
compuestos bioactivos registrados a 2.101.159
(+288.432 provenientes de ChEMBL y 324.693 de
distintas fuentes de screening). Una cantidad que
supone un aumento del ~50% en la cantidad de
registros. Se incorporaron, ademas, los genomas
completos de los siguientes agentes etiolégicos
de enfermedades tropicales: Trypanosomatidos
(Leishmania infantum, L. braziliensis, L.
mexicana, L. donovani); Apicomplexa
(Cryptosporidium parvum, C. hominis, Babesia
bovis, Neospora caninum, Theileria parva);
Mycobateria (M. ulcerans); Helminths (Loa loa,
Echinococcus multilocularis, E. granulosus,
Schistosoma japonicum); Bacteria (Chlamydia
trachomatis;  Treponema  pallidum); Early
Branching Eukaryotes (Giardia lamblia,
Trichomonas vaginalis); Amoebas (Entamoeba
histolytica). También han sido afadidos los
genomas de los organismos modelo Dictyostelium
discoideum (una ameba) y Schmidtea
mediterranea (una planaria), ambos relacionados
con respectivos organismos patdgenos; con el
afan de realizar estudios bioinformaticos
comparativos que permitan relacionar la

informacion  producida para los primeros
(generalmente en abundancia) con éstos ultimos.

84 - Development of a bioinformatic pipeline
for genome-wide prioritization of serological
diagnostic markers in pathogens

Mauricio Brunner?, Diego Ramoa®?, Santiago J
Carmona®, Fernan Aguer0(4)

W@Eacultad de Ingenieria, Universidad Nacional
de Entre Rios. @“IB-INTECH UNSAM-
CONICET.

E-mail: fernan@iib.unsam.edu.ar

Background: B-cell epitopes are the parts of
antigen molecules recognized by antibody
molecules produced by the immune system.
Knowledge of B-cell epitopes may be used in the
design of vaccines and diagnostics tests. Based
on the availability of complete genomes of
pathogens, we proposed an improved
computational strategy to prioritize potential new
antigens (in the form of short peptides) at a
genomic scale. To validate this tool, antigens for
ten complete proteomes were ranked, following a
published method (see Carmona SJ et al 2012).
The results were validated with data from different
databases and known, curated antigens and
epitopes found in the literature. By ROC curve
analysis we demonstrate the performance of the
method to enrich in interesting candidate antigens
at the top of the ranking. Results: In this work we
will present the results of prioritizing candidate
markers from the following pathogen proteomes of
Borrelia  burgdorferi, Francisella tularensis,
Brucella melitensis, Coxiella burnetti, Leptospira
interrogans, Mycobacterium tuberculosis, M.
leprae, Plasmodium falciparum, Toxoplasma
gondii and Trypanosoma cruzi. For this, the tool
decomposed the proteomes into short peptides (of
a user-defined length) and analyzed 11
features/properties related to their antigenic
potential, predicted subcellular location,
immunogenic potential, and sequence similarity
with other species, amongst others. Optimized
feature weightings were obtained for each
organism that maximize AUC values for known
antigens. Conclusion: We improved a method of
prioritizing of antigens and prediction of linear B-
cell epitopes based on different properties of
proteins, mainly those that can be assessed using
the protein primary structure. An important novelty
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of the method is that includes features that are
new to the B-cell epitope prediction by the
addition of global protein properties. This tool can
be used to guide the design of peptide
microarrays or other methodologies that require
users to limiting the search space when looking
for new antigens for serological diagnosis.

85 - PCR EN TIEMPO REAL COMO
HERRAMIENTA DE DIAGNOSTICO TEMPRANO
PARA LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
CONGENITA: UN ESTUDIO PROSPECTIVO
OBSERVACIONAL

Margarita Maria Catalina Bisio, Kessler, Camila,
Gonzélez, Nicolas, Moroni, Samanta, Moscatelli
Guillermo, Ballering, Griselda, Altcheh, Jaime

Hospital de Nifios Ricardo Gutiérrez

E-mail: marquib@gmail.com

La enfermedad de Chagas congénita (EChC)
constituye la primera forma de aparicion de
nuevos casos de la enfermedad en nuestro pais.
El diagnostico temprano es fundamental en la
prevencion y control de la EChC. El diagndstico
en menores de 8 meses se realiza por métodos
parasitologicos directos (EPD) dado el pasaje
pasivo de anticuerpos maternos. Estos métodos
presentan variable sensibilidad relacionada
directamente al operador y a la falta de sistemas
de control de calidad adecuados. Los ensayos de
PCR en tiempo real (PCRq) son prometedores en
el diagnéstico temprano de la EChC. Sin embrago
no fueron validados en los sistemas de la salud.
Objetivo: Evaluar una PCRq cuantitativa dirigida a
secuencias satélite de T. cruzi para la deteccion
temprana de la EChC. Se realizé un estudio
prospectivo observacional del 06/2012 a 01/2016.
Neonatos menores de 7 meses, nacidos de
madre con Chagas y consentimiento escrito
informado. Estudios de laboratorio: EPD en el
primer control, serologia (ELISA y HAIl) y PCRq
(Duffy et al., 2013) en el primer control y a los 8
meses de edad. Criterio diagnéstico: a) < de 8
meses: EPD positivo, b) > de 8 meses: serologia
reactiva por dos técnicas. Los pacientes
infectados fueron tratados con benznidazol (5-8
mg/kg/dia, 60 dias). Se estudiaron 149 pacientes
potenciales, 140 cumplieron los criterios de
inclusién 104 completaron el seguimiento hasta
los 8 meses de edad. De los 104 paicientes que

completaron el seguimiento 14 presentaron EChC
En el primer control se estudiaron 104 pacientes
por EPD y 85 por PCRq. EI EPD presenté una
sensibilidad de 79% (11/14), especificidad 100%
(90/90), VPP 100% y VPN de 97% y la PCRq
presenté con una sensibilidad de 100% (12/12),
especificidad 100% (73/73), VPP de 100% y VPN
de 100%. Se cuantificd la parasitemia por PCRq
en 12 de los pacientes infectados. Se observaron
parasitemias entre 4 y 2168 eq de parasitos/ml.
Los pacientes tratados presentaron PCRq Yy
serologia negativas al final del seguimiento. El
diagnéstico por PCRq rindi6 una mayor
sensibilidad respecto al EPD siendo ambas
técnicas altamente especificas. Los métodos
convencionales (EPD mas serologia a los 8
meses) nos permitieron diagnosticar la infeccion
asegurando una adecuada atencion de los
pacientes. La PCRq podria ser (til para adelantar
el diagnéstico en centros de alta complejidad. Se
requieren estudios multicéntricos para confirmar
nuestros resultados.

86 - DISENO Y SINTESIS DE ANALOGOS
QUINOLINICOS A PARTIR DE UN COMPUESTO
LIDER COMO NUEVOS AGENTES
TRIPANOCIDAS

(1) )

Federico J Roldan Pacheco'”, Gisela C Muscia*”’,
Graciela Y Buldain(s), Fernanda M Frank(4), Silvia
E Asis®

WEOEacultad de Farmacia y Bioquimica UBA,
Dpto. Quimica Organica. ®Facultad de Farmacia
y Bioquimica UBA, Dpto. Quimica Organica /
IMPaM  (UBA-CONICET). “IMPaM  (UBA-
CONICET).

e-mail: federicorpacheco@yahoo.com.ar

La enfermedad de Chagas es una de las
enfermedades abandonadas responsables del
alto indice de mortalidad en paises en desarrollo.
En Argentina, 2 millones de casos se reportan
anualmente  sobre  personas con esta
enfermedad. El tratamiento actual constituye un
problema, debido a la toxicidad de las drogas
empleadas y su uso limitado. Por lo tanto, existe
una necesidad urgente de encontrar como
alternativa terapéutica nuevas moléculas que
sean de facil obtencién, econdémicas y de
administracion oral. El objetivo especifico de este
trabajo se basa en la sintesis y evaluacion
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biologica de nuevos derivados de 2-
alquilaminometil-quinolina a partir de una
quinolina lider sintetizada previamente que se
encuentra  sustituida con un grupo 6-
acetamidohexametilamino. La misma demostro
ser activa al ser ensayada frente a los diversos
estadios parasitarios de Trypanosoma cruzi y al
ser evaluado in vivo. A partir de esta estructura
prototipo, se varié la longitud de la cadena
alifatica con el propésito de sintetizar nuevas
moléculas activas con actividad antichagasica.
Esta nueva serie fue obtenida mediante una
reaccion de sustitucion nucleofilica entre diaminas
alquilicas o ciclicas con el derivado 2-
clorometilquinolina, de esta manera fue posible
sintetizar 10 nuevos derivados, de los que se
seleccionaron 7. Todos estos productos fueron
sintetizados empleando tecnologia microondas,
los mismos se obtuvieron en cortos tiempos de
reaccion y con buenos rendimientos. Se evallo la
actividad antiparasitaria de los mismos frente al
estadio parasitario de epimastigote vy
tripomastigote de T. cruzi, por otro lado, se
determiné la citotoxicidad de los mismos en la
linea celular Vero. De los siete compuestos
evaluados, se destacaron tres compuestos por

presentar valores de ICs, bajos frente a los

distintos estadios antiparasitarios y escasa
citotoxicidad. Estos resultados obtenidos y la
determinacion del indice de selectividad
demuestran que estos compuestos resultan ser
mas activos frente al parasito T. cruzi, en
comparacion al compuesto lider que dio origen a
esta familia de compuestos.

87 - TRYPANOSOMA BRUCEI BRUCEL
NAGANA  CURED BY INTRANASALLY
ADMINISTERED DIMINAZENE ACETURATE
(BERENIL). PRELIMINARY RESULTS

Octavio Fusco

INP Dr. Mario Fatala Chaben.

E-mail: ofusco@gmail.com

To find new drugs or formulations for sleeping
sickness (humans) or nagana (animals) we
investigated different formulations and delivery

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

routes for Berenil (Be)(standard nagana
treatment). Soon after the infection the parasite
cross the choroid plexus and circumventricular
organs fenestrated vessels. Drugs delivered to the
olfactory mucosa can get there via venous and
lymphatic capillaries along olfactory neurons. We
tested the protection conferred by the intranasal
(i.n.) delivery of Be (20 mg/ml) plus three
excipients: 1) distilled water, 2) 20% w/w
thermoreversible Pluronic F-127 (gel improving
muco-adhesive properties) and 3) 10% fish oil
[omega-3 fatty acids, specifically
docosahexaenoic acid (DHA), interacts with and
affects membranes permeability]. Infected BALB/c
mice (30,000 bloodstream parasites, strain 9013)
receiving Be i.m. once (100 upg) were fully
protected (23 days), as well as those treated i.n.
with 200 pug Be plus DHA or Pluronic (every 12
hours, days 0-8). The untreated group, as well as
the treated i.n. with Be or excipients alone,
displayed 100% morthality within 7 days. No
parasite could be detected in the blood of the
surviving animals and toxic effects were not
observed. Efforts to reduce the doses and drug
concentration are under way. This new delivery
route and formulation for an established drug
could potentially revolutionize the way smallholder
farmers treat nagana. At present, veterinary
services are required to inject Be into sick
animals, and severe reactions occur when using
non sterile water to solubilize the drug. In the
future, owners could dissolve and mix the
components, and provide i.n. treatment by
themselves, as required. The cost savings
associated with this new strategy could contribute
to improve food production by individual farms.
Moreover, this route of drug delivery could be
tested for human (adults as well as children)
treatment.

88 - ELISA-FRA: EVALUACION POST-
TRAMIENTO EN ADULTOS INFECTADOS
CRONICOS POR Trypanosoma cruzi
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La evaluacion de la eficacia del tratamiento
tripanocida en infectados crénicos por T.cruzi se
realiza mediante serologia convencional (SC)
(HAI-IFI-ELISA). La negativizacion de la misma se
observa muchos afios después de finalizado el
tratamiento. El Antigeno Flagelar Repetitivo (FRA)
es una secuencia aminoacidica muy antigénica
del trypomastigote, pudiendo ser indicador de
infeccién activa en la enfermedad de Chagas.
Objetivo: Evaluar si ELISA-FRA se anticipa a la
SC en la negativizacién post-terapéutica en
adultos infectados crénicos por T.cruzi. Se realizd
un estudio de cohorte en 84 infectados
chagasicos crénicos, con seguimiento clinico-
seroldgico de 20 afios promedio. Grupo A: 38
tratados con Nx/Bz a la edad promedio
30,6+10,7afios; B: 46 pacientes no tratados y C:
17 no infectados. Se procesaron mediante ELISA-
FRA, 277 sueros provenientes de diferentes
controles serolégicos del seguimiento de los
infectados. Las lecturas se expresaron en niveles
del cut-off (DO/cut-off). Las lecturas iniciales y
finales de ELISA-FRA disminuyeron
significativamente en el Grupo A
(4,41+0,66)vs(1,54+0,23)(p<0,05). El Grupo B no
mostré cambios significativos
(8,30+0,55)vs(7,95+0,61)(p=0,43). En 9 pacientes
tratados se observé negativizaron de la SC y
ELISA-FRA. Los tiempos de FRA fueron
significativamente menores a los de la SC:
20,2+5,1afios vs 25,6+3,4afios, respectivamente.
La negativizacion de ELISA-FRA se anticip6é 5,3
afios en promedio a la SC. Al analizar las
muestras de cada paciente en el tiempo, se
observa una caida de 2,87 unidades del cut-off
entre sucesivas lecturas, por efecto del
tratamiento (p<0,01). En el grupo no tratado todas
las mediciones, tanto de SC y ELISA-FRA, fueron
(+) y constantes. ELISA-FRA se anticip6 a la SC
en la negativizacion post-tratamiento pudiendo
ser de potencial utilidad en la evaluacion
terapéutica de infectados crénicos.

89 - EVALUACION IN VITRO DE LA ACTIVIDAD
ANTI Trypanosoma cruzi DE VERNONIA
SCORPIOIDES (ASTERACEAE), UNA ESPECIE
VEGETAL ARGENTINA

Julia Di

Maria Belén Palma(s),
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Jeronimo Ulloa”, Flavia Redko?,

Paula(s), Paula Men(4),

Fernanda Frank(e), Liliana Muschietti

WEENyniversidad de Buenos Aires. Facultad de
Farmacia y Bioquimica. Cétedra de
Farmacognosia. IQUIMEFA (UBA-CONICET),
Junin 956 2° F (1113), Buenos Aires, Argentina.
@EOyniversidad de Buenos Aires. CONICET.
Instituto de Microbiologia y Parasitologia Medica
(IMPaM). Paraguay 2155 13° F (1211), Buenos
Aires, Argentina. E-mail; julloa@gmail.com

Trypanosoma cruzi, un protozoo flagelado, es el
agente causal de la enfermedad de Chagas. Este
parasito infecta a mas de 1,5 millones de
personas en Argentina y a mas de 5 millones en
Latinoamérica lo que la convierte en un grave
problema de salud publica. Los tratamientos
disponibles (benznidazol y nifurtimox) poseen
grandes desventajas como ser su toxicidad, la
larga duracion del tratamiento, su relativa eficacia
y su costo y asequibilidad. De aqui que sea
urgente y necesario el desarrollo de nuevos
farmacos con mejores perfiles farmaco-
toxicologicos. Existen diferentes estrategias para
la obtencién de moléculas con potencial para
convertirse en medicamentos y la naturaleza ha
sido una fuente muy fructifera en este sentido, en
especial, los productos de origen vegetal que han
sido ampliamente utilizados en terapéutica. El
objetivo del trabajo fue evaluar la actividad
tripanocida sobre Trypanosoma cruzi de la
especie vegetal argentina Vernonia scorpiodes

(Asteraceae), empleando como estrategia
metodologica el fraccionamiento guiado por
bioensayo. La actividad de los extractos

organicos [CH2CI2:MeOH (1:1)] (EO) y acuoso
(EA) se determingd in vitro sobre epimastigotes de
T. cruzi utilizando la técnica de incorporacion de
3H-timidina a 100, 30 y 10 pg/ml durante 72 h. EA
no fue activo mientras que EO presentdé una
concentracién inhibitoria 50% (CI50) de 0,95
pg/ml.  Este extracto se fraccioné por
cromatografia en columna (CC; FE: Si gel 60; FM:
gradiente de hexano a EtOAc 100% y EtOAc a
MeOH 100%). De este fraccionamiento se
obtuvieron 6 fracciones finales (F1-F6) cuya
actividad tripanocida se evalu6 en las mismas
condiciones que para los extractos. La fraccion F4
fue la mas activa con un valor de CI50 de 3,18
pg/ml. El andlisis de F4 por cromatografia en
placa delgada revel6 la presencia de compuestos
de naturaleza terpénica, probablemente lactonas
sesquiterpénicas. Se procedio a la purificacion de
esta fraccion por medio de CC (FE: Si gel 60; FM:
gradiente de hexano a EtOAc 100% y EtOAc a
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MeOH 100%). Se determind la actividad
tripanocida de estas fracciones siendo las mas
activas F4-1V (CI50 = 3,07 pug/ml) y F4-VI (CI50 =
8,04 pg/ml). Se continda con la purificaciéon de
estas fracciones a fin de aislar e identificar el/los
compuestos responsables de la actividad
observada.

90 - EVALUACION DE LA SUSCEPTIBILIDAD
IN VITRO AL ANTIMONIATO DE MEGLUMINA
DE PARASITOS DE Leishmania  sp.
OBTENIDOS DE PACIENTES DE SALTA
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El tratamiento para la Leishmaniasis
Tegumentaria consiste en inyecciones
intramusculares de antimoniato de

meglumina(AM). En Salta hemos observado un
56% de falla terapéutica con AM en una cohorte
de 50 pacientes(Garcia Bustos y cols,2015). La
falla puede deberse a caracteristicas del
hospedador, del tratamiento y6 del parasito como
insensibilidad intrinseca Y6 adquisicion de
resistencia a la droga. No se han realizado
estudios en la regién para determinar si la falla se
relaciona a diferencias en la susceptibilidad de las
cepas implicadas. Por esta razén, el objetivo de
este trabajo fue evaluar la susceptibilidad “in vitro”
de paréasitos de Leishmania sp. aislados de 5
pacientes de Salta y su relacién con la respuesta
clinica. Los aislados se obtuvieron a partir de
aspirados de lesiones cutdneas y0 mucocutaneas
y fueron mantenidos a 24°C en medio NNN yb
RPMI 1640, suplementado con PE y 10% de SFB.
Fueron caracterizados mediante su identificacion
por PS-PCR(PCR especifica de polimorfismo) y
su curva de crecimiento. Para los ensayos de
susceptibilidad al AM, se expusieron 1076
pardsitosfmnL de cada aislado a distintas
concentraciones de AM(0,8-40 mgMmL)(Azeredo-
Coutinho y cols, 2007). EI mismo procedimiento
se realizd para la cepa de referencia M2903 de

Leishmania braziliensis (LVb),susceptible al AM.
Los experimentos se llevaron a cabo por triplicado
en placas de 96 pocillos y el recuento de
parasitos en camaras de Neubauer. Se graficaron
curvas de tolerancia a la droga y se calcul6 el
CI50(concentracion que inhibe el 50% de
parasitos) con el programa GraphPad Prism 6.01.
El CI50 de M2903 fue usado como parametro
para determinar la susceptibilidad al AM de los
aislados mediante la prueba t de Student con
correccion de Welch y p<0.05. Todos los parasitos
analizados en este trabajo correspondieron a la
especie LVb. Entre ellos, dos presentaron un CI50
significativamente mayor(p<0.05) al de la cepa
susceptible M2903;uno correspondiente a un
paciente con falla terapéutica y el otro a una
reciente reactivacion clinica. Los restantes
aislados fueron obtenidos de pacientes con buena
respuesta al tratamiento y no se observo una
diferencia significativa de su CI50 con respecto al
de M2903. Estos resultados nos dan un indicio de
que en Salta pueden estar circulando cepas
menos susceptibles al AM?.Para comprobar esta
hip6tesis es necesario continuar con ensayos de
susceptibilidad en un mayor nimero de aislados y
realizar estudios acerca de genes de resistencia.

91 - FRECUENCIA DE ENTEROPARASITOSIS Y
BUSQUEDA DE Schistosoma mansoni EN LA
PROVINCIA DE CORRIENTES

Cristina M Gené, Maria JF Rea, Adriana Inés
Fleitas, C Edgardo Borda

CENTRO NACIONAL DE PARASITOLOGIA Y
ENFERMEDADES TROPICALES
(CENPETROP).

E-mail: cenpetrop@hotmail.com

En poblaciones urbanas vy periurbanas, la
presencia, persistencia y diseminacion de los
parasitos intestinales y la esquistosomiasis se
relacionan con las caracteristicas geogréficas,
ecolégicas y factores socioecondémicos vy
culturales. Los parasitos intestinales se
transmiten directamente por la via fecal oral, por
penetracion cutanea o indirectamente por medio
de vegetales y aguas contaminadas con excretas
gue contienen las formas infectantes. También en
la esquistosomiasis por Schistosoma mansoni en
las aguas contaminadas pueden existir los
moluscos transmisores que se pueden infectar y
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después liberar larvas que penetran la piel del
hombre y difundirse por el torrente sanguineo. En
nuestra region también son fundamentales las
migraciones de personas como trabajadores y el
ecoturismo desde areas endémicas de
esquistosomiasis del Brasil. El objetivo de esta
investigaciéon es el estudio de las parasitosis
intestinales y esquistosomiasis para reducir la
posibilidad de su introduccién e instalacion en
esta region de Argentina. Se colectaron muestras
de pacientes sintomaticos del CENPETROP entre
febrero/2015 y julio/2016. Heces preservadas y
moco perianal en colecta de seis dias se
analizaron con las técnicas de Hoffmann, Pons &
Janer y Graham y frescas con las de Baermann y
Harada-Mori. Se examinaron 237 pacientes entre
quince y 89 afios, el 73% eran mujeres. En el
40% hubo infeccion parasitaria. Todos los
parasitos y comensales fueron mas frecuentes en
los mayores de 20 afios. No se observaron
huevos de S. mansoni. Sin embargo se hallaron
parasitos en 54% de los varones y 36% de las
mujeres: siete helmintos y tres protozoos. En 39%
hubo coinfecciébn de dos o mas especies. El
protozoo Blastocystis hominis fue el mas
frecuente en todas las edades: 68%. Otros
protozoos: Giardia lamblia 3,1% y Cystoisospora
belli 1%. Entre los helmintos, el mayor porcentaje
lo representd Strongyloides stercoralis con 20%
del total, Enterobius vermicularis 9%, Necator
americanus 4%, Teenia saginata 3%, Ascaris
lumbricoides 2%, Trichostrongylus sp. 1% e
Hymenolepis nana 1%. Los comensales
Entamceba coli, Endolimax nana y Chilomastix
mesnilii siempre estuvieron en infecciones mixtas.
Aunqgue no se observaron huevos de S. mansoni,
es importante realizar estudios en zonas de
riesgo para descartar posibles portadores.
También en trabajos anteriores se reportaron altas
tasas de prevalencia de B. hominis y S.

stercoralis.

92 - ACTIVIDAD TRIPANOCIDA SOBRE
Trypanosoma cruzi DE LACTONAS
SESQUITERPENICAS AISLADAS DE

ESPECIES DEL GENERO SMALLANTHUS
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Segun la OMS, las enfermedades desatendidas
siguen causando una importante morbi-mortalidad
en Latinoamérica. Entre ellas, la enfermedad de
Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma
cruzi, afecta particularmente al Cono Sur del
continente. Las opciones terapéuticas para los
pacientes chagasicos estd limitada a dos
farmacos (benznidazol y nifurtimox) que generan
graves efectos adversos por su toxicidad y su
baja eficacia, y que fueron desarrollados hace
mas de 40 afios. En consecuencia, la busqueda
de nuevas drogas para su tratamiento es de gran
importancia. Las plantas son un recurso
interesante a la hora de investigar nuevas
moléculas y sobre todo juegan un rol importante
en el desarrollo de nuevos medicamentos. En
este sentido, las lactonas sesquiterpénicas (LS)
han llamado la atenciéon por sus efectos sobre la
viabilidad de microorganismos, por ejemplo, la
actividad antimalarica de la artemisinina, LS
aislada de la Artemisia annua. Las LS pertenecen
a un grupo de metabolitos secundarios
particularmente distribuidos en la familia
Asteraceae. Se caracterizan por ser lipofilicas,
relativamente estables y algunas de ellas
muestran una importante selectividad hacia
blancos especificos por lo que se las considera
“farmaco-simil” y como potenciales moléculas
lideres para el desarrollo de nuevas drogas. El
objetivo de la presente investigacion es evaluar la
actividad tripanocida sobre distintos estadios de T.
cruzi de LS obtenidas a partir de extractos de
especies del género Smallanthus. Se evalud la
actividad tripanocida sobre las formas
epimastigote y amastigote de T. cruzi mediante
conteo en cédmara de Neubauer, tanto de las
mezclas de LS a y B obtenidas a partir de S.
connatus, como de fluctuanina, una LS aislada de
S. sonchifolius. Paralelamente se determino la
citotoxicidad sobre un Ivnea celular macrofagica.
Los valores de concentracion inhibitoria 50%
(CI50) sobre la forma epimastigote para
fluctuanina, mezcla a y mezcla B fueron de 0,75;
0,25 y 0,16 pg/ ml, respectivamente. En tanto
sobre la forma amastigote se obtuvieron valores
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de CI50 de 0,77 pg/ml para fluctuanina, 0,69
pg/ml para la mezcla a y 0,12 ug/ml para la
mezcla B. La determinacion de citotoxicidad para
fluctuanina arroj6 valores de concentracion
citotéxica 50% (CC50) de 364,68 pug/ml mientras
que la CC50 para la mezcla a fue de 54,78 pug/ml.
Estos resultados hacen de estas LS moléculas
prometedoras para el desarrollo de potenciales
farmacos con actividad antichagasica.

93 - Comparative characterizaton of B-cell
responses of Chronic and Congenital Chagas
Disease using high-density peptide chips

Leonel E Bracco®, Juan S Mucci®,

Altcheh®, Carlos A Buscaglia®, Fernan Aguero

WE@EBINTECH - UNSAM - CONICET.
®servicio de Parasitologia y Chagas, Hospital de
Nifios Ricardo Gutierrez, Ciudad Auténoma de
Buenos Aires, Argentina.

Jaime
®)

E-mail: lbracco@iib.unsam.edu.ar

Chagas disease, caused by infection with the
parasite Trypanosoma cruzi, affects 8-11 million
people in the Americas. Congenital Chagas
Disease is a global problem, occurring on average
in 5% of children born from chronically infected
mothers in endemic areas and non-endemic
areas, with variations depending on the region.
Because maternal 1gG antibodies can cross the
placenta, serological tests cannot discriminate
between infected and non-infected newborns.
Hence, to confirm the parasite infection, mobile T.
cruzi  trypomastigotes should be sought
microscopically in the cord blood or peripheral
blood of newborns after a concentration
procedure. These tests offer a definitive diagnosis
allowing for rapid initiation of treatment. However,
they require skilled personnel and assured quality
control, which may not be available in primary
health care facilities in rural endemic areas. Also,
for infants not diagnosed at birth, diagnosis by
conventional serology is recommended at 6 to 9
months of age. But it may already be too late. In
programs that have been evaluated adherence to
follow-up studies, less than 20% of at risk infants
completed all steps of the screening algorithm.
Therefore a sensitive, specific and practical
screening test for newborns is needed to enable
Chagas disease to be added to newborn
screening programs. We have recently shown the

use of a high-density peptide microarray platform
for the simultaneous identification of antigens and
mapping of their linear B-cell epitopes (Carmona
SJ et al 2015). This microarray covers 457
parasite proteins, including candidate antigens
prioritized using a bioinformatics method
(Carmona SJ et al 2012), MASP surface antigens
and other known antigens. We have used the
same experimental platform to map the
specificities of 1gG and IgM antibodies obtained
from congenitally infected newborns and their
(chronic) mothers. After incubation with primary
sera, microarray slides were incubated with anti-
human IgG antibody (Cy3-labeled) and anti-
Human IgM (mu) antibody (Cy5-labeled). Analysis
of the global profiles of IgG vs IgM reactivities
allowed the identification of newborn-specific
signals of both antibody types, which were not
present in their mothers. In this presentation only
a global overview of these data will be presented,
no sequences or identifiers of candidate antigens
or epitopes will be revealed.

94 - ESTUDIO DE DERIVADOS SINTETICOS
DEL ALCALOIDE INDOLICO TETRAHIDRO- B-
CARBOLINA PARA EL TRATAMIENTO DE LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS Y
LEISHMANIASIS

Agustina Casasco”, Gisela C Muscia®, Maria B
Palma®, Keeyna Z Urbano®, Patricia B Petray(s),

Fernanda M Frank®
WEOEEMPpaM.  PDepto  Quimica  Organica,

FFyB, UBA. E-mail: aguscasasco@hotmail.com

La enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis son
infecciones que afectan a cientos de millones de
personas en todo el mundo, siendo endémicas en
nuestro pais, principalmente en el norte, donde
existe solapamiento de ambas. El tratamiento
consiste en la utlizacion de farmacos cuya
eficacia suele ser variable dependiendo de la
especie infectante y la etapa de la infeccion,
ademas de presentar diversos efectos adversos y
creciente  resistencia  parasitaria.  Diversos
productos naturales como las tetrahidro-B-
carbolinas, alcaloides de tipo inddlico con nucleo
triciclico comun, han mostrado una variedad de
actividades farmacolégicas entre la que
destacamos la actividad frente a
tripanosomatidos. Hemos sintetizado derivados
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del alcaloide con el objeto de encontrar moléculas
para el disefioc de nuevas alternativas al
tratamiento. Se realizd un screening in vitro de 12
B-carbolinas (0-150uM) sobre epimastigotes de T.
cruzi (cepa RA) asi como de promastigotes de
Leishmania braziliensis y amazonensis. Luego de
48 h, se realizé un recuento de parasitos vivos y
se calculo la concentracién inhibitoria 50 (IC50)
de cada compuesto. A partir de esto, se
seleccionaron los compuestos mas activos para
su evaluacion sobre amastigotes y
tripomastigotes. Se determin6é mediante ensayo
metabdlico XTT la citotoxicidad de los
compuestos sobre la linea celular VERO y sobre
eritrocitos humanos y murinos (0-450 uM). Se
probaron in vivo en ratones BALB/c de 6 semanas
infectados con tripomastigotes de T.cruzi (cepa
RA) los cuales fueron tratados durante 10 dias.
De los 12 compuestos analizados se destacaron
4 por su actividad anti T. cruzi (IC50=4-23uM) y 3
de ellos se comportaron de forma similar en
Leishmania spp. Mostraron buenos indices de
selectividad por su baja citotoxicidad sobre VERO
(CC50>200uM) y eritrocitos (CC50>1000uM). El
tratamiento con uno de ellos redujo la parasitemia
a la mitad en los ratones infectados respecto al
control (p<0,05) mejorando su sobrevida (p<0,05).
De acuerdo a los resultados obtenidos, podemos
concluir que los compuestos activos son aquellos
gue se encuentran sustituidos en el anillo
aromatico con uno o mas grupos dadores de
electrones tales como el resto metoxilo, sin
embargo el de mayor actividad es el compuesto
que posee en el anillo aromético un grupo
levemente atractor de electrones. Se puede
analizar como la naturaleza de los diversos
grupos influencia la actividad biologica.

95 - EVALUACION BIOLOGICA DE NUEVAS
MOLECULAS ACTIVAS COMO POTENCIALES
DROGAS TRIPANOCIDAS

Federico J Roldan Pacheco(l), Gisela C Muscia(z),

Graciela Y Buldain(s), Silvia E Asis(4), Fernanda M
Frank®

WA@Eacultad de Farmacia y Bioquimica UBA,
Dpto. Quimica Organica. ®Facultad de Farmacia
y Bioquimica UBA, Dpto. Quimica Organica /
IMPaM  (UBA-CONICET). ©®IMPaM  (UBA-
CONICET).

e-mail: federicorpacheco@yahoo.com.ar

Actualmente sélo existen dos drogas para tratar la
enfermedad de Chagas, Nifurtimox y Benznidazol,
ambas con importantes efectos adversos y soélo
Utiles en el tratamiento agudo de la enfermedad.
En la blsqueda de nuevos compuestos
potencialmente activos, nuestro grupo de
investigacién evalud la actividad biolégica de siete
compuestos nitrogenados sintéticos frente a los
estadios parasitarios de Epimastigote vy
Tripomastigote de Trypanosoma cruzi. Tres de
estos compuestos demostraron poseer mayor
actividad o similar al Benznidazol. Por otro lado,
los mismos no resultaron ser citotoxicos frente a
la linea celular Vero, obteniéndose valores de
CCso similares o mayores a la droga de
referencia utilizada. Para complementar los
ensayos, se realiz6 el estudio de actividad
biolégica frente al estadio de Amastigote. Se llevé
a cabo un ensayo in vivo de estos tres
compuestos, para determinar si la droga al ser
administrada in vivo cumplia con las mismas
expectativas que los resultados arrojados en los
ensayos in vitro. Se trabajé con 6 ratones C3H
por grupo, todos los animales fueron infectados
por via intraperitoneal y al quinto dia post
infeccibn comienza el tratamiento con 10
mg/kg/dia de las drogas a evaluar, de
Benznidazol y del grupo control (sin tratar)
administrados por via oral. Se pudo observar que
una de las drogas logra una disminucion
importante de los niveles de parasitemia con
respecto al grupo de ratones control, esta
diferencia se hace significativa al dia 14 y 38
post-infeccion. Estos resultados nos permiten
estudiar diversos descriptores moleculares a fin
de determinar si existe algin parametro que
condiciona la actividad biolégica.

96 - EVALUATION OF A KIT FOR MOLECULAR
DETECTION OF Trypanosoma cruzi DNA
BASED ON LOOP MEDIATED ISOTHERMAL
AMPLIFICATION (LAMP)

Susana Alicia Besuschio™, Alberto Picado de
Puig(z), Moénica Llano Murcia @, Alejandro Benatar
@ Maria de los Angeles Curto ®) lsrael Cruz
Mata ©, Concepcion Puerta , Joseph Ndung'u
@ Alejandro G. Schijman ©
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OGO aboratorio de Biologia Molecular de la
Enfermedad de Chagas, INGEBI-CONICET,
Buenos Aires Argentina. @©®Egundation  for

Innovative Diagnostics, Geneve,
Switzerland.®“Pontificia Universidad Javeriana,
Bogota, Colombia. E-mail:
bsusanaalicia@gmail.com

Introduction: Loop-mediated isothermal

amplification (LAMP) is a molecular technology
platform developed at Eiken Chemical Company
(http://www.eiken.co.jp/en)designed for point-of-
care diagnosis. Aims: This work aimed to evaluate
sensitivity and  specificity of Loopamp™
Trypanosoma cruzi kit using purified DNA, spiked
blood and clinical specimens compared to
quantitative PCR. Methods: LAMP reaction
designed with dried reagents inside the cap of the
tube, with primers targeted to T.cruzi satellite
repeats, was performed at 62.5°C for 45 min and
visualized by fluorescence, naked eye and
agarose gel electrophoresis. Analytical sensitivity
was measured in ten-fold dilutions of CLBrener
(TeVl) and Silvio X10 (Tcl) DNA (10 exp 3-10
exp 3 fg/ul) and compared to TagMan duplex
gPCR. Analytical specificity was measured using
ten-fold dilutions of Leishmania mexicana, L.
donovani, L.major, L. chagasi and Trypanosoma
rangeli DNAs (10 exp 4 -10 fg/ul) and non-infected
human DNA. Spiked blood analysis: Seronegative
blood was collected in EDTA (EB) or heparine
(HB) and spiked with ten-fold dilutions of CL
Brener (10 exp 3 -10 exp -3 parasite
equivalents/mL).EB-DNA was extracted using a
commercial kit (Roche Diagnostics) and HB-DNA
using that kit or boil&spin procedure. Stored DNA
from EB clinical samples was tested: Congenital
Chagas disease newborns (CCD N= 24 ),
immunosuppressed CD patients due to organ
transplantation (N= 31), AIDS (N= 4 in
cerebrospinal fluid and EB) and seronegative
controls (N=37). Results: LAMP detected up to
0.01 fg/ul of TcVI and Tcl DNA, whereas gPCR
detected 0.1 fg/ul of TcVI DNA and 1 fg/ul of Tcl
DNA triplicates. Analytical sensitivity was 10 exp-2
and 10 exp -1 par.eg/mL from spiked EB and HB
extracted by columns, respectively, and 10 exp -2
par.eg/mL from HB wusing boil&spin LAMP
detected CCD and immunosuppressed CD EB
samples spanning 4.82.5 to 3684 par.eqg/ml, in
agreement with qPCR. The kit was specific for
T.cruzi DNA and samples from seropositive
patients. Conclusions: The Loopamp™

Trypanosoma cruzi kit showed better analytical
sensitivity than gPCR in purified DNA specimens,
especially for Tcl DNA, whereas in clinical
samples optimization of DNA extraction for LAMP
must be improved yet. Work is currently
undergone in this direction. Preliminary results
encourage its potential application in early
diagnosis of CCD and Chagas reactivation.

97 - ESTUDIOS DE SINERGISMO Y
DETERMINACION DEL MECANISMO DE
ACCION DE DROGAS ACTIVAS FRENTE A
Trypanosoma cruzi

(1) )

Federico J Roldan Pacheco'”, Gisela C Muscia*”’,
Graciela Y Buldain®, Silvia E Asis®”, Fernanda M
Frank®

WE@Eacultad de Farmacia y Bioquimica UBA,
Dpto. Quimica Organica. ®Facultad de Farmacia
y Bioquimica UBA, Dpto. Quimica Organica /
IMPaM  (UBA-CONICET). ®IMPaM  (UBA-
CONICET).

E-mail: federicorpacheco@yahoo.com.ar

El farmaco de eleccion para el tratamiento de la
Enfermedad de Chagas es el Benznidazol, pero
debido a sus efectos desfavorables y a su uso
limitado en la etapa crénica de la enfermedad
pone en evidencia la necesidad de encontrar
nuevas drogas o0 combinaciones Utiles para el
tratamiento de esta enfermedad. Nuestro grupo
determind con anterioridad la actividad biologica
de diversos derivados de quinolinas con potencial
actividad tripanocida. Se destacaron con
excelentes resultados de actividad tanto en
ensayos in vitro como in vivo, los derivados B5,
B6 y B7. Nuestro objetivo es evaluar in vitro los
efectos de la accibn combinada de estas drogas
con Benznidazol (BNZ). Para ello se realizé un
ensayo incubando 1E06 epimastigotes/mL con
diferentes concentraciones (0- 100 pM) de las
drogas a evaluar y de BNZ. Los resultados
graficados en isobologramas nos permitiran
calcular el indice de combinacion adecuado y
determinar si las drogas presentan efecto aditivo,
de sinergismo o son antagonicas. Por otro lado,
determinaremos un probable mecanismo de
accion de estos compuestos, dado que los
mismos son andlogos a productos naturales con
actividad antiparasitaria y no se conoce aun el
mecanismo por el cual actian. Cémo un primer
screening determinaremos si estos compuestos
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inhiben la sintesis de los ergosteroles de
membrana, si los mismos inhiben a la enzima
cruzipaina, o si interactian con la hemina.
Encontrar un probable mecanismo de accién nos
permitird conocer el blanco molecular y a partir de
alli sintetizar nuevos compuestos mas afines por
esa diana biolégica.

98 - ACTIVIDAD BIOLOGICA SOBRE
Trypanosoma cruzi Y LEISHMANIA SPP DE
DERIVADOS SINTETICOS DE 2-
FENILQUINOLINAS

Federico J Roldan Pacheco(l), Gisela C Muscia(z),

Maria B Palma®, Graciela Y Buldain®, Silvia E
Asis®, Fernanda M Frank®

W®Facultad de Farmacia y Bioquimica UBA,
Dpto. Quimica Organica. ®Facultad de Farmacia
y Bioquimica UBA, Dpto. Quimica Organica /
IMPaM  (UBA-CONICET). “®MpaM  (UBA-
CONICET). ®Facultad de Farmacia y Bioquimica
UBA, Dpto. Quimica Organica.

E-mail: federicorpacheco@yahoo.com.ar

La Enfermedad de Chagas y la leishmaniasis son
dos enfermedades desatendidas que se
encuentran ampliamente distribuida en Argentina.
En los ultimos 30 afios s6lo se han desarrollado
21 drogas para tratar estas enfermedades. Esta
situacién nos pone en alerta debido a la gran
cantidad de casos que se informan y a la escasa
disponibilidad de farmacos para llevar a cabo los
tratamientos de estas parasitosis. Diversos
alcaloides aislados de Galipea longiflora poseen
un ndcleo de quinolina como estructura base.
Estos compuestos demostraron ser activos frente
a los parasitos causante de la enfermedad de
Chagas y leishmaniasis. Nuestro grupo evalud la
actividad de 11 compuestos frente a T. cruzi en
sus tres estadios parasitarios, asi como frente a
Leishmania amazonensis y Leishmania
braziliensis en la forma de promastigote. Se
determiné ademas la citotoxicidad de estos
compuestos frente a la linea celular RAW. Del
total de compuestos evaluados, 5 de ellos se
destacaron por sus Vvalores de actividad
tripanocida, 3 de esos compuestos fueron
evaluados in vivo ya que demostraron tener
buenos valores de IC50 y no resultaron
citotéxicos. En el ensayo in vivo pudo
determinarse que estos compuestos logran
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reducir considerablemente la parasitemia con
respecto al grupo control de ratones tratados con
PBS. Por otro lado, estos compuestos también
fueron evaluados como potenciales agentes
leishmanicidas, obteniéndose valores de actividad
prometedores. Varios compuestos  fueron
seleccionados para ser evaluados en el estadio
siguiente.  Actualmente  nos  encontramos
determinando la actividad de estos compuestos
frente a la forma intracelular de amastigote de
Leishmania spp. Existen varios blancos
moleculares en comuln para estos pardsitos, uno
de esos blancos involucra los esteroles de
membrana del parasito. Nos proponemos
determinar si estos compuestos son capaces de
inhibir la biosintesis de ergosterol.

99 - EL DESEMPENO DE DIFERENTES
METODOS DE PCRS EN EL DIAGNOSTICO DE
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA
AMERICANA

). Uncos, Alejandro(z),

Carlos Lorenzo Hoyos(l

Cajal Silvana P®, cCaro, Nicolas®, Juarez,
Marisa®, Almazan, Cristina®, Bracamonte,
Estefania”, Moya Alvarez, Agustin ®, Gil, José
Fernando®, Nasser, Julio R™, Krolewiecki

Alejandro ™, Marco, Jorge.D%?

WRA@OEWnstituto de  Investigacion  en
enfermedades Tropicale UNSa Sede Oran
@OEnstituto  de Patologia Experimental-
Conicet, Univ. Nacional De Salta. ©®|nstituto de
Investigacion en enfermedades Tropicale . UNSa
Sede Oran. Catedra de Quimica Biologica, Fac.
Cs de Naturales, Univ. Nacional de Salta.
@nstituto de Investigaciones en Energia No
Convencional-Conicet, Univ. Nacional de Salta
carloslhoyos@gmail.com

La leishmaniasis tegumentaria (LT) es una
enfermedad parasitaria endémica en norte de la
provincia de Salta, causada principalmente por
Leishmania (Viannia) braziliensis. El diagnostico
se realiza por identificacion de amastigotes en
frotis de lesiones tefiidos con Giemsa,
caracteristicas clinicas de las lesiones, datos
epidemiolégicos y la Intradermo reaccion de
Montenegro. El objetivo de este trabajo fue
evaluar el desempefio diagnéstico de 2 PCR que
amplifican fragmentos de 700 (PCR1) y 120 pb
(PCR2) de ADN de kinetoplasto (ADNK) de
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Leishmania sp., sobre hisopados de borde de
lesiones. La extraccion de ADN parcialmente
purificado se realizé mediante sucesivos lavados
con buffer de lisis y posterior incubacién con
proteinasa K, de acuerdo al método descripto por
Higuchi (1989). Se utiliz6 una dilucién 1/10 como
templado para la amplificacion. Se calculé valores
de sensibilidad (S), especificidad (E) y valores
predictivos negativos (VPN) y positivos (VPP) de
cada PCR con relacion a la presencia o ausencia
de enfermedad de acuerdo a la combinacion de
resultados de los distintos métodos utilizados para
diagndstico. El grado de concordancia entre los
métodos utilizados fue determinado mediante el
indice kappa de Cohen. Se procesaron 68
muestras de pacientes con lesiones en los que se
requirio el diagnostico diferencial de leishmaniasis
entre Diciembre de 2013 y Julio de 2015. El 88%
corresponden a sexo masculino y 18% a sexo
femenino, la mediana de edad fue de 42 afios.
Los valores de S, E, VPP y VPN para PCR1
fueron de 44,2%, 92%, 90,5% y 48,9% y para
PCR2 de 79%, 100%, 100% vy 72%
respectivamente. El valor de coeficiente de Kappa
calculado teniendo en cuenta los resultados de
frotis, IDRM y de las 2 PCR fue de 0,53 (p<
0,001). Los indicadores de desempefio
diagnéstico obtenido para las PCRs aplicadas
individualmente  tienen altos valores de
especificidad, sin embargo la PCR1 presenta una
menor sensibilidad que podria estar relacionado
con dificultades en la amplificacion de grandes
fragmentos de ADN. Para aumentar la eficacia
diagnostica global de los casos, es necesario
desarrollar e incluir diferentes o nuevos criterios al
diagndstico de esta patologia.

EPIDEMIOLOGIA Y VECTORES

100 - EVOLUCION DE PRUEBAS
SEROLOGICAS Y PARASITOLOGICAS LUEGO
DEL TRATAMIENTO DE LA INFECCION
CRONICA POR T. cruzi: UN META-ANALISIS
DE DATOS DE PARTICIPANTES INDIVIDUALES

(1) Yanina Sguassero, (2) Karen N Roberts, (3)
Guillermina B Harvey, (4) Agustin Ciapponi, (5)
Cristina B Cuesta, (6) Daniel Comandé, (7) Sergio
Sosa-Estani.

(1)Centro Rosarino de Estudios Perinatales,
Rosario, (2)(3)(5) Facultad de Ciencias

Econdmicas y Estadistica, UNR, (4)(6)Instituto de
Efectividad Clinica y Sanitaria, Buenos Aires,
(7)Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario
Fatala Chaben", Buenos Aires, Argentina.

Email: ysguassero@crep.org.ar

Introduccion.El criterio de cura para infeccion
crénica por T. cruzi consiste en la negativizacion
de dos pruebas seroldgicas distintas. El resultado
positivo de una prueba parasitolégica/molecular
indica falla terapéutica. Objetivo. Determinar el
patron de respuesta al tratamiento con
benznidazol y/o nifurtimox de pruebas serolégicas
convencionales y parasitolégicas/moleculares en
sujetos con infeccibn crénica por T. cruzi,
Materiales y métodos. Revision sistematica de
estudios de seguimiento y meta-analisis de datos
de participantes individuales. Eventos: prueba
serolégica negativa y prueba
parasitolégica/molecular  positiva.  Evaluacion
cualitativa: herramientas Cochrane.Andlisis de
sobrevida: método de Kaplan-Meier, prueba log-
rank y modelo de Cox con efecto aleatorio.
Estimacion de Razén de Hazard (RH) con
intervalo de confianza (IC) del 95%.Analisis de
subgrupos: edad al tratamiento (1-19 afios vs >19
afos) y region geografica (TcV prevalente vs Tcll
prevalente). Programa SAS 9.2.Resultados
preliminares. De un total de 50 estudios, se
obtuvieron las bases originales de 28 (1.344
sujetos tratados). El riesgo global de sesgo fue
bajo en el 60% (17/28).Los analisis (en curso)
incluyen ELISA, IFl y PCR. -Prueba ELISA: 24
estudios, 1.141 sujetos tratados. Luego de 11
afios de seguimiento, la probabilidad estimada de
negativizar ELISA fue 0,5 en sujetos de 1-19 afios
y 0,02 en >19 afios. El modelo de interaccién
(p=0,062) mostr6 RH=6,60 para sujetos de 1-19
vs >19 afios en regién Tcll (IC 2,03-21,42) y
RH=1,71 en regién TcV (IC 0,77-3,81).-Prueba
IFI: 28 estudios, 799 sujetos tratados. Luego de
13 afios, la probabilidad estimada de negativizar
IFI fue 0,5 en sujetos de 1-19 afios y 0,05 en >19
afios. El modelo de interaccion (p=0,007) mostro
RH=9,37 para sujetos de 1-19 vs >19 afios en
region Tcll (IC 3,44-25,50) y RH=1,54 en region
TcV (IC 0,64-3,71). -Prueba PCR: 19 estudios,
744 sujetos tratados. La probabilidad estimada de
PCR positiva en sujetos de 1-19 y >19 afios fue
0,5 luego de 11 y 13 afios de seguimiento,
respectivamente. RH=1,41 (IC 0,82-2,43) para
grupo 1-19 vs >19 afios y HR=0,23 (IC 0,03-1,66)
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para TcV vs Tcll. La interaccion entre las variables
estudiadas no resultd significativa para PCR
(p=0,693).Conclusiones. En base a este conjunto
de datos, la sujetos tratados entre 1-19 afios
comparados con >19 afios.Se observa interaccion
entre variables edad y region para pruebas
serolégicas, siendo mas fuerte para IFI.

101 - ALTA PREVALENCIA DE TOXOCARIOSIS
HUMANA EN AREAS RURALES DEL NORTE
DE CORRIENTES

Maria de los Angeles Lépez™, Maria Josefina

Cenoz Coni®, Marfa Viviana Bojanich(s), Gustavo
J Fernandez®, Sivia E Balbachan®

W@@Gnstituto de Medicina Regional - UNNE.
®Facultad de Ciencias Exactas - UNNE.

E-mail: mangeleslopez@yahoo.es

La toxocariosis humana es la infeccién accidental
del hombre por Toxocara canis o T. cati, ascaridos
del perro y el gato respectivamente. EI hombre
adquiere la infeccion por ingestion de huevos
eliminados en las heces de los animales. La
toxocariosis es mas frecuente en regiones
subtropicales y particularmente en poblaciones
carenciadas. Objetivo: Determinar las
caracteristicas epidemioldgicas de la toxocariosis
humana en &reas rurales de Corrientes. Se
muestrearon 14 parajes rurales del noroeste de la
Prov. de Corrientes, con clima subtropical calido y
hamedo. Se obtuvieron muestras de suero de
adultos y nifios, consignando datos de sexo, edad
y contacto con animales. Se investigd la
presencia de anticuerpos IgG anti-T. canis por
ELISA en fase sodlida utilizando antigeno de
excrecion/secreciéon de larvas L2 y anti-lgG
humana marcado con peroxidasa. Se estudiaron
en total 473 individuos, 206 varones, edades
entre 1 y 88 afos, de los cuales 268 eran nifios
de 1 a 16. La seroprevalencia total encontrada fue
de 48.8%, siendo 46.6% en varones, 50.5% en
mujeres, 55.1% en adultos y 44.0% en nifios. Al
estratificar por grupo etario se encontr6 de 1 a 6
afios (n=72) una prevalencia de 44.4%, de 7 a 12
afios (n=146) 41.7% y de 13 a 16 afios (n=50)
50.0%. La prevalencia por departamentos fue en
San Cosme 66.2%, Itati 55.8%, Capital 46.4% y
San Luis del Palmar 41.8%. El 100% de la
poblacién estudiada mantenia contacto con
perros y/o gatos en sus casas. La prevalencia fue

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

mayor en los departamentos mas proximos al Rio
Parana, y considerablemente mayor a la hallada
en zonas rurales aridas del pais, reforzando la
idea de que la humedad y el clima favorable son
fundamentales para la maduracion de los huevos
en el suelo. A diferencia de lo reportado en
poblacion urbana de Corrientes, la prevalencia es
mayor en adultos que en nifios, atribuible a que el
trabajo rural implica contacto estrecho con el
suelo contaminado. La prevalencia es mayor en
nifios pequefos con respecto a los de edad
escolar, y aumenta en la adolescencia
probablemente por el inicio temprano en las
tareas rurales. Un punto a considerar es la
alimentacion, siendo las verduras mal lavadas y
las carnes mal cocidas importantes fuentes de
transmision. Concluimos que el espacio rural
ofrece caracteristicas diferenciales en cuanto a la
epidemiologia de esta infeccion, el riesgo se
extiende a la edad adulta, siendo la prevalencia
elevada en todos los grupos, por lo cual son
necesarias medidas sanitarias de control.

102 - PRESENCIA DE TRIATOMA INFESTANS Y
SU ASOCIACION CON FACTORES SOCIO-BIO-
ECOLOGICOS EN UN AREA RURAL DE LA
PROVINCIA DE MENDOZA, ARGENTINA

Ana L Carbajal de la Fuente™, Yael Provecho®,
Maria P Fernandez®, Marta V Cardinal®, Patricia
Lencia®, Cynthia Spillmann(e), Ricardo E Giirtler™”

W@EEMD) ah Eco-Epidemiologia, IEGEBA-
CONICET, FCEyN, UBA. ®2Division Zoonosis,
Reservorios y Vectores, Ministerio de Salud de
Mendoza, Mendoza, Argentina. ®Programa
Nacional de Chagas, Ministerio de Salud de la
Nacion, Cérdoba, Argentina.

E-mail: analaura.carbajal@gmail.com

La provincia de Mendoza pertenece a las zonas
de alto riesgo de transmisién vectorial de la
enfermedad de Chagas, segun datos del
Ministerio de Salud de la Argentina. El
Departamento Lavalle y foco de nuestro estudio
es la regibn mas endémica de la provincia y el
status de la situacién eco-epidemiolégica a nivel
rural es poco conocido. En este estudio
evaluamos determinantes socio-bio-ecolégicos de
la infestacién por Triatoma infestans; el estado de
infeccién con Trypanosoma cruzi del vector y sus
fuentes de alimentacién, en una zona rural bien
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definida de los Distritos La Asuncion y San José.
Durante abril de 2013 técnicos del Programa
Provincial de Chagas realizaron un tamizaje
entomolégico en 198 viviendas. Se detectaron
evidencias de triatominos y/o heces en 76
viviendas que fueron (re)evaluadas en mayo de
2013 mediante el método de hora/ hombre
usando un aerosol desalojante. El andlisis socio-
demogréfico de los hogares mostré una poblacién
arraigada pero envejecida, con viviendas
construidas con materiales precarios (adobe,
ramas palos y cafia), con acceso a electricidad y
una economia de subsistencia basada en la cria
de cabras. La infestaciébn domiciliaria por T.
infestans fue menor a la registrada en otras areas
endémicas argentinas, registrandose una
infestacion intradomiciliaria del 13%, aunque el
indice de infestacién incluyendo intra y
peridomicilio fue del 55%. Se detect6 una alta
abundancia de ninfas y adultos (n = 1.686)
principalmente en peridomicilios. ElI andlisis
multivariado mostré que los corrales de cabras
fueron las estructuras con mayor infestacién, en
coincidencia con la elevada disponibilidad de
refugio dado su tamafio, abundancia de animales
que albergan y sus materiales de construccion.
Una PCR para deteccién de T. cruzi (kKADN-PCR)
revel6 en ninfas y adultos de T. infestans (n= 412)
una infeccién global de 4,1% siendo mayor en
insectos colectados en domicilio (10%). El test de
ELISA directo mostroé que las principales fuentes
de alimentacién fueron gallinas (46%), perros
(27%) y cabras (10%). La prevalencia de
infestacion estuvo principalmente asociada a la
infestacion de corrales de cabras. Los resultados
indican que existe circulacion doméstica y
peridoméstica de T. cruzi aunque virtualmente no
registramos alimentaciones en humanos excepto
por una ninfa capturada en domicilio. Las
actividades de control vectorial continGan siendo
necesarias y justifican la implementacion de
acciones adicionales y una vigilancia sostenida.

103 - ASIMETRIA FLUCTUANTE EN ALAS DE

Triatoma infestans (HEMIPTERA:
REDUVIIDAE) ASOCIADA A INSECTICIDAS
PIRETROIDES

Julieta Nattero, Ricardo E. Girtler

Laboratorio de Eco-Epidemiologia Departamento
de Ecologia, Genética y Evolucion Facultad de

Ciencias Exactas y Naturales Universidad de
Buenos Aires.

E-mail: jnattero@efn.uncor.edu

La asimetria fluctuante (AF) es un estimador de la
inestabilidad a la que puede estar sometido un
organismo en su desarrollo. Mediante este
estimador se ha determinado como parametros
de origen natural o antropogénico pueden
manifestar inestabilidad en el desarrollo. En
particular para Triatoma infestans, principal vector
de la Enfermedad de Chagas en el sur de
Sudamérica, se ha encontrado que el habitat y los
hospedadores son determinantes de diferentes
niveles de AF. En el marco de un proyecto donde
se abordan diferentes aspectos de la evolucion a
la resistencia a insecticidas piretroides en T.
infestans, se evalud si dosis no letales de
insecticidas son determinantes de AF en alas de
poblaciones susceptibles de T. infestans. Se
constituyeron 16 parejas de poblaciones
originarias de campo con probada susceptibilidad
a insecticidas. Ninfas | provenientes de estas
parejas se dividieron en 2 tratamientos y se
topicaron con 0,2 pl de solucién. Las ninfas del
tratamiento control fueron topicadas con acetona
y las tratados con 0.7 ng de deltametrina diluida
en acetona. Las ninfas fueron alimentadas cada
15 dias con sangre de conejo hasta adultos y las
alas de hembras y machos de cada tratamiento
fueron fotografiadas. Se siguié una metodologia
de morfometria geométrica basada en landmarks
y se calculd la ocurrencia de AF de las alas para
cada grupo (hembras y machos control y tratados)
mediante pruebas de ANOVA mixta a 2 vias para
tamafio y ANOVA de Procrusto para forma. Los
indices de AF fueron comparados de a pares
(hembras vs machos control, hembras vs machos
tratados, hembras control vs tratadas y machos
control vs tratados) con pruebas de Fisher. Para
todos los grupos y tanto para tamafio como para
forma de alas se encontraron evidencias
altamente significativas (p<0.001) de AF siendo
mayor para los grupos tratados. Las
comparaciones realizadas para los indices de AF
mediante pruebas de Fisher mostraron que el
tamafio de alas fue diferente en todos los casos
(p<0.01), sin embargo no se encontraron
diferencias  significativas para forma. Los
resultados muestran que la aplicacion de bajas
dosis de insecticida sobre individuos susceptibles
es un determinante de origen antropogénico que
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genera inestabilidad durante el desarrollo en T.
infestans. El hecho que el tamafio de las alas sea
diferente entre grupos y no asi la forma es
consistente con la tesis que el tamafio esta
principalmente determinado por el ambiente
mientras que la forma presenta una base
genética.

104 - INFERENCIAS FILOGEOGRAFICAS DEL
VECTOR DE LA ENFERMEDAD DE CHAGAS
TRIATOMA INFESTANS A PARTIR DE DOS
TIPOS DE MARCADORES MOLECULARES

Cintia J Fernandez, Beatriz A Garcia

INICSA, CONICET y Catedra de Bioquimica y

Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina..

-mail: cjudithfernandez@gmail.com

Con el propdsito de estudiar la estructura
genética con un enfoque filogeografico de
poblaciones de Triatoma infestans, se analizaron
983 pb del gen mitocondrial ND5 y 481 pb del gen
nuclear FE-1a en 181 individuos procedentes de
22 localidades de Argentina y dos de Bolivia. La
mayoria de los clusters detectados a partir de los
datos del gen ND5 pertenecen a distintos linajes.
Estos resultados son compatibles con
poblaciones que han permanecido aisladas por
periodos prolongados. ElI gen mitocondrial ND5
resultdé més informativo que el gen nuclear FE-1a
para el andlisis filogeografico. Permitié distinguir
haplogrupos espacialmente circunscriptos, dos se
distribuyen hacia el sur del area estudiada y otros
dos coincidentemente con lo detectado a partir de
los datos del gen FE-1a se encuentran en Bolivia
y en Moraju (Santa Fé, Argentina). Sin embargo,
los haplogrupos mas representativos del gen
nuclear FE-la y mitocondrial ND5 (A2 y A4,
respectivamente) no muestran correlacién con la
distribucion geografica. En las redes de
haplotipos, estos haplogrupos presentaron un
patron de topologia estrellada que podria
corresponderse con una expansién demografica
relativamente reciente en Argentina. Por otra
parte, los resultados de los diferentes analisis
realizados a partir de las secuencias de los genes
ND5 y FE-l1a, la existencia de haplotipos
exclusivos en Argentina y en Bolivia con un Unico
haplotipo compartido, asi como los elevados

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

niveles de diferenciacion genética observados
entre las poblaciones de ambos paises son
congruentes con los grupos alopatricos, andino y
no andino, descriptos para T. infestans. Los
haplotipos de Bolivia no fueron basales en los
arboles filogenéticos, contrariamente a |lo
esperado para un grupo ancestral. Asi mismo, las
redes mostraron a esos haplotipos en posiciones
periféricas, lo que indicaria que hay una baja
probabilidad de que representen la ubicacion de
poblaciones ancestrales. Estas evidencias no
apoyarian la hipétesis del origen andino de T.
infestans. A este respecto, el flujo génico histérico
asimétrico desde la poblacion de Morajd, que esta
ubicada en la zona fitogeografica del Chaco,
hacia Bolivia apoyaria la hip6tesis que postula el
origen chaquefio de la especie. Por otra parte, el
elevado numero de pasos mutacionales que
separan la poblacion de Moraju con respecto a
las otras poblaciones, indica que se trataria de
una poblacion relictual que se habria mantenido
aislada desde los ultimos periodos de glaciacion.

105 - ANALISIS DE LA EXPRESION DE GENES
RELACIONADOS CON LA RESISTENCIA A
INSECTICIDAS EN POBLACIONES
SUSCEPTIBLES Y RESISTENTES DE
TRIATOMA INFESTANS

Carla G Grosso, Maria M Stroppa, Beatriz A
Garcia

INICSA, CONICET y Catedra de Bioquimica y

Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina..

E-mail: bgarcia@biomed.uncor.edu

Los programas de control de la transmisién de la
enfermedad de Chagas promueven la eliminacion
de las poblaciones del insecto vector Triatoma
infestans mediante la fumigacion con insecticidas
piretroides. Sin embargo, se han observado fallas
en el control debido a la existencia de resistencia
a los insecticidas. Entre los mecanismos que
confieren resistencia a insecticidas se han
descripto los que provocan 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. Incrementos en la
expresion a nivel de la transcripcion de genes de
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citocromos P450 son frecuentemente
considerados responsables de aumentar el
metabolismo de insecticidas y parece ser un
fendbmeno comudn en la evolucion del desarrollo
de resistencia en insectos. Con el propésito de
investigar la participacion de los citocromos P450
en la resistencia a insecticidas piretroides en T.
infestans se aisl6 ADN copia (ADNc) de 3 genes
citocromo P450 y del gen NADPH citocromo P450
reductasa (CPR) que codifica para una enzima
involucrada en la transferencia de electrones
desde la forma reducida de NADPH a los
citocromos P450. A partir de las secuencias de
ADNc de esos genes se disefiaron primers
especificos y sondas Tagman para la
determinacion de su expresion mediante la
técnica de PCR en Tiempo Real. Las
determinaciones de expresién se llevaron a cabo
a partir de ARN total extraido de pooles de cuerpo
graso de los insectos en distintos intervalos de
tiempo después de la aplicacion topica de la dosis
letal 50% del principio activo deltametrina. Los
resultados, revelaron que la expresion a nivel de
transcripcion de los tres genes P450 fue inducida
por deltametrina en poblaciones susceptibles y
resistentes al insecticida. Los niveles de ARNm
del gen CPR, analizados en una colonia de
laboratorio susceptible a deltametrina, también se
incrementaron después de la aplicacion del
insecticida en relacion a lo detectado en los
individuos no expuestos. Ademas, se detecto
sobre-expresién de uno de los genes P450 y del
gen CPR en la poblacién que presenté el mayor
grado de resistencia a deltametrina. Los
resultados obtenidos apoyarian la hipétesis que
postula la participacién de los citocromos P450 en
el desarrollo de la resistencia a insecticidas
piretroides en T. infestans.

106 - CARACTERIZACION MOLECULAR DEL
GEN RELOJ PERIOD Y ANALISIS DE SU
EXPRESION EN TRIATOMA INFESTANS

Maria M Stroppa, Ignacio Gimenez, Carlota S
Carriazo, Nelia M Gerez de Burgos, Beatriz A
Garcia

INICSA, CONICET y Catedra de Bioquimica y

Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Codrdoba,
Argentina.
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Triatoma infestans es el principal vector de la
enfermedad de Chagas en América del Sur. Al
igual que lo observado en otras especies de
insectos, muestra ritmos diarios en su
comportamiento, fisiologia, actividad metabdlica y
expresién génica. Estos ritmos estan controlados
por los genes que componen el reloj bioldgico.
Con el propdsito de estudiar el reloj circadiano en
T. infestans, se identificaron y analizaron
secuencias del gen reloj period (per) en los
insectos triatominos T. infestans y Rhodnius
prolixus mediante el uso de herramientas de
bioinformatica. Por otra parte, se amplificé un
fragmento de 200 pb del gen per y se determind
su perfil de expresion diaria a nivel de
transcripcion por RT-PCR semicuantitativa en
tejido nervioso de T. infestans adultos, bajo
condiciones de fotoperiodo 12 h luz: 12 h
oscuridad (LO), luz constante (LL) y oscuridad
constantes (00). Ademas, se investigd la
presencia del transcripto per en diferentes tejidos
de individuos adultos y en tejido nervioso de
estadio ninfal V de T. infestans. Las regiones
codificantes del gen per en T. infestans y R.
prolixus mostraron una homologia cercana al 50%
con respecto a otras especies de insectos y
presentaron dominios conservados de
importancia funcional. El arbol filogenético agrupé
a T. infestans y R. prolixus con otras especies de
hemipteros. El patrén de expresion del gen per a
nivel transcripcional mostré un pico al atardecer
en los grupos LO y OO, sin observarse
diferencias significativas en relacion al sexo. Este
ritmo de expresion de ARNm del gen per en el
grupo LO concuerda a lo descripto en Drosophila
melanogaster y seria compatible con la oscilacion
diaria en los niveles de la proteina PER
encontrada por otros autores en R. prolixus.
Ademas, la detecciobn de un perfil diario de
expresion del gen per similar en los grupos OO y
LO, evidenciaria el funcionamiento del reloj
endégeno aun en ausencia de sefales
ambientales. En relacion al grupo LL no se
observaron, ni en machos ni en hembras,
cambios diarios en los niveles de expresion, lo
cual demuestra la accién disruptiva de la luz
sobre el ritmo de transcripcién del gen per. Por
otra parte, bajo la condicion de fotoperiodo (LO),
se determiné la presencia del transcripto per en
musculo, cuerpo graso y génadas de individuos
adultos y en tejido nervioso de ninfas del quinto
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estadio. Estos resultados indicarian actividad del
reloj central en dos etapas del desarrollo evolutivo
y la probable existencia de relojes periféricos.

107 - ESTRUCTURA GENETICA DE
POBLACIONES DE TRIATOMA INFESTANS EN
LAS ECORREGIONES DEL GRAN CHACO Y EL
MONTE

Romina V Piccinalil®, Ana L Carbajal de la
Fuente®, Ricardo E Gurtler®

WDEGE, FCEyN, UBA. IEGEBA, CONICET
@GDEGE, FCEyN, UBA. IEGEBA, CONICET.

E-mail: rpicci@ege.fcen.uba.ar

El estudio de la estructura genética de Triatoma
infestans es una herramienta fundamental para
delimitar poblaciones, analizar la distribucion
espacial de las mismas y comprender los
procesos de migraciéon. Esta informacion resulta
muy importante para estudiar la reinfestacion de
las casas tras los rociados con insecticidas e
implementar mejores estrategias de control
vectorial. Un estudio realizado en el Gran Chaco,
permitié caracterizar la estructura genética dentro
de un paraje rural a una escala muy fina (<6 km).
Sin embargo, no se sabe cémo se modifica esta
estructura a escalas geograficas mayores,
cuando se incluyen otros parajes dentro del area.
Tampoco se conoce la estructura genética de T.
infestans en la ecorregién del Monte, en particular
en la provincia de Mendoza, donde no hay
informacion sobre la eco-epidemiologia de la

enfermedad de Chagas. En este trabajo
caracterizamos y analizamos para 10 loci
microsatélites 144 individuos de T. infestans

capturados en 4 sitios de los parajes rurales
Campo Los Toros (CT9 y CT26), Santos Lugares
(LUGA49) y 10 de Mayo (10M41), Pampa del Indio,
Chaco (Gran Chaco) y en 2 sitios (LV-D09g y
D09c) del paraje Nueva California, Dpto. Lavalle,
Mendoza (Monte). Todos los pares de sitios se
diferenciaron significativamente mediante un
andlisis de FSTs, salvo los dos sitios de Mendoza.
Los valores de los FSTs fueron muy variables
(0,043-0,395). Un DAPC mostrd que la primera
funcion discriminante separé Mendoza de Chaco.
Alelos de los loci Tims5, Tims56 y Tims42 tuvieron
el mayor efecto en este eje. La segunda funcién
permitio diferenciar CT9 y LUG49 de CT26 y
10M41. Los alelos de mayor efecto

correspondieron a Tims42 y Tims64. Los dos
sitos de Mendoza no se diferenciaron.
Finalmente, un analisis bayesiano de clusters
mostré la existencia de dos grupos genéticos, uno
formado por todos los individuos de Mendoza y
otro por los de Chaco. Un segundo analisis a
menor escala permiti6 detectar 2 grupos
genéticos en Chaco, uno con mayor proporcion
en individuos de CT9 y LUG49 y otro en CT26 y
10M41, y un solo grupo genético en Mendoza.
Nuestros resultados muestran que: 1) las
poblaciones de Gran Chaco y Monte estan muy
diferenciadas genéticamente; 2) dentro de Chaco
hay mayor diferenciacién entre sitios dentro de un
paraje que entre parajes, indicando que la
distancia geografica no es necesariamente un
buen predictor de la diferenciacion genética y; 3)
no se observé diferenciacion entre sitios en
Mendoza.

108 - PATRON DE EXCRECION/DEFECACION
EN TRIATOMA INFESTANS SUSCEPTIBLES Y

RESISTENTES A DELTAMETRINA
Patricia Lobbia®,

Mougabure-Cueto®

@

Carolina Remon*™, Gaston

WECONICET - Centro de Referencia de Vectores,
Programa Nacional de Chagas, Ministerio de
Salud de la Nacion. PCentro de Referencia de
Vectores, Programa Nacional de Chagas,
Ministerio de Salud de la Nacién.

E-mail: patalobbia@gmail.com

La resistencia a insecticidas detectada en
Triatoma infestans de diferentes zonas de
Argentina se impone como una de las principales
causas de las fallas de control quimico observada
en la region del Gran Chaco. La resistencia a
insecticidas es un proceso evolutivo donde el
factor de cambio en la estructura poblacional es la
selecciébn, por el insecticida, de insectos
genéticamente resistentes. Aunque los individuos
resistentes tienen ventaja selectiva sobre los
susceptibles en presencia del insecticida, se
asume que en un ambiente sin toxico el fenotipo
resistente tiene un costo adaptativo que resulta en
una desventaja selectiva en relaciéon al
susceptible. El costo de la resistencia es
entendido en términos de efectos pleiotrépicos de
los genes resistentes. Resulta relevante conocer
si, ademas de los procesos que confieren
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resistencia, T. infestans resistentes presentan
alteraciones en otros procesos biolégicos. Entre
los procesos a estudiar su alteracion, son de
interés aquellos que tienen importancia
epidemiologica. En este trabajo se estudi6 el
patron de excrecion/defecacion en T. infestans
resistentes a deltametrina. Se trabajé con dos
colonias resistentes con origen en el Dpto. Gral.
Guemes, Chaco, y una colonia susceptible con el
mismo origen departamental. Insectos en 5to
estadio ninfal, colocados en tubos de plastico y
con acceso a una paloma por la abertura del tubo,
se alimentaron a replecién y se registraron las
deyecciones durante la alimentacion, durante una
hora luego de la alimentacién y a las 24hs de la
alimentacion. Para cada individuo se registraron:
peso antes y después de la alimentacion, peso a
una hora y a 24hs post-alimentacion; longitud
antes y luego de 24hs de la alimentacion; tiempo
de alimentacion; ndmero, color y tiempo de las
deyecciones emitidas durante la alimentacion y
durante una hora post-alimentacién; peso de
deyecciones durante alimentacion; peso total de
deyecciones durante la hora post-alimentacion.
Estas variables describieron el patrén de
excrecion/defecacion de cada colonia. Los
resultados mostraron diferencias significativas
entre insectos susceptibles y resistentes a
deltametrina. En comparacién con los insectos
susceptibles, los insectos resistentes se
alimentaron menos, emitieron menos deyecciones
y mas tarde respecto de la alimentacién, y
defecaron en menor proporcién. Estos resultados
muestran que T. infestans resistentes a
deltametrina poseen una menor capacidad
vectorial que T. infestans susceptibles.

109 - DESARROLLO Y VALIDACION DE UNA
METODOLOGIA DE SUPERFICIE TRATADA
PARA EVALUACION DE RESISTENCIA A
INSECTICIDAS EN TRIATOMA INFESTANS.

Carolina Rem(’)n(l), Patricia Lobbia(z), Gaston
Mougabure-Cuet0(3)

Wcentro de Referencia de Vectores, Programa
Nacional de Chagas, Ministerio de Salud de la
Nacion. P®)CONICET - Centro de Referencia de
Vectores, Programa Nacional de Chagas,
Ministerio de Salud de la Nacién.

E-mail: remon.caro@gmail.com

En los ultimos afios se detectaron varios focos de
Triatoma infestans resistentes a insecticidas. El
monitoreo toxicolégico de los insectos sometidos
a control es prioritario para una estrategia de
manejo de la resistencia. El objetivo del trabajo
fue desarrollar un bioensayo de exposicion a
papeles impregnados con insecticidas para la
evaluacion, mediante concentracion
discriminante, de resistencia a deltametrina en T.
infestans provenientes de campo. Para considerar
la evaluacion de insectos de campo se estudio la
susceptibilidad a deltametrina en cada estadio
inmaduro y en adultos considerando a) edad
(temprana y avanzada) y b) estado nutricional
(ayunados y alimentados), conformando 4 grupos
experimentales. En el bioensayo, grupos de
insectos caminaron durante 1 hora sobre papeles
de filtro impregnados con una solucion de
deltametrina en aceite de silicona y cloroformo
(un grupo por concentracién). Luego, se retiraron
los insectos de los papeles y se observo la
mortalidad a las 24, 48 y 72 hs. Con los datos de
mortalidad/concentraciébn  se  determind la
susceptibilidad a deltametrina (CL50 y CL99) para
cada grupo experimental en cada estadio y
tiempo. La comparacion de la susceptibilidad
entre edades, estados nutricionales y tiempos
post-exposicion  mostré6 que, con  esta
metodologia, la edad y el estado nutricional no
afectan la susceptibilidad a deltamentrina en
ningun estado de desarrollo, pero la respuesta
téxica depende del tiempo de registro de
mortalidad. Se agruparon las edades y los
estados nutricionales para cada estadio y tiempo
y se obtuvieron nuevamente las susceptibilidades
de cada estadio. En todos los tiempos post-
exposicion, las ninfas | fueron las mas
susceptibles y las ninfas IV fueron las menos
susceptibles. Con los valores de las CL99s se
determiné una concentracion discriminante (CD)
de 0,36% que permite evaluar a todos los
estadios a las 24hs y a las nV y adultos a las
72hs. El bioensayo y la CD fueron validados
evaluando individuos obtenidos al azar de dos
colonias resistentes a deltametrina (una de baja y
otra de alta resistencia). La mortalidad causada
por la CD permitié discriminar a las dos colonias
resistentes. La discriminacion de la colonia de
baja resistencia evidencia la alta sensibilidad del
método. En conclusidon, se desarrolld6 una
metodologia de  exposicion a  papeles
impregnados con insecticida y un protocolo para
realizar monitoreos de resistencia a deltametrina
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en T. infestans utilizando insectos provenientes
del campo.

110 - USO DE MEDIDAS LINEALES DE LA
CABEZA PARA LA IDENTIFICACION DE
ESPECIES DEL SUBCOMPLEJO SORDIDA
(HEMIPTERA: REDUVIIDAE)

Julieta Nattero”, Romina V. Piccinali®, Catarina
Macedo Lopes®, Maria Laura Hernandez,
Luciana Abrahan®, Patricia A. Lobbia®, Claudia
S. Rodriguez(7), Ana Laura Carbajal de la

Fuente®

W@ aporatorio de Eco-Epidemiologia, Instituto
de Ecologia, Genética y Evolucion de Buenos
Aires (IEGEBA) (UBA-CONICET), Argentina.
@ aboratério  Interdisciplinar de  Vigilancia
Entomolégica em Diptera e Hemiptera- (I0OC-
FIOCRUZ, RJ), Brasil. “®Crilar (CONICET)
Anillaco, La Rioja, Argentina. ©centro de
Referencia de Vectores (CeReVe), Ministerio de
Salud de la Nacion Hospital Colonia, Pabellén
Rawson calle s/n, Santa Maria de Punilla,
Cordoba, Argentina. “’Catedra de Introduccion a
la Biologia. IIByT (UNC-CONICET), Argentina. E-
mail: jnattero@efn.uncor.edu

Triatoma es el género mas conspicuo de la
subfamilia Triatominae, con 72 especies, 8
complejos y 8 subcomplejos. El subcomplejo
Sordida agrupa 4 especies, 2 de las cuales, T.
sordida (Ts) y T. garciabesi (Tg), presentan
superposicion parcial en su area de distribucion,
una alta similitud morfolégica y fueron
consideradas una Unica especie hasta que Tg fue
revalidada principalmente por diferencias en la
genitalia masculina. Por otro lado, en base a
caracteristicas citogenéticas y moleculares, se ha
propuesto a Ts de Argentina (TsArg) como una
especie nueva, separandola de la que ocupa el
resto de su distribucion (Brasil, Paraguay, Bolivia
y Uruguay), Ts sensu stricto (Ts ss).
Tradicionalmente se utilizan medidas lineales de
la cabeza para diferenciar Tg de Ts, es por eso
que el presente trabajo propone evaluar si las
medidas lineales de la cabeza son buenos
marcadores fenotipicos para identificar TsArg, Ts
ss y Tg. El largo y ancho de la cabeza, el largo y
ancho de region preocular y area de la cabeza
fueron medidos en un total de 121 machos (41 Ts
ss, 24 TsArg y 56 Tg) de 16 poblaciones

diferentes (5 Ts ss, 5 TsArg y 6 Tg) a lo largo del
rango de distribuciéon de cada especie. Con estas
variables se realizaron andlisis discriminantes
(DFA) para comparar, por un lado TsArgy Ts ss y
por otro TsArg y Tg. El primer DFA, mostré que
TsArg se diferencia de Ts ss con un porcentaje de
individuos correctamente clasificados del 80%. La
variable que mejor definié el 1 ° eje del DFA fue el
largo de la regién preocular. En cambio, en el
segundo DFA, el porcentaje de individuos
correctamente clasificados fue cercano a la mitad
(54%). La variable que mejor definié el 1° eje fue
el ancho de Ila cabeza. Considerando
caracteristicas  citogenéticas, dos de |las
poblaciones incluidas de Tg fueron identificadas
por medidas lineales de la cabeza como Ts. El
andlisis de estas 2 poblaciones mostro que el
73% de los individuos se corresponden con
caracteristicas de TsArg. La propuesta de
considerar a TsArg como una especie diferente de
Ts ss estaria apoyada por caracteristicas
morfolégicas de la cabeza. Sin embargo, medidas
lineales de la cabeza no serian marcadores
fenotipicos adecuados para diferenciar Tg de
TsArg, como ocurre con ciertas caracteristicas
citogenéticas. Considerando su uso sencillo y de
bajo costo, estudios adicionales de marcadores
morfolégicos para diferenciar estas especies
estan siendo elaborados.

111 - IMPLEMENTACION DE LOS
MARCADORES MOLECULARES ISSR EN EL
ESTUDIO DE LA ESTRUCTURA GENETICA
POBLACIONAL A ESCALA GEOGRAFICA FINA
EN TRIATOMA INFESTANS

Alicia R Pérez de Rosas, Maria F Restelli, Beatriz
A Garcia

INICSA, CONICET y Catedra de Bioquimica y

Biologia Molecular, Facultad de Ciencias
Médicas, Universidad Nacional de Cordoba,
Argentina.

E-mail: arperez@biomed.fcm.unc.edu.ar

El andlisis de la estructura genética de
poblaciones del vector de la enfermedad de
Chagas, Triatoma infestans, puede proveer
informacién sobre el origen de los insectos que
reinfestan las areas tratadas con insecticidas. Las
secuencias entre repeticiones simples (ISSRs)
podrian ser marcadores genéticos Utiles en el

96



XXVIII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias - SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de

Chagas Noviembre 26, 27 y 28 de 2016

andlisis de poblaciones de este insecto vector
debido a la alta variabilidad que permiten detectar
y, ademas, son sencillos de implementar,
eficientes y de bajo costo. Con el propoésito de
evaluar la utilidad estos marcadores para analizar
la estructura genética poblacional a escala
microgeografica en T. infestans, inicialmente se
probaron un total de 30 primers, de los cuales 11
permitieron obtener bandas nitidas y polimorficas.
Cinco de esos primers permitieron amplificar un
total de 90 bandas polimoérficas a partir de 134
individuos capturados en diferentes ambientes
peri-domésticos de 9 viviendas de la localidad de
San Martin (Capayan, Catamarca). Los niveles de
diversidad genética fueron moderados en
comparacion a los observados en otros insectos.
El valor promedio de diferenciacion genética
(dST= 0,26, P= 0,01) y los valores obtenidos
entre pares de ambientes peridomésticos
indicaron niveles significativos de diferenciacion
genética (P < 0,001). La ausencia de correlacién
significativa entre las distancias genéticas y las
distancias geograficas (r= 0,09, P= 0,31) indic6
que las frecuencias alélicas en cada sitio de
captura tienden a derivar independientemente sin
relaciébn a las distancias geograficas que las
separan. Estos resultados confirman la existencia
de un alto grado de subdivision de las
poblaciones en subunidades de apareamiento
con intercambio génico restringido. Por otra parte,
el andlisis de autocorrelacion espacial reveld que
la dispersion activa de T. infestans ocurriria dentro
de los 469 m, sugiriendo que el rociado con
insecticidas deberia extenderse en un rango de
aproximadamente 500 m alrededor del érea
infestada. Mediante el método bayesiano de
agrupamiento de individuos se observé que
principalmente los corrales de cabras compartian
ancestria con otros ambientes peri-domésticos,
apoyando la hipotesis de que los corrales de
cabras tendrian un rol importante en el proceso
de reinfestacion. Estos resultados sugieren que la
vigilancia  entomolégica de estos  sitios
peridomésticos debe ser considerada de gran
importancia en los programas de control de T.
infestans.

112 - EPIDEMIOLOGIA DE LA
TOXOPLASMOSIS EN LA CIUDAD DE
CHASCOMUS.

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe
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W) B-INTECH CONICET-UNSAM.
@R@EOMEEY6spital Municipal San Vicente
de Paul, Chascomus- Provincia de Buenos
Aires..""™|nstituto Nacional de Epidemiologia Dr.
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E-mail: maximiliano.rivera@intech.gov.ar

La toxoplasmosis es una de las zoonosis
parasitarias mas difundidas en el mundo. Se
estima que mas de un tercio de la poblacion
mundial esta infectada, donde las tasas de
infeccién varian entre las regiones debido a
habitos y al habitat. La infeccion por Toxoplasma
gondii es, tipicamente asintomatica pero presenta
serios problemas en personas con el sistema
inmune comprometido y en el feto cuando la
infeccion es congénita, o que resulta en serias
malformaciones inclusive el aborto. En Argentina,
se han encontrado valores de prevalencia de
anticuerpos en embarazadas de 47% en CABA,
51.7% en toda la provincia de Buenos Aires,
39.7% en la ciudad de Jujuy, 28.5% en la ciudad
de Resistencia y 23.8% en la provincia del Chaco,
y 42.2% en la provincia de Santa Fe. En lo
referido a la Ciudad de Chascomus y alrededores,
zona rural, no hay estadisticas precisas que
indiquen el grado de prevalencia de la misma. Por
lo mencionado anteriormente, el objetivo del
presente trabajo es evaluar el estado de la
infeccién toxoplasmica en mujeres embarazadas
que se atienden en el Hospital Municipal San
Vicente de Paul de dicha ciudad durante el
periodo 2016-2019 e identificar factores de riesgo
vinculados a dicha infecciéon. Hasta el momento
se evaluaron solo 51 mujeres embarazadas. El
porcentaje de infeccion hallado fue de 41.18%
(IC-95: 27.58-55.83%), mediante la técnica de
hemaglutinacion indirecta (HAI). De los 51
individuos solo una es vegetariano. Todas comen
carnes de bovinos y de aves. Si bien son
resultados preliminares, hasta el momento, como
factor de riesgo solo se detectd el consumo
frecuente de carne de cerdo (x2: 7.85, p: 0.049).
Financiacion: PIDC 0025-FONCyT-MINCYT
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113 - EPIDEMIOLOGICAL MODELING OF
Trypanosoma cruzi TRANSMISSION:
REINFECTIONS IN THE CHRONIC PHASE
EXPLAINS THE FREQUENCY OF MIXED
INFECTIONS IN HUMANS

Nicolas Tomasini®’, Paula G Ragone(z), Sebastien
Groubiere®™, Juan P Aparicio®, Patricio Diosque®

W@Gnstituto  de  Patologia Experimental -
Facultad de Cs de la Salud - Univesidad Nacional
de Salta - CONICET. ®UMR 228 ESPACE-DEV-
IMAGES, ‘Institut de Modélisation et d'Analyses
en Géo-Environnement et Santé’, Université de
Perpignan Via Domitia, Perpignan,
France..“Instituto de Investigaciones en Energia
no Convencional, Universidad Nacional de Salta —
CONICET.

E-mail: nicotomasini@yahoo.com.ar

People living in areas with active vector-borne
transmission of Chagas disease are subject to
multiple contacts with its causative agent,
Trypanosoma cruzi. Animal models of the disease
showed that reinfections by T. cruzi are possible
although they may display lower or undetected
parasitaemia. In humans, although reinfections
may have major public health implications, as they
are thought to increase the risk of chronic
manifestations of the disease, there is little
quantitative knowledge about their frequency and
the timing of parasite re-inoculation in the course
of the disease. We implemented stochastic agent-
based models to estimate the rate of re-infection
in humans and to assess how frequent are
secondary infections during the acute and chronic
stages of the disease according to several
alternative hypotheses on the adaptive immune
response following a primary infection. By using a
hybrid genetic algorithm, the models were fitted to
epidemiological data of Argentinean rural villages
where mixed infections by different genotypes of
T. cruzi have been reported to reach 56% in
humans. To explain such a level of mixed-
infections, the best model predicted an average of
0.04 annual reinfection per person with most of
secondary infections occurring in the chronic
phase. The main reason for this relatively low
frequency of annual re-infections is the weak
efficiency of the stercorarian mode of transmission
of T. cruzi that strongly limit re-inoculation, rather
than the adaptive immune response that the
parasite was estimated to escape in at least 20%

of the events of re-inoculation. Concluding, a few
re-infections typically occur per individual, mostly
in the chronic phase of the disease. The provided
estimates are of particular interest for vaccine
development as they provide indirect knowledge
on adaptive immunity in the field, and they can
help understanding the higher risk of chronic
disease manifestations suffered by infected
people living in endemic areas.

114 - ANALISIS DE LA ASOCIACION DE
FACTORES BIOLOGICOS Y DEMOGRAFICOS
Y LA TRANSMISION CONGENITA DE
Trypanosoma cruzi

Emmaria Danesi®, Sergio Sosa-Estani®®

Wcentro Nacional de Diagndstico e Investigacion
de Endemo-epidemias (CENDIE-ANLIS).
@Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. Mario
Fatala Chabén" (INP-ANLIS).

E-mail: emmariadanesi@gmail.com

INTRODUCCION: La transmision congénita de
Trypanosoma cruzi es actualmente la principal via
de generacion de nuevos casos de Chagas, que
en Argentina se estiman alrededor de los 1000
casos anuales.OBJETIVO: Analizar variables
biolégicas y demograficas de nifios y sus madres
para establecer su posible asociacion a la

transmision congénita de T.cruzi.
METODOLOGIA*: Estudio observacional
retrospectivo sobre una base de datos

secundaria. Se realizé un analisis univariado de
cada variable y bivariado en funcién del evento de
transmision  congénita. RESULTADOS: Se
estudiaron 2120 nifios y sus madres, residentes
en zonas urbanas de Argentina (92,3% CABA y
Buenos Aires) entre 1989 y 2016. La tasa de
transmision congénita de T.cruzi fue de 9,1%. Las
madres habian nacido en Argentina (60,2%),
Bolivia (29,1%) y Paraguay (10,3%), y alrededor
del 30% en zonas de bajo-nulo riesgo vectorial.
La edad materna media al parto fue 28,9+6,6
afios, similar a la media nacional y entre grupos
segun infeccion. No se encontraron diferencias
significativas entre grupos con y sin transmision
congénita en las variables de edad gestacional,
peso al nacer, tipo de parto, nimero de hijo y
sexo del bebé. Se observé diferencia significativa
en la tasa de transmision congénita considerando
pais de origen materno (10,8% Argentina, 7,1%

98



XXVIII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias - SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de
Chagas Noviembre 26, 27 y 28 de 2016 - Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

Bolivia, 5,0% Paraguay; p=0,003) y riesgo
vectorial del lugar de nacimiento (11,1% bajo-
nulo, 8,3% medio-alto; p=0,033). Las variables de
antecedentes familiares también mostraron una
asociacion significativa, habiendo un 67,7% de
nifios infectados que tienen otro hermano
infectado congénitamente y un 64,9% abuela
materna infectada por T.cruzi. Las asociaciones
encontradas estarian mostrando una dinamica de
transmision congénita diferente en el ambito
urbano, con la presentacién de “fendmenos de
cluster”, que implica una mayor probabilidad de
transmision en grupos familiares donde ya hubo
un antecedente de infeccion congénita. Este
fenbmeno estaria mediado por factores
parasitarios como inmunes maternos, los cuales
son materia de investigacion actual. Las
observaciones aca expuestas son un aporte
nuevo y de caracter exploratorio en el plano
epidemiolégico, cuya ampliacion permitira su
mejor comprension y utilidad en estrategias de
salud publica para el control del Chagas
congeénito.

*Este trabajo forma parte de la tesis de Maestria
en Epidemiologia, Gestién y Politicas de Salud de
la UNLa, que ya fue presentado para ser
sometido a la instancia de defensa publica.

115 - SEROPREVALENCIA DE LA INFECCION
DE STRONGYLOIDES STERCORALIS EN LA
LOCALIDAD LA UNION EN LA PROVINCIA DE
SALTA
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Maria Canabire(ﬁ), Noelia FIorida(7),
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W@ catedra de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias Naturales; Universidad Nacional de
Salta. ®Asociacion para el Desarrollo Sanitario
Regional. @ @ ® © )6 |ngtituto de Investigacion
en Enfermedades Tropicales-unas.

E-mail: pedro_fleit@yahoo.com.ar

Introduccion:  Strongyloides stercoralis es un
nematodo que habita en el intestino delgado
humano y causa la enfermedad conocida como
estrongiloidiasis. Histéricamente, las
geohelmintiasis se han considerado endémicas
en las zonas del norte de Argentina. En la

provincia de Salta se destaca la alta prevalencia
de S. stercoralis. Sin embargo, la baja
sensibilidad en el diagnéstico parasitolégico,
donde los individuos sintométicos o asintoméaticos
tienen resultados falsos negativos conduce a que
las prevalencias e incidencias sean sub-
estimadas. La localidad saltefia de La unién
ubicada en el norte de la provincia cuenta con
una poblacién de 8100 personas donde el 23%
son aborigenes de la etnia Wichi. En un estudio
preliminar, en el afio 2014 en dicha localidad se
determind una seroprevalencia de S. stercoralis
del 12% utilizando el antigeno recombinante NIE
mediante la técnica de ELISA. Objetivo: Conocer
la seroprevalencia de S. stercoralis en la localidad
de La Unién ubicada en el norte de la provincia de
Salta. Materiales y métodos: En el marco de la
Campafia Sanitaria ADESAR Chaco Saltefio
2016, se tomaron 90 muestras de materia fecal y
sangre para separar suero para serologia, de
nifios y adultos de parajes pertenecientes a la
localidad de La Union, entre otras, en el norte de
la provincia de Salta. Todas las muestras
analizadas por microscopia directa (método
concentrado) fueron negativas para S. stercoralis.
Se evaluaron 90 sueros de pacientes con la
técnica ELISA utilizando el antigeno recombinante
NIE de S. stercoralis. La concentracion de los
sueros se midid en unidades/ml mediante la
interpolacion de los valores de densidad optica
con una curva estandar realizada con un suero
control positivo. La linea de corte se establecio
mediante curvas ROC utilizando sueros controles
positivos y controles negativos. Resultados: El
analisis serolégico de las muestras del afio 2016
revelo una prevalencia en la localidad de La
Union del 13% (12/90), no hubo diferencias
significativas con la prevalencia reportada en el
afio 2014. Conclusién: Las pruebas serolégicas
presentan la ventaja de no depender de la
excrecion de larvas, por lo cual presentan una
sensibilidad mayor a las pruebas
coproparasitologicas. La persistencia de la
prevalencia indica la necesidad de un control de
la geohelmintiasis en la zona mediante
administracion de drogas anti-helmintica para
reducir los niveles de infeccion y la morbilidad; asi
como también promocion y prevencion de esta
parasitosis.
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116 - BROTES EPIDEMICOS DE
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA
AMERICANA (LTA) EN LA PROVINCIA DE
CORRIENTES

Maria J.F. Rea, Edgardo C. Borda, Mirta L.
Mierez, Adriana I. Fleitas

CENTRO NACIONAL DE PARASITOLOGIA Y
ENFERMEDADES TROPICALES
(CENPETROP).

E-mail: cenpetrop@hotmail.com

A partir de 1987, por trabajos realizados por el
CENPETROP se comprob6 la presencia de
leishmaniasis tegumentaria americana (LTA) y sus
vectores en la ciudad de Corrientes. Desde
entonces se presentaron varios  brotes
epidémicos en esta provincia. En 1988 una familia
se infecto con el parasito en el Departamento de
Empedrado (madre de 30 afios, hijas de 2,3y 5
afios). En 1990 en Paso de la Patria un brote
familiar afect6 a tres niflas de 3, 12 y 13 afios. En
el Departamento de Bella Vista: entre 1992 y
1993 hubieron brotes donde se diagnosticé por
primera vez en la mucosa, en 1998 en la zona
rural, cinco pacientes integrantes de dos familias,
y en junio de 2003 otro en la zona suburbana en
el barrio La Florida en 23 personas incluida una
lactante de ocho meses y una nena de dos afos.
Se demostro la etiologia de las Ulceras como
Leishmania braziliensis y se identificaron los
vectores. En este trabajo se presentan los
resultados de brotes de LTA en la provincia de
Corrientes  durante el afio 2015. Se
diagnosticaron 12 personas (ocho varones y
cuatro mujeres) con lesiones en la region cutanea
y una de naturaleza cutaneo-mucosa, que tenian
desde uno mes a cinco meses de evolucion.
Cuatro eran niflos entre 3 y 11 afios y ocho
adultos de 20 a 75 afios. Siete provenian de la
localidad de Riachuelo (Dpto.Capital), uno de
Empedrado, uno de Bella Vista y cuatro de la
ciudad de Corrientes. Todos fueron
diagnosticados con el test de Montenegro (40
N/ml Leishmania amazonensis, Brasil). En ocho
se observaron amastigotes en frotis por aposicion
tefiidos con Giemsa. Las localizaciones multiples
se encontraron en cuatro casos y en uno de ellos
estuvo involucrado el rostro (nariz y mejillas) Las
partes del cuerpo mas afectadas por las lesiones
fueron las extremidades inferiores, las superiores
y la espalda. Las localizaciones multiples se

encontraron en cuatro casos y en uno de ellos
estuvo involucrado el rostro. También se realiz6 la
captura de flebétomos en el domicilio vy
peridomicilio de los enfermos colocando papeles
embebidos en aceite de ricino, colectandose
Lutzomyia. Estas localidades son zonas
histéricamente endémicas y presentan
condiciones que favorecen la transmision: las
viviendas tienen cercania con el monte, las
condiciones estructurales de las casas benefician
el ingreso de los insectos transmisores que pican
a las personas tanto dentro como alrededor de las
casas. El abuelo de uno de los pacientes de
Riachuelo ya fue diagnosticado de LTA en 1987.

117 - TIPIFICACION MOLECULAR DE
FLEBOTOMOS DE UN AREA ENDEMICA DE
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA EN LA
PROVINCIA DE SALTA, MEDIANTE PCR-RFLP
DEL GEN ARNR 18S

Maria C Almazan®™, Griselda N Copa®, Inés R
Lopez Quiroga®, Carlos L Hoyos™, José F Gil®,
Jorge D Marco®, Julio R Nasser”, Paola A
Barroso®

WD nstituto de Investigacion de
Enfermedades Tropicales. ®Universidad Nacional
de Salta. ®Instituto de Investigaciones en Energia

no Convencional .©®Instituto de Patologia
Experimental.

E-mail: cristina.almazan90@gmail.com

Los vectores de la leishmaniasis son
tradicionalmente identificados mediante claves
dicotomicas, analizando estructuras de valor
taxonémico como el cibario y la espermateca para
hembras. Las principales desventajas radican en
que dichas estructuras pueden ser facilmente
dafladas por mala preservacion del material o
durante la manipulaciéon de los ejemplares para
su montaje. Esta técnica es, ademas, laboriosa y
demandante ya que el procesamiento de insectos
implica etapas de deshidratacion y clarificacion.
Dado que las técnicas moleculares no requieren
tales procesos y tampoco se ven afectadas por
dafios de estructuras, tienen gran potencial para
la identificacién de fleb6tomos. El gen 18S tiene
regiones conservadas que, por su alto numero de
copias, constituyen blancos 6ptimos para PCR y
tipificacién. El objetivo del trabajo fue estandarizar
las técnicas de PCR y RFLP para la identificacion
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de fleb6tomos capturados en el Departamento de
Oran, Salta. Se usaron 8 trampas de luz tipo CDC
desde las 7 pm hasta 8 am del dia siguiente. Las
hembras capturadas se colocaron en alcohol 70%
para su preservacion. Se les extrajo el ADN con
un buffer de lisis. Mediante PCR se amplificé
parte del gen 18S con los primers
5'TGCCAGTAGTTATATGCTTG 3 y
5'CACCTACGGAAACCTTGTTAC 3. Las
restricciones se hicieron con la enzima Afa I, a
25° durante 2 horas. Inicialmente, algunas
hembras fueron disectadas para ser identificadas
mediante la observacién de cibario y espermateca
a través de la Guia de Young & Duncan, 1994.
Luego de identificar 10 hembras de Nyssomyia
neivai, 10 de Mygonemyia migonei y 10 de
complejo sallesi-cortelezzii, se les hizo PCR-
RFLP para confirmar la especificidad de los
patrones de bandas generados por cada ejemplar
analizado. Posteriormente, 50 hembras fueron
analizadas mediante PCR-RFLP. El 64% fue Ny.
neivai, el 26% complejo sallesi-cortelezzii y el
restante 10% fue Mg. migonei. ElI método
propuesto resultd ser rapido y eficiente para el
procesamiento de las muestras y los patrones
obtenidos fueron especie—especificos. Asimismo,
permite plantear la utilidad potencial, para la
incriminacion de vectores mediante busqueda de
infeccién natural con primers especificos para
Leishmania. Ademas, este método permitiria la
determinacion de preferencias alimentarias de
flebétomos y de esta forma focalizar las
intervenciones, esfuerzos y recursos para
prevenir la dispersibn del parasito v,
consecuentemente, mejorar la planificacion de la
vigilancia entomoldgica.

118 - DIVERSIDAD Y FORMAS INMADURAS DE
FLEBOTOMOS DEL PARAJE RURAL EL
CEDRAL, AREA ENDEMICA PARA LA
LEISHMANIASIS TEGUMENTARIA EN EL
NORTE DE SALTA

Griselda Noemi Copa(l), Cristina Almazan®,
Carlos Hoyos®, Silvana Cajal®, Marisa Juarez®®,
Alejandro Krolewiecki ©, Reynaldo Caro”, Maria

Canabire®, Dana Villazén®, Andres Escalada™?,
11) (12)

Valeria Tejerina( , Julio Nasser™, Diego
Marco™®, José Fernando Gil
W@ nstituto de Investigaciones de

Enfermedades Tropicales CONICET. ®®)nstituto

de Investigaciones de Enfermedades Tropicales
CONICET. @EMOEONNAA) nstityto de
Investigaciones de Enfermedades Tropicales.
®nstituto de Patologia Experimental CONICET.
nstituto de Investigaciones en Energias No
Convencionales CONICET UNSa .E-mail:
noemicopa@-conicet.gov.ar

La Leishmaniasis tegumentaria (LT) es endémica
en el norte de Argentina. Es provocada por
protozoos del género Leishmania, y transmitidos
a los seres humanos por dipteros de la subfamilia
Phlebotominae. EI objetivo del trabajo fue
describir los casos de LT ocurridos entre 08-2015
y 06-2016, la presencia, diversidad y distribucién
de fleb6tomos adultos y de formas inmaduras en
la vegetacion colindante al paraje ElI Cedral
(PEC). EI PEC es una zona rural de 139
habitantes de Oran, que limita hacia el oeste con
vegetacion  silvestre. Los casos  fueron
diagnosticados mediante frotis en el IIET. El
relevamiento de fleb6tomos adultos se llevé a
cabo, mediante trampas CDC de 19:00 a 7:00 hs
en diciembre de 2015, en 19 sitios distribuidos a
partir del borde hacia el interior de la vegetacion
distanciados entre si a 30 m aproximadamente.
En 10 sitios se recogieron 250 gr/sitio de tierra
que fue incubada a 24 2 C° y analizada
mediante observacion directa a través de
microscopia. Los datos se analizaron mediante
los test de x2 y la correlacion de Pearson usando
el software Infostat. Se diagnosticaron 10 casos
de LT en PEC (Prevalencia = 7%), de los cuales
el 57% corresponde a nifios (Media=1lafos) y
mujeres. Se capturaron un total de 436
flebétomos: Nyssomyia neivai (83%),
Mygonemyia migonei (7%), complejo cortelezzii
(5%), Evandromyia sallesi (1%) y Psathyromyia
shannoni (0,5%). ElI 67% de las hembras se
encontraban en estado de gravidez. La
abundancia total mostro correlacion negativa con
la distancia al borde del monte (r=-0,63;
p<0.0001). Ny. neivai, estuvo presente en todos
los sitios y su abundancia aumento
significativamente hacia el borde de la vegetacion
(r=-0,64; p<0,0034). Dos larvas y dos pupas
fueron encontradas en uno de los sitios
muestreados. Las tres especies de flebétomos
mayoritariamente encontradas en este trabajo
estan sospechadas de transmitir LT. Debido a que
todo el paraje cuenta con parches de vegetacion
distribuidos heterogéneamente en su interior que
pueden servir de refugio para los fleb6étomos y
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gue la mayoria de los casos son nifios, existe la
probabilidad de que ocurra transmision
domiciliaria y/o peridomiciliaria. Esto plantea la
necesidad de actualizar y desarrollar actividades
de prevencién en los parajes rurales de Oran
considerando la posibilidad de un mayor riesgo de
transmision en los bordes de vegetacion.
Finalmente, este es el primer reporte de formas
inmaduras de fleb6tomos, para una region de
selva pedemontana de las Yungas.

INMUNOLOGIA Y PATOGENIA

119 - RESPUESTA GENICA DIFERENCIAL DEL
MICROAMBIENTE PLACENTARIO EN MODELO
MURINO DE INFECCION CRONICA CON DOS
CEPAS DE Trypanosoma cruzi

Natalia A Juiz

INGEBI-CONICET.
E-mail: nataliaajuiz@gmail.com

La transmision congénita de Trypanosoma cruzi,
el agente causante de la enfermedad de Chagas,
sigue siendo un problema de salud publica de
impacto global tanto en las zonas endémicas,
donde han sido controladas la transmision
vectorial y transfusional, como en paises no
endémicos debido a los movimientos migratorios.
Poco se sabe acerca de como la presencia del
parasito y la variabilidad genética del mismo
afectan la capacidad de la placenta para proteger
al feto. El presente estudio explora, por primera
vez, la persistencia del parasito y la expresion
génica generada en placentas de ratones C57BL /
6J como respuesta a la infeccion con dos cepas
de T. cruzi, K98, un clon no letal miotrépico AC-I
(TCI), y VD (TCVI), aislada de un paciente con
infeccién congénita. Con este objetivo, se llevaron
a cabo analisis de genomica funcional vy
posteriormente, se evaluaron las redes biolégicas
involucradas. El andlisis de las redes mediante la
implementacién del algoritmo de GeneMANIA de
aquellos genes expresados diferencialmente
mostré que la via del granulo secretorio se
encuentra regulada negativamente en ambos
grupos infectados, mientras que la respuesta
inmune innata y la respuesta al interferbn-gamma
se hallan reguladas positivamente en la infeccién
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por VD, pero no en K98. Al aplicar otro método, el
algoritmo de GSEA, el cual detecta pequefios
cambios en conjuntos de genes predeterminados,
se encontr6 que los procesos metabdlicos, la
transcripcion 'y el transporte macromolecular
estan regulados de forma negativa en las
placentas infectadas, mientras que algunas vias
relacionadas con la cascada de sefializacion
presentan una regulacion opuesta entre ambos
grupos:  sobrerrepresentadas en VD vy
negativamente reguladas en K98. Mediante la
cuantificacion de ADN satélite de T. cruzi, hemos
encontrado una carga parasitaria mas elevada en
las placentas de los animales infectados con la
cepa VD. Estos resultados coinciden con las
determinaciones obtenidas por RT-qPCR de ARN
18S, indicando la presencia de parasitos vivos y
un mayor tropismo placentario por parte de esta
cepa. Nuestros hallazgos sugieren que el
microambiente placentario ejerce una fuerte
respuesta inmune en detrimento del metabolismo
celular, y esto estaria modulado por la cepa
infectante. Este trabajo constituye una importante
contribucién para la mejor comprension de los
mecanismos que causan la infeccidbn congénita
de T. cruzi,

120 - MEGACOLON CHAGASICO: CASUISTICA
Y ASOCIACION CON AUTOANTICUERPOS B2-
ADRENERGICOS

Jose | Valenzuela(l), Paola Noroﬁa(z), Maximiliano
Castro®, Miguel Vicco™, Luz M Rodeles®

L@@ aporatorio de Investigaciones
Biomédicas, Facultad de Ciencias Médicas,
Universidad Nacional del Litoral. ®2 Laboratorio
de Tecnologia Inmunoldgica, Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biolégicas, Universidad
Nacional del Litoral

E-mail: luzrodeles@gmail.com

Introduccion : Las manifestaciones digestivas de
la enfermedad de Chagas cronica (ECC) son
descriptas con poca frecuencia (<3-5%) en
nuestro medio, desconociéndose su prevalencia
real. La destruccién de los plexos autonémicos
por accién parasitaria y respuesta T-citotéxica son
los principales mecanismos involucrados. Asi
mismo, se han descripto autoanticuerpos que
mediante mimetismo molecular entre proteinas
parasitarias y los receptores adrenérgicos,
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podrian contribuir a su fisiopatogenia. Nos
propusimos evaluar la casuistica de megacolon
chagasico (MGC) en una serie de pacientes
ambulatorios y correlacionar estos hallazgos con
la presencia de anticuerpos adrenérgicos.
Materiales y Métodos : Estudio observacional,
transversal. Se incluyeron adultos con ECC desde
01/02/2015 a 01/02/2016 a los que se realizo
anamnesis y examen fisico, solicitAndose otros
estudios complementarios acorde a clinica
(radiografia de abdomen, videoendoscopia
digestiva baja). Los anticuerpos dirigidos contra
los receptores Bl y B2 adrenérgicos se
determinaron por ELISA indirecto, expresandose
sus resultados como IDO (indice de densidad
Optica) del valor promedio de los controles
negativos +2 DS. Resultados : Se incluyeron
64 pacientes con ECC de 46+11 afios, siendo 42
(66%) de sexo femenino. 14 (21%) refirieron sufrir
constipacion crénica, diagnosticAandose MGC en 8
(12%) de ellos por radiografia de abdomen y
videoendoscopias digestivas bajas negativas para
otras causas de obstruccién. No se encontrd
diferencias segun el sexo ni referencia a otros
sintomas como disfagia. Respecto a los
anticuerpos estudiados, se encontraron mayores
niveles anti-B2 en los pacientes con MGC [1,37
(1,2-1,92) vs 1,05 (0,87-1,25) p=0,009].
Concordantemente, para el diagndstico de MGC,
dichos anticuerpos presentaron un area bajo la
curva de 0,798 (p=0,009), con sensibilidad de
87% y especificidad de 73% con un valor de IDO
anti-g2 de 1,19. Conclusion : En nuestra
muestra hallamos una casuistica de 12% de
megacolon atribuible a ECC a lo largo de un afio,
lo cual plantea la posibilidad de subregistro a nivel
general y escasa exploracion diagnoéstica en
pacientes sintomaticos. Por otra parte, su
presencia se relacion6 a mayores niveles de
anticuerpos contra el receptor B2 adrenérgico,
hallazgo que podria asociarse a que su activacion
favoreceria la disminucion del peristaltismo y el
tono del tubo digestivo. Es necesario continuar
estudios para profundizar estos mecanismos y su
potencial como predictor de MGC.

121 - ALTERACIONES METABOLICAS EN
ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICA:
PERFIL DE INSULINORRESISTENCIA Y
AUTOANTICUERPOS B2 ADRENERGICOS

Luz M Rodeles™, Luz M Peverengo®, Estefania
Prochetto®, Miguel Vicco®, Evelyn Caceres®,
Maximiliano Castro®, Jose | Valenzuela®, Ivan
Marcipar(s), Pablo Arias®

W@E®) gphoratorio de Tecnologia Inmunolégica.
@OD aporatorio de Investigaciones Biomédicas,
Facultad de Ciencias Médicas, Universidad
Nacional del Litoral. ®Laboratorio Central del
Hospital “J. B. lturraspe”, Santa Fe
Departamento de Fisiologia, Facultad de
Ciencias Médicas, Universidad Nacional de
Rosario .

E-mail: luzrodeles@gmail.com

Introduccion: La enfermedad de Chagas croénica
(ECC) se ha asociado a mayor prevalencia de
obesidad y diabetes. Como mecanismo, se ha

demostrado aumento de citoquinas
proinflamatorias. Sin embargo, la respuesta
inmune a T.cruzi ademas, produce

autoanticuerpos dirigidos contra el receptor B2
adrenérgico (anti-B2AR) que podrian contribuir al
desarrollo de dichas alteraciones. Como objetivo,
nos propusimos evaluar la relacién entre el perfil
metabodlico y los niveles de anti-B2AR en
pacientes con ECC, en comparacién con un grupo
control.  Materiales 'y métodos:  Estudio
observacional, transversal, de inclusion
prospectiva. Se estudiaron prospectivamente 63
pacientes con ECC y 24 controles pareados por
edad, sexo e IMC. Se excluyeron aquellos con
diagndstico previo de  diabetes, otras
endocrinopatias, IMC >30, tratamiento para
Chagas o inmunosupresor. Se realizé tolerancia
oral a la glucosa (PTOG) de 75g con muestras a
los 0, 30 y 120 min determinandose glucosa e
insulina plasmaticas. Los niveles de anti-B2AR en
suero fueron medidos por enzimoinmuno ensayo.
Se calcularon parametros de insulinorresistencia
(HOMA-IR), insulinosensibilidad (Matsuda) e
insulinogénesis (indice insulinogénico).
Resultados: Los pacientes con ECC presentaron
mayor indice HOMA-IR [2.78 (1.61-4.38) vs 1.65
(1.33-2.18); p=0.028] en comparacion a los
controles, aunque con menor indice
insulinogénico precoz [1.33 (0.645-2.34) vs 0.623
(0.362-1.24); p= 0.016. No hubo diferencias de
edad, IMC o circunferencia de cintura entre
grupos. Un 65% de los pacientes con ECC fueron
positivos para anti-B2AR (n=39), observandose
mayor HOMA-IR en este grupo que en aquellos
sin anticuerpos [3.82 (1.61- 5.96) vs.1.81 (1.51-
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3.97); p=0.030). A su vez, presentaron menor
indice insulinogénico a los 120 min [0.434 (0.171-
138) vs 199 (0.872-15.4); p=0,001],
correlacionandose negativamente sus titulos con
el indice de Matsuda (Rho=0.352; p= 0.042) y el
indice de disposicion periférica de la insulina
(Rho= -0.423; p= 0.008). Conclusiones: En
nuestra muestra, los pacientes con mayores
niveles de anti-B2AR presentaron un perfil
insulinorresistente con  menor  disposicion
periférica de insulina. Esto podria asociarse a un
posible deterioro funcional de las células
secundario a un aumento sostenido de la
produccion hepética de glucosa. Se continuaran
estudios clinicos y experimentales para precisar la
relevancia patogénica de los anticuerpos anti-
B2AR en las alteraciones metabdlicas detectadas.

122 - ESTUDIO DE LA RESPUESTA INMUNE
GENERADA POR UNA VACUNA BASADA EN
UN FRAGMENTO DE LA TRANS-SIALIDASA
DE Trypanosoma cruzi FORMULADA CON
CAJAS LIPIDICAS

Estefania Prochetto, Carolina Roldan, Daiana
Bertona, Ivdn Bontempi, Miguel Vicco, Luz
Rodeles, Luz Peverengo, Alexia Poato, Ivan

Marcipar, Gabriel Cabrera

Laboratorio de Tecnologia Inmunolégica- FBCB,
UNL.

E-mail: estefiprochetto@hotmail.com

Previamente hemos descripto la proteccion
brindada por un fragmento de la proteina trans-
sialidasa (TSf) de T. cruzi al ser formulada con un
adyuvante desarrollado por nuestro grupo basado
en cajas lipidicas y QuilA (ISPA). Los ratones
inmunizados mostraron mayores niveles de
anticuerpos IgG especificos contra la TSf, mayor
sobrevida que el grupo control frente a un desafio
con T. cruzi y menor parasitemia. El objetivo de
este trabajo fue ahondar en las caracteristicas de
la respuesta inmune generada por la
inmunizacion con TSf-ISPA y luego del desafio
con T. cruzi,

Se inmunizaron ratones hembras BALB/c cada 15
dias con 10 ug de TSf mas 5 ug de adyuvante
ISPA en un total de tres dosis. Como control se
us6 PBS. Una semana después de la ultima
inmunizacion se evalué la DTH (respuesta de

hipersensibilidad retardada) mediante la
inoculacién de 5ug de TSf pura en la almohadilla
plantar. El grupo vacunado mostré un significativo
aumento del grosor de la almohadilla plantar.
(delta mmzDS, n=10 por grupo) PBS: 0,085+0,09;
TSf: 0,56+0,25, p<0,05.

El plasma de los ratones inmunizados se
cocultivé con tripanosomas in vitro para evaluar la
capacidad tripanolitica de los anticuerpos
generados. El recuento de parasitos en camara
de neubauer mostré una disminucion de parasitos
cuando se usO el plasma de los ratones
inmunizados (TSf+) con respecto a los no
inmunizados (control PBS) (n parasitos +DS n=5
por grupo); TSf: 8,5%1,2; Control 11,5+0,8,
p<0,05.

Quince dias después de la Ultima vacunacion, los
ratones fueron desafiados con mil tripomastigotes
de la cepa Tulahuen. A los 21 dias post infeccion
se observg, por citometria de flujo, un aumento de
células CD4 Treg en el bazo de los ratones
infectados y vacunados (Cz+TSf+) en
comparacion de los infectados no vacunados
(cz+) y los no infectados (cz-). (NUmero absoluto
x10°+DS, n=4 por grupo) Cz+: 2,72+0,22; Cz+
TSf+: 3,840,29; Cz-: 2,8+0,33, p<0,05. Todos los
ensayos se realizaron 2 veces con resultados
similares.

En conjunto, estos resultados muestran que la
proteccion brindada por la vacunacion con TSf-
ISPA contra T. cruzi correlaciona con alteraciones
en parametros inmunolégicos relacionados tanto
con la respuesta efectora, DTH y ensayo
tripanolitico, como con cambios en la respuesta
regulatoria, células CD4 Tregs.

123 - PREDICCION BIOINFORMATICA Y
VALIDACION DE NUEVOS EPITOPES DE T.
CRUZI RECONOCIDOS POR LINFOCITOS T
DE PACIENTES CON ENFERMEDAD DE
CHAGAS CRONICA

Gonzalo Acevedo(l), Andrea Ziblat(z), Marisa
Fernandez(s), Yolanda Hernandez(4), Morten
Nielsen®, Karina Gémez®

WE®\NGEBI-CONICET. @BYME-

CONICET.®“INP-ANLIS.®IIB-INTECH-UNSAM.

E-mail: gacevedo@dna.uba.ar
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La respuesta inmune celular cumple un rol central
en el control de la infeccion por Trypanosoma
cruzi. El estudio del repertorio de linfocitos T en
pacientes con enfermedad de Chagas crénica es
de interés fundamental para el desarrollo de
vacunas profilacticas y terapéuticas. El objetivo
de este trabajo fue la identificacién de antigenos
de T. cruzi por examinacién directa de la memoria
inmunoldgica de pacientes con enfermedad de
Chagas cronica, empleando una aproximacion
experimental que combina métodos predictivos in
silico y su validacion in vitro. A partir de las
secuencias de 53 proteinas de T. cruzi anotadas
en la base de datos de inmunoepitopes (IEDB) se
obtuvieron in silico todos los decapentameros
posibles. De entre estos, se seleccionaron
aquellos de secuencia conservada entre las
cepas CL Brenner y Sylvio, y se descartaron
aquellos con solapamiento mayor a 9
aminodcidos con secuencias de H. sapiens. Los
restantes fueron calificados mediante algoritmos
predictivos de afinidad de unién con las moléculas
de CMH de las familias HLA-A y —B prevalentes
en Latinoamérica (MHCPan) y las de HLA-DR
mas frecuentes (MHCPanll). Adicionalmente, se
evalué el grado de promiscuidad de union a las
distintas formas polimorficas de HLA (PopCover).
Los 50 péptidos con mejor puntaje fueron
sintetizados y aleatorizados en 5 mezclas de 10
péptidos cada una, y se utilizaron para desafiar,
mediante ELISPOT para interferon-y, células
mononucleares de sangre periférica de pacientes
con Chagas cronico (15 asintomaticos y 10 con
cardiopatia chagasica cronica). Cuatro individuos
no infectados con el parasito fueron incluidos
como grupo control. Ademas de las mezclas de
péptidos, se usaron como estimulos lisado de T.

cruzi como control positivo de la respuesta
especifica 'y PHA como control positivo
inespecifico. Los péptidos de las mezclas

reactivas fueron evaluados en forma de péptidos
individuales para determinar los potenciales
epitopes inmunogénicos. Se detectaron al menos
4 péptidos capaces de inducir respuesta por
secrecion de interferon-y en células de pacientes,
2 de los -cuales representarian epitopes
completamente novedosos. Se estan realizando
ensayos para caracterizar en detalle el perfil
fenotipico y funcional de la(s) poblacién(es)
celulares responsables de la produccion de esta
citoquina.
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124 - RESPUESTA LINFOPROLIFERATIVA DE
ESPLENOCITOS DE RATONES BALB/C NAIVE
FRENTE AL ANTIGENO TC13TUL DE T. CRUZI

FENOTIPO Y FUNCIONALIDAD DE LAS
CELULAS

Andrea C Bruballa, Laura M Tasso, Patricia A
Garavaglia, M Cecilia Albareda, Gabriela A Garcia

Instituto Nacional de Parasitologia “Dr. Mario
Fatala Chaben”- ANLIS “Dr. Carlos G. Malbran”.

E-mail: lauratasso79@yahoo.com.ar

La infeccion por Trypanosoma cruzi, el agente
etiologico de la enfermedad de Chagas, se
caracteriza por una expansion del bazo debido a
una activacion policlonal de linfocitos B y T
acompafiada de un proceso de apoptosis y
desregulacién de la produccién de citoquinas. Se
han identificado varios factores solubles de T.
cruzi con capacidad de afectar estos procesos y
de modular la respuesta inmune, entre ellos, la
enzima trans-sialidasa (TcTS), miembro del grupo
| de la superfamilia de las trans-sialidasas. En los
ultimos afos, nuestro grupo de trabajo estudié al
antigeno Tc13Tul, perteneciente al grupo IV de la
superfamilia TS, observando un efecto
proliferativo sobre esplenocitos de ratones BALB.
naive, acompafiado por un aumento de las
células en apoptosis temprana. Estos datos
sugieren la participacion de Tcl3Tul en la
respuesta inmune innata contra el parasito. Para
caracterizar las poblaciones linfocitarias
involucradas en la proliferacién, los esplenocitos
tefiidos con CFSE y estimulados durante 72 hs
con el antigeno recombinante MBP-Tc13Tul (o
MBP como control) se marcaron con anticuerpos
fluorescentes especificos contra las moléculas de
superficie CD19 y CD3 a fin de identificar
linfocitos B y T, respectivamente, por citometria de
flujo. El antigeno Tc13Tul indujo un aumento
significativo en el porcentaje de células en
division en la poblacién de linfocitos CD19+ en
comparacion con la proteina control MBP (12,9 +
0,2828 % con MBP-Tc13Tul vs 1,505 + 0,3465 %
con MBP; p<0,0001). Por otro lado, el porcentaje
de células CD3+ en division fue similar en ambos
casos (13,60 = 2,404 % con MBP-Tc13Tul vs
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19,10 + 0,1 % con MBP). El efecto proliferativo de
los linfocitos B inducido por Tc13Tul se inhibié por
el agente inmunosupresor ciclosporina A,
sugiriendo que podria ser un efecto T-
dependiente. La estimulacién de los esplenocitos
naive con Tcl3Tul produjo un aumento
significativo de 1gG en los sobrenadantes
comparado con el control (16,26 + 5,213 pg/ml
con MBP-Tc13Tul vs. 3,57 + 1,848 pg/ml con
MBP; p<0,05). También evaluamos la produccién
de IL17 en los sobrenadantes de los esplenocitos,
dado que estd documentado que la TcTs induce
produccion de IL-17 por linfocitos B activados; sin
embargo, no detectamos la secrecion de esta
citoquina en las células estimuladas con Tc13Tul.
Estos resultados indican que el antigeno Tc13Tul
actuaria favoreciendo la evasion del sistema
inmune a través de la activacion policlonal de
células B y secrecion de IgG inespecifica.

125 - LA COMPOSICION DE ACIDOS GRASOS
DIETARIOS DETERMINA EL GRADO DE
ESPLENOMEGALIA EN RATONES CON
INFECCION SUBPATENTE POR Trypanosoma
cruzi

Marina A Beladelli, Maria J Moreira Espinoza,
Garrett M Gardner, Cintia M Diaz Lujan, Maria F
Triquell, Luciana Mezzano, Evangelina Benizio,
Ricardo E Fretes, Mariana Piegari

Céatedra de Biologia Celular, Histologia vy
Embriologia. Universidad Nacional de Cérdoba-
Instituto de Biologia Celular- INICSA.

E-mail: marianapiegari@hotmail.com

La esplenomegalia es sintoma temprano comudn
frente a T.cruzi. En ratones infectados el bazo fue
el 6rgano mas comprometido y su remocion
asociada a aumento de mortalidad. El
componente inflamatorio, dependiente en parte
de lipidos dietarios, podria jugar un rol en el
incremento del peso esplénico y la defensa
temprana. Objetivo: determinar en ratones con 15
dias de infeccion por T. cruzi el efecto de
diferentes aportes lipidicos dietarios en presencia
y grado de esplenomegalia e infiltrados
inflamatorios. Ratones hembra C3H, alimentadas
3 meses con dietas (D) con 10% de aceite de
Maiz-control, Oliva-fuente &acidos grasos w9,
Chia-acidos grasos w3 y Coco-acidos grasos
saturados; y D con 25% aceite de Coco. Se

infectaron con 3000 trypomastigotes (Tulahuen),
via intraperitoneal. Infectadas(n=36) y sin
infectar(n=38). Sacrificio: 15 dias infeccion. Se
evalu6 parasitemia, ADN parasitario (PCR
musculo esquelético), esplenomegalia (medida
con: Peso esplénico. indice de peso esplénico en
peso animal total [IPE]. Y porcentaje de aumento
de peso esplénico), grado de esplenomegalia y
microscopia optica de bazo, higado, musculo
esquelético y cardiaco. Estadistica pruebaT. Se
observé infeccion subpatente con parasitemia
negativa y PCR positivo. Animales sin infeccién D
Coco25% presentaron IPE mayor que Maiz
(p=0,0304). Animales infectados mostraron
esplenomegalia (peso esplénico e IPE) vs sin
infectar (p<0,01). Porcentaje de variacion de IPE
significativamente menor en animales Chia,
Coco10% y Coco25% vs Maiz. Animales D Maiz
con grados de esplenomegalia significativamente
mayores que Chia, Cocol0% y Coco25%. La
esplenomegalia, implic6 aumento cualitativo
proporcional de pulpa blanca. Animales infectados
presentaron incipientes focos inflamatorios
mononucleares en los 6rganos estudiados, sin
diferencias dietarias.A 15 dias de infeccion por
T.cruzi se observé esplenomegalia marcada y
presencia de infiltrados mononucleares en
organos aln en ausencia de parasitemia. Los
lipidos dietarios modificaron el grado de
esplenomegalia, quizas por su participacion en
procesos inflamatorios. Es preciso profundizar el
estudio de los cambios histolégicos en bazo para
detectar si las diferencias cualitativas se
corresponden con cuantitativas y su correlacionan
con dietas. Asi como ahondar en la investigacion
para relacionar los cambios esplénicos con
posibles diferencias en progresion de la
enfermedad o transmision de chagas congénito

quiza indicativos de modos de intervencion
temprana.

126 - EVALUACION DE LA RESPUESTA
CELULAR Y HUMORAL FRENTE AL

TRATAMIENTO COMPLETO E INCOMPLETO
CON BENZNIDAZOL EN PACIENTES CON
ENFERMEDAD DE CHAGAS CRONICO

Castro Eiro Melisa D.?, Alvarez MG®, Viotti R®,
Cooley G*, Bertocchi G®, Lococo B®, Albareda
MC(7), César G(S), Tarleton RL(Q), Laucella SA®°
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Una de las principales limitaciones en el
tratamiento de la infeccion crénica con T.cruzi es
la aparicion de efectos adversos, con una tasa de
suspension aproximada de entre el 17 y 30 % en
pacientes tratados con benznidazol. Como
pudimos ver previamente, algunos pacientes con
esquema incompleto de tratamiento con esta
droga, debido a la aparicion de efectos adversos,
pueden alcanzar la seronegatividad. Se ha
mostrado ademas que un porcentaje de ratones
que reciben esquemas acortados de tratamiento
alcanzan la cura parasitologica. Sin embargo, los
factores que determinan la efectividad del
tratamiento en esguemas cortos son aun
desconocidos. El objetivo de este trabajo es
comparar la evolucién de la respuesta celular y
humoral en pacientes con Chagas crénico que
recibieron el tratamiento completo o incompleto
con benznidazol. Se incorporaron 70 pacientes
adultos, veintitrés de ellos recibieron tratamiento
incompleto con benznidazol debido a la aparicion
de efectos adversos, con una media de
tratamiento de 10 dias. El efecto adverso mas
comun fue la aparicion de exantema
maculopapular. La presencia de anticuerpos
especificos para T. cruzi fue evaluada por los
tests de serologia convencional, tanto para los
pacientes con esquema completo e incompleto de
tratamiento con benznidazol y que fueron
seguidos por al menos 24 meses. Los anticuerpos
especificos para T. cruzi disminuyeron
significativamente en pacientes con tratamiento
incompleto pero la disminucion fue mas lenta que
la observada luego de un esquema completo. La
seroconversién a valores negativos de 2/3 o 3/3
pruebas en pacientes con esquema incompleto
de tratamiento fue registrada en 3 de 23 pacientes
en un rango de seguimiento de 36 a 120 meses
luego del tratamiento. La cantidad de linfocitos T
productores de IFN-y medida por ensayos de
ELISPOT disminuyeron significativamente tanto
en pacientes con tratamiento incompleto como
con tratamiento completo. Estos hallazgos
confirman y expanden nuestros estudios previos
mostrando que ciertos indicadores potenciales de
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cura pueden observarse en pacientes que reciben
esquemas abreviados de tratamiento con
benznidazol. Sin embargo, es necesario un mayor
tiempo de seguimiento para encontrar cambios
significativos en la respuesta humoral especifica
contra el parasito.

127 - INFECCION POR Trypanosoma cruzi :
ROL DE LAS CITOCINAS PRO-
INFLAMATORIAS EN LA SINTESIS DE
ESTEROIDES ADRENALES EN UN MODELO
DE INFECCION EXPERIMENTAL

Eduardo Roggero(l), Esdras da Silva Oliveira

Barbosa®,  Florencia  Gonzales®,  Oscar

Bottasso™, Ana R Pérez®, Silvina R Villar®

Universidad Abierta
®nstituto de Inmunologia
de Rosario (IDICER-

WOCAECIHS,
Interamericana.
Clinica y Experimental
CONICET-UNR).

(B4

E-mail: villar@idicer-conicet.gob.ar

Las citocinas son mediadores implicados en la
comunicacion inmuno-endocrina. TNF-a e IL-6
estimulan a nivel de hipotalamo e hipdfisis a
liberar la hormona adenocorticotrofina (ACTH), la
que actlua sobre los receptores de ACTH (MC2R)
en la corteza adrenal para inducir la secrecién de
glucocorticoides (GC). Durante décadas, las
concentraciones elevadas de cortisol plasmatico
fueron atribuidas a la estimulacion de la glandula
adrenal mediada por ACTH. Actualmente se han
postulado posibles vias ACTH-independiente que
contribuyen al aumento de GC en situaciones de
estrés agudo. En la glandula adrenal, las citocinas
pro-inflamatorias podrian estar implicadas en una
via independiente de sintesis de GC sefializada
por la proteina Epac2. Previamente observamos
gue la infeccién por T. cruzi en ratones induce un
aumento de GC, los que se independizan de
ACTH al dia 17 post-infeccién (pi). Por este
motivo, nuestro objetivo fue estudiar en nuestro
modelo experimental el comportamiento de la
secrecion de ACTH y GC sistémicos y la
expresion adrenal de MC2R y Epac?2 a diferentes
tiempos pi. Se utilizaron ratones C57BL/6 (n=5-6
grupo/dia) infectados con 200 parasitos vy
sacrificados a los dias 7, 14 y 17 pi (Tc7, Tcld y
Tcl7). En paralelo se proces6é un grupo control
(Co). Por citometria de flujo se determinaron las
citocinas séricas TNF-a, INF-y e IL-6 y por ELISA
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los niveles de GC y ACTH. A nivel adrenal se
evalué Epac2 por western blot y MC2R mediante
inmunohistoquimica (ImageJ). *p<0,05 vs Co;
&p<0,05 vs Tcl4. En el grupo Tc, TNF-q, INF-y e
IL-6 aumentan respecto del grupo Co (*p<0,05 en
todos los casos). En los animales Tc, los GC
aumentan progresivamente (GC
pg/dL=Co0:3.1+1.3;Tc14:12.3+10.7%;
Tc17:37.6+4.1*,&). Los niveles de ACTH presenta
un pico al dia 11 pi, luego su concentracién decae
no mostrando diferencias entre Tc17 y Co (ACTH
pg/mL= Co0:32.5+3.6; Tcl4: 46.2+5.9*; Tcl7:
22.8+4.7*,&). La expresion de MC2R es maxima
en Tcl4 y disminuye en el grupo Tcl7 sin alcanzar
los niveles basales. La expresion de Epac2 en el
grupo Tc aumenta en todos los tiempos respecto
del grupo Co (p global<0,05). Nuestros resultados
sugieren que el incremento en los niveles de GC
sistémicos podrian en parte estar mediados
inicialmente en el tiempo por la clasica activacion
del eje hipotalamo-hipdfisis-adrenal. Asimismo, la
secrecion tardia de GC (Tcl7) se independiza de
los niveles de ACTH, pudiendo ser mediada en
parte por la via que involucra a Epac2.

128 - EVALUACION DE LAS HSP90 DE
PLANTAS COMO ADYUVANTE DE ANTIGENOS
VACUNALES CONTRA TOXOPLASMA GONDII

Edwin F Sanchez Lépez, Romina M Albarracin,
Valeria Sander, Mariana G Corigliano, Marina
Clemente

Laboratorio de Biotecnologia Vegetal. IIB-

INTECH, CONICET-UNSAM.
E-mail: esanchez@intech.gov.ar

Previamente, demostramos que las proteinas
Hsp90 de plantas podrian incorporarse como
adyuvantes en vacunas que requieran de una
respuesta Thl para conferir inmunidad. En este
trabajo, evaluamos a las proteinas Hsp90 de
plantas como carriers/adyuvantes del antigeno
SAG1 de Toxoplasma gondii para la modulacién
de la respuesta inmune murina, en el modelo de
toxoplasmosis. SAG1 es una proteina abundante

en taquizoitos de T. gondii y altamente
inmunogénica que contiene epitopes
estructurales para células T y B bien

caracterizados, que generan respuesta de tipo
celular y humoral, respectivamente. La region que
codifica para la proteina madura de SAGl

(SAGIm) y un péptido que va desde el
aminoacido 221 al 322 (SAG1HC) conteniendo
los epitopes T y B, se clonaron en marco con la
proteina Hsp90.3 de Nicotiana benthamiana
(NbHsp90.3). Luego, se purificaron las proteinas
de fusibn recombinantes expresadas en
bacterias: NbHsp90.3-SAG1m y
NbHsp90.3-SAG1HC, las cuales se usaron para
inmunizar ratones C57BL/6. Como grupos control
se utilizaron las proteinas SAG1m y NbHsp90.3
solas y la mezcla de ambas. Se evalu6 la
respuesta humoral y se observé que todos los
grupos de ratones inmunizados con la proteina
SAG1m mostraron una produccién significativa de
anticuerpos anti-SAG1 respecto a los grupos
control (NbHsp90.3 y PBS). Interesantemente, se
observaron diferencias en el perfil de los isotipos
de inmunoglobulinas producidas en los ratones
inmunizados con las distintas formulaciones.
Mientras los grupos NbHsp90.3-SAG1m o
NbHsp90.3-SAGI1HC  mostraron un  perfil
asociado a una respuesta tipo Thl; los ratones
inmunizados con la mezcla de ambas proteinas
mostraron un perfil compatible con una respuesta
mixta Th1/Th2. Finalmente, la inmunizacion con la
proteina SAG1m sola mostré un perfil asociado a
una respuesta tipo Th2. Por otro lado, se realizo
un ensayo de proteccién donde se observd que
todas las formulaciones vacunales que
combinaron el uso de la proteina NbHsp90.3 con
el antigeno SAG1, ya sea como fusion o mezcla,
indujeron una reduccién de hasta el 44% en la
formacién de quistes de parasitos en cerebro. Por
lo tanto, consideramos que el perfil diferencial en
la produccién de anticuerpos explicaria, en parte,
la proteccibn observada en los ratones
inmunizados ya que una respuesta protectiva
efectiva contra T. gondii se correlaciona con una
respuesta inmune tipo Thl, la cual estaria
determinada por el uso de la proteina NbHsp90.3
como carrier/adyuvante.

129 - ESTUDIO DE LA PARTICIPACION DE
GALECTINA-8 DURANTE LA INFECCION CON
Trypanosoma cruzi

Adriano Bertelli®, Pablo Ruiz Diaz @, carla
Pascuale®, Henan Garcia Rivello ®, Oscar

Campetella®, Susana M Leguizadn ©
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Las galectinas (Gals) son lectinas animales
solubles que se caracterizan por poseer dominios
de reconocimiento a carbohidratos (CRD) con
afinidad por p-galactosidos. Las Gals son
expresadas por células de 6rganos linfoides y por
gran cantidad de otros tipos celulares. Las
funciones mejores caracterizadas son a nivel
extracelular, donde las Gals se unen a glicanos
modulando asi la fisiologia celular tal como la
adhesion. Ademéas tanto a nivel extra como
intracelular, actdan regulando la expresion de
citoquinas, apoptosis, migracion, inflamacion,
proliferacion, etc. Se clasifican en base a su
estructura en 3 grupos: prototipo; quimera, y
tandem repeat. Las Ultimas poseen dos CDR
unidos por un péptido linker (ej Galectina—8). Las
diferentes isoformas de Gal-8, estan definidas por
la longitud del péptido linker. Gal-8 esta
ampliamente distribuida en diferentes tejidos y es
secretada al medio extracelular actuando de
modo autécrino o paracrino. No existen
antecedentes de su participacion durante la
infeccion con Trypanosoma cruzi. La superficie
del parasito esta cubierta por mucinas
relacionadas con eventos de invasion y evasion
asi como en procesos de adhesion y migracion.
Dado que las Gals estan involucradas en estos
procesos asi como también en la modulacién del
sistema inmune, el objetivo de este trabajo fue
analizar la participacion de Gal-8 en la infeccién
con T. cruzi en un modelo de infeccién cronica en
ratones macho C57BL/6J WT y Gal-8 KO. Se
evalu6é produccion de citoquinas y proliferacion
celular en ambos grupos infectados mediante
cultivos de esplenocitos. Ademas, se realizé la
fenotipificacion de poblaciones B y T por
citometria de flujo. Llamativamente los animales
Gal-8KO infectados presentaron un mayor
desarrollo de esplenomegalia. La ausencia de
Gal-8 no afectd las poblaciones TCD4+ ni TCD8+
en contraste con las poblaciones B220+ y CD19+
que estaban significativamente disminuidas.
Paralelamente observamos un aumento en la
poblacion CD138+ y la produccion de IL-6
también se encontré incrementada. En este
contexto, la proliferacion de esplenocitos de
Gal-8KO fue mayor respecto a los animales WT
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infectados. Estos resultados  estan en
concordancia con la evaluacién histol6gica, en la
que se observé un aumento de foliculos
secundarios con centros germinales enriquecidos
en células plasméticas. La ausencia de Gal-8
durante la infeccion crénica favoreceria entonces
un shift en el desarrollo B hacia células
plasmaticas.

130 - 15-DEOXI-DELTA12,14
PROSTAGLANDINA J2 ATENUA LA INJURIA
HEPATICA ASOCIADA A LA INFECCION POR
Trypanosoma cruzi

Federico Nicolas Penas, Agata Cevey, Sofia Siffo,
Gerardo A Mirkin, Nora B Goren

IMPaM-UBA, CONICET.
E-mail: federicopenas@hotmail.com

La etapa aguda de la infeccién con Trypanosoma
cruzi (Tc), va acompafiada por procesos
inflamatorios en diversos érganos. La afectacion
visceral incluye al higado, donde se observa un
intenso parasitismo de las células de Kuppfer y
lesiones inflamatorias focales. El interés por la
interaccién entre Tc y el higado, radica en el
hecho de que este o6rgano controla el
metabolismo de lipidos, hidratos de carbono y
proteinas, y por consiguiente, la integridad de la
salud del huésped. 15-deoxi-delta 12,14
prostaglandina J2 (15d), ligando natural del
receptor PPARy que interviene en el metabolismo
de lipidos y carbohidratos, ha sido implicada en la
regulacion de la inflamacion. Trabajos previos de
nuestro grupo demuestran que 15d modula la
respuesta inflamatoria cardiaca en ratones
infectados con Tc, por mecanismos dependientes
e independientes de PPARYy. En este trabajo nos
propusimos estudiar el papel de 15d sobre el
restablecimiento de la funcién y reduccién de la
inflamacion hepatica en un modelo agudo de
Chagas experimental. Ratones BALB/c fueron
infectados con la cepa RA de Tc y tratados
diariamente con 15d. Primero, determinamos que
15d no modifica la parasitemia, el parasitismo
hepatico, ni el peso de los ratones (P>0,05).
Ademas, este agonista no afecta los niveles de
expresion de PPARYy en el higado de los ratones
infectados (gPCR, P>0,05). Estudios en cortes
histolégicos demostraron que 15d reduce la
magnitud de los infiltrados inflamatorios y no
modifica el nimero de nidos de amastigotes.
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Ademaés, 15d reduce la fibrosis hepatica. El
tratamiento reduce los niveles de expresién de
TNF-q, IL-6 e IL1-B (QPCR, P<0,05), asi como la
expresion de NOS2 y MMP2 (Western blot (Wb),
P<0,05). La mejora en los parametros
inflamatorios se correlaciond con la restauracion
del indice de De Ritis (GOT/GPT) a valores
normales (Tc vs. control, P<0,05; Tc+15d vs
control, P>0,05). EIl tratamiento disminuye la
expresion del ARNm del factor de crecimiento de
tejido conectivo (CTGF) y TGF-B, y aumenta la
expresion de IL-10 (qPCR, P<0,05). Con el objeto
de estudiar si 15d o PPARYy actldan a través de la
via de NF-kB, se evalud su activacion en el tejido
hepatico. Observamos, que el tratamiento inhibe
la translocacion de la subunidad p65 de NF-kB al
nucleo (Wb, EMSA, P<0,05). En conclusién,
demostramos que 15d, agonista natural de
PPARYy, es capaz de reducir significativamente la
respuesta inflamatoria, la fibrosis y marcadores
enzimaticos de dafio hepatico en ratones
infectados con Tc.

131 - RECOMBINANT TcP21 AS POTENTIAL
ADJUVANT FOR Trypanosoma cruzi
VACCINES BASED ON LIVE ATTENUATED

PARASITES
Cecilia Perez Brandan®, Andrea Mesias®

L Teixeira(s), Claudio Vieira da Silva®

, Thaise

Oinstituto de Patologia Experimental- CONICET-
Universidad Nacional de Salta. @Instituto de
Patologia Experimental- CONICET- Universidad
Nacional de Salta, Argentina. @@ instituto  de
Ciéncias Biomédicas - Universidade Federal de
Uberlandia, Brasil.

E-mail: cecilia.perezbrandan@conicet.gov.ar

In the last years, vaccine research against
Trypanosoma cruzi has gained renew attention
due, mainly, to the advances in vaccine
technology and to economic models predicting
that a therapeutic or prophylactic vaccine would
be useful as an additional tool to control Chagas
Disease in endemic areas. Several parasite
antigens as well as DNA plasmids administered
alone or in recombinant bacteria or virus as a
delivery system have been evaluated showing
promising results for further vaccine development.
TcP21 is a ubiquitous secreted protein of T. cruzi
and its role during parasite cell invasion is not

completely understood yet. However, recombinant
TcP21 promotes parasite cell invasion and acts as
a phagocytosis inducer by activating actin
polymerization. Our goal was to study the
immunogenicity and protective efficacy of the
recombinant protein TcP21 in a mouse model of T.
cruzi infection. For this purpose groups of mice
were intraperitoneally vaccinated with the
recombinant protein emulsified in saponin, given
alone or in combination with live attenuated
parasites, which have already demonstrated to
induce a strong protective effect. Three weeks
later, mice were given a similar booster vaccine.
Four weeks after the last immunization, animals
were challenge with a lethal dose of T. cruzi
parasites. During the immunization period sera
samples were collected for parasite specific 1gGs
and 1gGs subtypes quantification and cytokines
detection. Spleen was removed for lymphocytes
isolation and further proliferation assays and
cytokine production determination. After
challenge, parasite load was recorded twice a
week. Our results showed that when administered
alone, recombinant TcP21 does not confer
protection against a lethal challenge; however,
when TcP21 is formulated with live attenuated
parasites the protective capacity seems to be
improved compared to the one obtained by
immunization with live attenuated parasite alone.
So far these results create the impression that
recombinant TcP21 per se is not a good inducer of
a protective response, nevertheless its incipient
adjuvant properties leave the possibility to further
evaluate this protein in view of generating new
multicomponent vaccine formulations. This work is
supported by Agencia Nacional de Promocion
Cientifica y Técnica.

132 - EVALUACION DEL ANTIGENO
TRIPARREDOXINA PEROXIDASA CITOSOLICA
DE Trypanosoma cruzi COMO CANDIDATO
VACUNAL Y DE DIAGNOSTICO PARA LA
ENFERMEDAD DE CHAGAS
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E-mail: alexiapoato@gmail.com

La Triparredoxina Peroxidasa citosolica (CPX) de
Trypanosoma cruzi, es un enzima clave del
sistema dependiente de T(SH)2 de dicho parasito.
Este sistema participa en el mecanismo de
defensa contra las especies reactivas de oxigeno
(ROS) presentes en los fagosomas durante la
infeccion, siendo clave para la supervivencia del
parasito. La elevada sobreexpresion de la CPX
durante la infecciébn, como asi también, la
inexistencia de dicho sistema en mamiferos, la
convierte en un candidato, para ser evaluado en
tanto en vacunas como en diagnostico.

Para evaluarla como candidato vacunal, grupos
de ratones Balb/c (n=5) fueron inmunizaron con
tres dosis cada 15 dias de la siguiente manera:
CPX-ISPA: CPX (10 ug) + ISPA (5 ug, un
adyuvante desarrollado por nuestro grupo basado
en liposomas y QuilA); CPX-AF: CPX (10 ug)
emulsionada con el adyuvante de Freund; CPX:
CPX (10 ug) sin adyuvante y un grupo control
PBS. La inmunizacion generd altos niveles de
anticuerpos especificos previo al desafio con el
antigeno CPX (P<0,05 grupos CPX-ISPA, CPX-
AF, CPX vs preinmune, Mann-Whitney). Ademas
se obtuvo una relacién 1gG2a/lgG1l mayor a 1
para los grupos CPX-ISPA, CPX-AF. Del andlisis
de la reaccién de hipersensibilidad retardada
(DTH), Unicamente el grupo CPX-ISPA presenté
diferencias significativas con el grupo control
(P<0,01; CPX-ISPA vs otros grupos, Mann-
Whitney). 15 dias de la ultima inmunizacién los
grupos de ratones fueron desafiados con mil
parasitos de la cepa Tulahuen. Los grupos no
presentaron diferencias significativas en la
parasitemia, ni en la sobrevida aunque el grupo
CPX-ISPA presentd un retraso en la curva de
mortalidad de dos semanas con respecto al
control.

El desempefio para diagnostico se evalud
mediante ELISAS indirectos. Se optimizaron las
condiciones del ensayo y luego se evalu6 frente a
un panel de sueros positivos y negativos (n=20),
caracterizado por ELISA y HAI comerciales. La
especificidad y sensibilidad obtenida fue del 94 %
y 47 % respectivamente, siendo correlacion
kappa de 0,68 (Considerable). Concluimos que la
enzima CPX, present6 elevada especificidad pero
débil sensibilidad para ser usada como proteina
de diagnostico. Como candidato vacunal no

generd proteccion aunque se destaca el retardo
en el inicio de la infeccién, parametro que puede
ser discutido como de potencial utilidad para ser
coevaluada junto a otros candidatos en una
formulacién multicomponente.

133 - T. CRUZI POLARIZACION DE LA
RESPUESTA MACROFAGICA M1/M2 POR
LIPIDOS DE AMASTIGOTES INTACTOS Y
LISADOS DE DOS CEPAS DE
COMPORTAMIENTO BIOLOGICO POLAR

Emanuel Bott, Federico N Penas, Ivanna E
Carfagna, Estela M Lammel, Guadalupe
Gimenez, Nora B Goren, Maria L Belaunzaran

Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica
(IMPaM,UBA-CONICET).

E-mail: parasitodife @yahoo.com.ar

Demostramos previamente que durante la lisis de
amastigotes (AMA) de T.cruzi (cepas RA letal y
K98 no letal) se degradan lipidos endégenos con
generacion de lipidos bioactivos que participarian
en procesos inflamatorios. Los macréfagos,
primera linea de defensa en el control de las
infecciones, pueden clasificarse en fenotipos M1
(activacion clasica) y M2 (activacion alternativa),
los que representan dos extremos en el espectro
de activacion. El control de la infeccién por T.cruzi
requiere la generacion de una respuesta con perfil
Thl, con activacion clasica de macrofagos
dependiente de IFNy aunque este protozoario es
capaz de evadir la respuesta inmune. En el
presente trabajo analizamos marcadores M1/M2
de activacién en macroéfagos peritoneales murinos
estimulados con lipidos totales (LT) de AMA RA 'y
K98, intactos y lisados. Los LT de K98 intactos
estimularon una mayor produccion de Oxido
nitrico, expresién de Oxido nitrico sintetasa
inducible (INOS) vy secrecion de TNF-alfa
(marcadores M1) con respecto a los de K98
lisados. En el caso de los LT de RA intactos, los
niveles de ON, iINOS y TNF-alfa fueron mayores
que el ctrl., pero menores que los obtenidos con
LT de K98 intactos, observando un efecto
inhibitorio con LT de RA lisados. En relacion a
cuerpos lipidicos (CL), el incremento de su
nimero durante las infecciones se correlaciona
con la formacion de eicosanoides a través de
enzimas formadoras de estos mediadores
lipidicos tales como ciclooxigenasa-2 (COX-2) y
con la regulacién de las actividades iINOS vy
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arginasa. Los LT de K98 y RA intactos indujeron
la formacion de CL, mientras que los LT de K98 y
RA lisados tuvieron un efecto inhibitorio. En
relacion a COX-2, los LT de K98 intactos
indujeron sus mayores niveles de expresién. Con
respecto a la citoquina antiinflamatoria 1L-10, se
determiné que los LT de K98 lisados indujeron los
mayores niveles de esta citoquina (Elisa) y de
ARNmM [IL-10 (PCR en tiempo real). Mas aun, los
LT de K98 lisados fueron capaces de inducir
actividad Arginasa. Analizamos ademas otros
marcadores M2, por PCR en tiempo real,
observando diferencias en la expresién de
Receptor de manosa, YM y FIZZ1 con los
diferentes estimulos. Estos resultados indican que
los AMA de las cepas RA y K98, intactos/lisados,
poseen lipidos bioactivos que modularian
diferencialmente la respuesta inflamatoria en
macrofagos, pudiendo contribuir en distinto grado
a la patogenia de la Enfermedad de Chagas.
Financiado por UBA/CONICET

134 - LEISHMANIA BRAZILIENSIS:
POLARIZACION DE LA RESPUESTA
MACROFAGICA M1/M2 POR LIPIDOS DE
PROMASTIGOTES Y AMASTIGOTES
INTACTOS Y LISADOS

Ivanna E Carfagna, Federico N Penas, Emanuel
Bott, Estela M Lammel, Nora B Goren, Maria L
Belaunzaran, Guadalupe Gimenez

Instituto de Microbiologia y Parasitologia Médica
(IMPaM,UBA-CONICET).

e-mail: parasitodife@yahoo.com.ar

Leishmania spp. es un parasito intracelular
transmitido por flebétomos. Los promastigotes
(PRO) infectan macréfagos en huéspedes
vertebrados, donde se multiplican como
amastigotes (AMA). En Argentina, se ha
detectado la coexistencia de L.braziliensis,

L.guyanensis y L.amazoniensis, principales
agentes causales de leishmaniasis cutanea
humana. La limitacion de la infeccién inicial

depende de la activacién de la inmunidad innata y

existe evidencia del importante rol
inmunomodulador que cumplen los lipidos de los
microorganismos en este  proceso. Los
macréfagos  constituyen  un  grupo  muy

heterogéneo con multiples funciones dando lugar
a su clasificacion en fenotipos M1 (activacion

clasica) y M2 (activacion alternativa), dos
extremos en el espectro de activacion. En
estudios previos hallamos diferencias

cuantitativas en la composicion lipidica de PRO y
AMA de L. braziliensis intactos, asi como también
modificacién de sus perfiles lipidicos durante la

lisis parasitaria, con generacion de lipidos
bioactivos que participarian en procesos
inflamatorios. Determinamos que los lipidos

totales de AMA lisados, indujeron en macrofagos
J774 una mayor liberacion de 6xido nitrico (ON) y
expresién de la enzima inflamatoria
ciclooxigenasa-2, seguidos por los lipidos de AMA
intactos y en menor medida los lipidos de PRO
intactos y lisados. El control de la infeccién por
Leishmania spp. requiere la generaciéon de una
respuesta con perfil Thl, con activacion clasica de
macrofagos dependiente de IFNy aunque este
protozoario ha desarrollado diversas estrategias
para evadir la respuesta inmune. En el presente
trabajo hemos determinado en macrofagos
peritoneales murinos que los lipidos de PRO
intactos de L.braziliensis fueron capaces de
inducir una alta actividad y expresién de Arginasa
(marcador M2), seguidos por los lipidos de PRO
lisados y AMA intactos y en menor medida los de
AMA lisados. En relacion a la induccion de ON y
expresion de Oxido nitrico sintetasa inducible
(iNOS) (marcador M1), los lipidos de los AMA
lisados fueron los que indujeron la mayor
respuesta, seguidos por los lipidos de AMA
intactos y PRO lisados y por ultimo los de PRO
intactos. Ademas, analizamos otros marcadores
M2, por PCR en tiempo real, observando
diferencias en la expresién de ARNm de IL-10,
Receptor de manosa, FIZZ1 e YM por los
diferentes estimulos. Los presentes resultados
indicarian que los lipidos de PRO y AMA
participarian en la modulacion de la respuesta
macrofagica. Financiado por CONICET.

135 - HIGH-DENSITY TILING PEPTIDE ARRAYS
COVERING THE COMPLETE Trypanosoma
cruzi PROTEOME FOR THE IDENTIFICATION
OF NEW CHAGAS DISEASE ANTIGENS AND
EPITOPES

Leonel Esteban Bracco, Santiago J Carmona,
Fernan Aglero

IIB-INTECH - UNSAM - CONICET.
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E-mail: Ibracco@iib.unsam.edu.ar

The full set of antibody (B-cell) specificities
associated with the response to a natural infection
remain largely unexplored. We have developed a
highly-multiplexed discovery platform based on
next-generation high-density peptide microarrays
and have demonstrated for the first time its
potential to simultaneously identify and finely map
hundreds of B-cell epitopes from a complex
natural human infection (Carmona SJ et al 2015).
We will next use this platform to obtain a complete
map of the antibody specificities developed during
chronic infections with Trypanosoma cruzi
(Chagas Disease). For this we developed a
bioinformatics pipeline written in R and Perl for
designing peptide array sets that in concert can
display all 15mer peptides in a proteome of
interest. Through optimization of the amount of
overlap between peptides to obtain the
corresponding tiling representations, and through
reduction of redundancy to minimize the number
of repeated peptides, we were able to obtain a
complete representation of our pathogen
proteome while reducing significantly the array
space required. Each array sector also contain
random sequences to estimate the array signal
baseline (negative control), as well as positive
controls (known antigens). In this presentation, we
will briefly summarize the use of the high-density
peptide arrays for immune profiling of B-cell
antigens and epitopes and will discuss the new
peptide array designs for whole proteome epitope
profiling.

136 - ESTUDIO DEL ROL DE LA CICLOFILINA
D DEL HOSPEDADOR MAMIFERO EN LA

INFECCION EXPERIMENTAL CON
Trypanosoma cruzi
Patricia L Bustos™, Natalia A Milduberger®, Alina

E Perrone®, Luz Piedad Quebrada Palacio®,

Miriam Postan®, Jacqueline Bua®

WE|NP Dr. Mario Fatala Chabén. ®INP Dr. Mario
Fatala Chabén; UAI. @OINP Dr. Mario Fatala
Chabén; CONICET. ®INNP Dr. Mario Fatala
Chabén; CONICET; UAL.

E-mail: pato54mar@yahoo.com.ar

Las ciclofiinas son enzimas chaperonas
presentes en todos los eucariotas y algunos

procariotas. La ciclofilina D (CyPD), de
localizacion mitocondrial, estd especialmente
relacionada con los procesos de muerte celular ya
que participa activamente en la apertura del poro
de transicion de la permeabilidad mitocondrial
(mPTP), liberando factores pro-apoptéticos al
citoplasma celular. La Ciclosporina A, inhibidor
natural de las ciclofilinas, se une a la CyPD
impidiendo la apertura del mPTP, con un efecto
de proteccién ante la muerte celular regulada.
Estos estudios, ya descriptos para otras
patologias, no han sido aln realizados para los
tejidos infectados con Trypanosoma cruzi. En la
fase crbnica, la enfermedad de Chagas puede
provocar miocarditis en un 30% de los casos. Se
han evidenciado dafios asociados a la disfuncion
mitocondrial en los cardiomiocitos infectados que
pueden llevar a la muerte celular. Para estudiar el
rol de la CyPD en los tejidos infectados por T.
cruzi, utilizamos ratones transgénicos deficientes
de ciclofiina D (ratones Ppif-/-) como modelo
experimental. Realizamos infecciones in vivo con
T. cruzi, cepa Tulahuén, donde observamos que
los ratones Ppif-/- presentaron menor sobrevida
que los de tipo salvaje y mayor parasitemia entre
los dias 9 y 30 post infeccion. Durante la etapa
aguda, analizamos los dafios causados por la
infeccién mediante técnicas de histopatologia en
preparados de corazoén, higado, bazo y musculo
esquelético. Si bien no se encontraron diferencias
significativas en los indices inflamatorios, los
bazos provenientes de ratones Ppif-/- presentaron
una arquitectura atipica en los foliculos en
comparacion con lo observado en los animales de
tipo salvaje. En estudios in vitro, se realizaron
infecciones en macréfagos, donde se observé
que las células provenientes de animales
transgénicos presentaron menor porcentaje de
infecciobn y menor numero de amastigotes por
célula que los ratones wild type. Los resultados
mostraron que los animales Ppif-/- , que no
expresan la ciclofiina D, presentaron un curso
diferencial de la infeccion por T. cruzi, respecto a
los animales de tipo salvaje. Este proyecto es
financiado por PICTO - ANLIS 00136/2011,
Focanlis 2014 y CAECIHS — UAI

137 - POLIMORFISMOS DEL NR3C1l EN EL
DESEQUILIBRIO INMUNOENDOCRINO
¢POSIBLES MARCADORES PREDICTIVOS DE
CARDIOPATIA CHAGASICA?
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Antonela Simonetto™, Mariana Baroni®, Maria L
Bizai(s), Verénica OIivera(4), Elena Ross(s), Maria |
Chierichetti®, Evelyn Arias"”, Oscar Bottasso®,

Diana Fabbro(g), Cristina Diez®”

W@A9 aporatorio  de Biologia Molecular e
Inmunologia Aplicadas, FBCB, UNL.
@@NOcentro de Investigaciones sobre Endemias
Nacionales, FBCB, UNL. ®®Hospital Dr. Juan
Bautista Alberdi, Rosario, Santa Fe. ®Instituto de
Inmunologia Clinica y Experimental de Rosario
(IDICER, UNR-Conicet).

E-mail: antosimonetto@gmail.com

No se conoce totalmente por qué la infeccién por
Trypanosoma cruzi presenta una evolucién clinica
tan variable, desde ausencia completa de
sintomas hasta desarrollo de lesiones cardiacas
y/o digestivas de diferente severidad. La cepa
parasitaria y las caracteristicas inmunogenéticas
del hospedero, entre otros, podrian estar
influyendo en la patogénesis de la enfermedad de
Chagas. Conocido el papel de la inflamacién en la
génesis y progresion de esta enfermedad, ha
cobrado interés el estudio de la participacion del
sistema inmunoenddcrino en este proceso. Las
citoquinas pro inflamatorias estimulan la
secrecion de esteroides adrenales, con una
influencia importante en la inmunidad anti
infecciosa, como se ha demostrado en estudios
experimentales de infeccion por T. cruzi, La
disrupcion de estas interacciones
inmunoendécrinas se ha encontrado asociada
con sindromes que incluyen enfermedades
inflamatorias cronicas, autoinmunes y
cardiovasculares. Las mismas podrian estar
relacionadas con polimorfismos en los genes de
moléculas claves en esta interaccion, como por
ejemplo el receptor de glucocorticoides (NR3C1),
modificando la sensibilidad a la accién del cortisol
enddégeno. Entre los funcionalmente mas
relevantes se encuentran los polimorfismos de un
Unico nucleétido (SNP) N363S, Bcll y GR-9B.
Actualmente, estamos evaluando el GR-9B en
una poblacién de infectados crénicos a través de
la técnica de Disociacion con alta resolucion
(HRM, del inglés “High Resolution Melting”).
Resultados preliminares en una muestra de 64
individuos, permitieron identificar un 89% de
portadores homocigotas para el gen salvaje, un
9,4% de heterocigotas y un 1,6% de homocigotas
para el gen mutado. Paralelamente, se esta
realizando la puesta a punto de los SNP Bcll y

- Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

N363S. La eventual asociacion de estos
polimorfismos con el desarrollo de cardiopatia
chagasica permitird valorar grupos de riesgo y
evaluar el posible uso de los mismos como
marcadores predictivos en individuos
asintométicos.

138 - ANTICUERPOS ESPECIFICOS CONTRA
ARGININA QUINASA DE Trypanosoma cruzi
EN SUEROS DE PACIENTES: LA PRESENCIA
DE IGE SENALA POSIBLE ROL INMUNO-
MODULADOR

Edward A Valera-Vera™, Juan L Concepcion®,

Ana J Caceres®, Chantal Reigada®, Melisa M-
Sayé®, Fabio DiGirolamo®, Mariana R

Miranda(7), Claudio A Pereira®

WOHEOME) aporatorio de Parasitologia Molecular.
Instituto de Investigaciones Médicas Alfredo
Lanari (IDIM-CONICET). ®®Laboratorio de
Enzimologia de Parasitos, Facultad de Ciencias,
Universidad de los Andes, Mérida, Venezuela.

E-mail: edwardverval@gmail.com

La arginina quinasa (AK) es una transferasa de
fosfageno ampliamente distribuida en
invertebrados. Cataliza la fosforilacién reversible
de arginina a fosfoarginina, creando reservas de
fosfatos de alta energia que permitan regenerar el
ATP celular en condiciones de alta demanda
energética. La AK se ha reportado en distintas
especies de trypanosomatidos de los géneros
Trypanosoma y Phytomonas, y el andlisis
filogenético de estas proteinas indica que su
aparicién en estos organismos se debe a un
evento de trasferencia horizontal desde los
artropodos. La AK de distintos artrépodos ha sido
reportada como alérgeno, generando respuestas
de hipersensibilidad caracterizada por la
produccion de IgE. Durante el curso de la
infeccién en el mamifero con T. cruzi, s6lo una
respuesta inmune Thl es efectiva para eliminar
las células infectadas, de modo que una
desviacion de la respuesta hacia la produccion de
IgE, y por ende de tipo Th2, constituiria una
ventaja del parasito que le permitiria evadir al
sistema inmune del hospedador. Por esta razén
nos planteamos si la AK de T. cruzi es capaz de
generar una respuesta inmune de secrecién de
anticuerpos IgE. Para ello se hizo una deteccion
por ELISA de IgE e IgG especificos contra la AK
recombinante en sueros de 49 pacientes
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chagésicos cronicos y 46 sueros de personas no
infectadas, todos de la region occidental de
Venezuela (Estados Mérida, Zulia y Barinas). Los
resultados obtenidos se sometieron a analisis
estadistico no paramétrico, encontrandose
diferencias significativas entre los dos grupos
evaluados para la presencia de ambos isotipos de
anticuerpos (p&lt;0,005). Estos resultados indican
que la AK de T. cruzi podria cumplir funciones
inmuno-moduladoras que faciliten la invasion del
hospedador. Futuras evaluaciones de las
subclases de IgG y los perfiles de citoquinas que
se producen en respuesta a la AK confirmarian
este nuevo rol de la enzima.

139 - NIVELES SERICOS DE
INTERLEUQUINAS (IL-6 E IL-10) Y PROTEINA
C REACTIVA (CRP) EN INFECTADOS
CHAGASICOS CRONICOS CON Y SIN
CARDIOPATIA

Antonela Simonetto™, Mariana Baroni®, Verénica
Olivera®, Maria L Bizai®?, Gloria Gallegos(s),
Evelyn Arias®, Diana Fabbro'”, Cristina Diez®

@@ aboratorio de Biologia Molecular e
Inmunologia Aplicadas, FBCB, UNL.
@@EONcentro  de  Investigaciones  sobre

Endemias Nacionales, FBCB, UNL.
E-mail: antosimonetto@gmail.com

Méas alla de las distintas hipétesis que se manejan
hasta el presente, es indiscutible el papel clave
gue juega la inflamacién tanto en la génesis como
en la progresion de la cardiopatia chagésica
cronica (CCC). Las células del sistema inmune
producen un incremento de la sintesis de
moléculas proinflamatorias, las cuales podrian
tener valor prondstico en relacion a la progresion

de la enfermedad. Al respecto, trabajos
reportados de infeccion por T. cruzi han
demostrado correlacion directa entre

concentraciones de interleuquina 6 (IL-6) vy
evolucién clinica hacia la etapa mas grave de la
enfermedad, en la cual también se observo un
aumento de la Proteina C Reactiva (CRP),
relacionandolas al proceso inflamatorio crénico.
Esto sugeriria un mayor dafio celular por
inflamacion que lleva al deterioro de la funcion
cardiaca. En este trabajo hemos analizado los
niveles séricos de IL-6, IL-10 y CRP ultrasensible
(hsCRP) en infectados crénicos asintomaticos y

con cardiopatia, a fin de evaluarlos como posibles
marcadores seroldgicos en el desarrollo de
cardiopatia. De los 74 individuos estudiados hasta
el presente, se obtuvieron valores para IL-6 de
10,56 pg/ml (RIC 0-33,88) en los CCC y de 19,8
pag/ml (RIC 3,62-45,15) en los asintomaticos;
mientras que los valores para IL-10 fueron de
2,47 pg/ml (RIC 0-4,1) y 3,08 pg/ml (RIC 0,67-
7,50), y para usCRP de 0,13 mg/dl (0,05-0,29) y
0,15 mg/dl (0,09-0,28), respectivamente. Si bien
los valores séricos de estas tres moléculas
mostraron ser mayores en el grupo asintomatico,
no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas. La evaluacion en
una muestra de mayor tamafio permitira realizar
una valoracién mas acabada de estas moléculas
como marcadores pronoésticos tempranos de
desarrollo de CCC en pacientes infectados con T.
cruzi,

140 - INFECCION POR Trypanosoma cruzi EN
PLACENTAS HUMANAS IN VITRO EX VIVO
INDUCE LA PRODUCCION DE MIF, MMP-9 Y
TNFa

Evangelina Benizio®, Maria Fernanda Triquell®,
Maria J Moreira-Espinoza®, Marianela Vara-
Messler®, Luciana Mezzano®, Mariana Piegari®,
Ricardo Corral®, Ricardo Fretes®, Cintia M Diaz-

Lujan®

W@EO®ECatedra Biologia Celular, Histologia y
Embriologia, FCM-INICSA (CONICET- UNC) .
®@INICSA (CONICET- UNC). “Servicio de
Parasitologia-Chagas, Hospital de Nifios Ricardo
Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina..

E-mail: evangelinabenizio88@gmail.com

La enfermedad de Chagas es causada por el
parasito Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Con la
creciente globalizacién y la inmigracion, se ha
convertido en un riesgo en cualquier pais, a
través de la transmision congénita. EI embarazo
es una situacion especial en la enfermedad de
Chagas, debido a que la madre tiene un cambio
en su sistema inmunolégico, con un predominio
de citoquinas del perfii Th2. Pero, en
embarazadas con Chagas, hay un predominio de
citoquinas Thl pro-inflamatorias, pudiendo este
perfil de citoquinas participar en la transmision
congénita de la enfermedad. El objetivo fue
evaluar la expresiéon y posible regulacion de
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citoquinas  pro-inflamatorias y MMP-9 en
vellosidades coridnicas en co-cultivos in vitro ex
vivo con T. cruzi, Se cultivaron explantos
placentarios humanos (n= 4 placentas) por 4 y 24
hs con 1x105 trypomastigotes de T. cruzi, cepa
Tulahuen, como control explantos cultivados sin
parasito (n= 4 placentas). En el tejido se
determind, invasion parasitaria por gPCR vy
expresion del Factor de inhibicion de migracion de
macrofagos (MIF) mediante inmunohistoquimica
(IHQ). En los sobrenadantes de medios de
cultivos se cuantificé, la producciéon de IL-6 y
TNFa por ELISA, ademas se analizé la actividad
de MMP-9 mediante zimografia. Se verifico
invasion parasitaria en el tejido placentario a las 4
y 24 hs, acompafiada de un incremento
significativo de TNFa(p<0,05) y de la actividad de
MMP-9 en el sobrenadante de cultivo, sin
modificaciones significativas en la produccion de
IL-6. Se observd que T. cruzi aumenté la
expresion de MIF en el sinciotrofoblasto (STB) y
células estromales (p<0,05). Estos resultados
sugieren que en las primeras 24 hs de interaccion
barrera placentaria-T. cruzi, MIF podria estar
modulando la expresion de citoquinas pro-
inflamatorias como TNFa y mediante éste, la
produccion de ON con incremento de estrés
oxidativo y nitrosativo (demostrado en trabajos
previos). Por un lado, esto podria tener un efecto
deletéreo contra T. cruzi y por otro, mediar
alteraciones del tejido placentario; ya que MIF
(producido por macréfagos y STB) regula la
expresion de MMP-9, entre otras MMPs,
pudiendo esto causar dafios en matriz
extracelular o membrana basal de la barrera
placentaria. Un delicado equilibrio entre los
mecanismos de proteccion y dafio de la barrera
placentaria podria estar determinando la
trasmision congénita de la enfermedad.

Financiamiento: = SECyT-UNC, PID-MINCyT-
Cordoba, PICT-2012-1061, UNVM, PICT-V-2015-
0074.

141 - SHIFT IN THE HUMORAL RESPONSE

ELICITED BY Trypanosoma cruzi
ATTENUATED PARASITES WHEN
COADMINISTERED WITH A  PLASMID

ENCODING MURINE IFN-GAMMA

Cecilia Perez Brandan™, Andrea Mesias®, Rubén

Cimino®, Patricio Diosque @ Miguel Angel
Basombrio®

W@@Cnstituto  de  Patologia
CONICET- Universidad Nacional de
®catedra de Quimica Biologica. UNSa.

Experimental-
Salta.

E-mail: cecilia.perezbrandan@-conicet.gov.ar

In Trypanosoma cruzi infection it is known that
early interferon-gamma (IFN-y) release by cells of
the innate immune system is critical to lead type 1
response able to control intracellular parasites.
Therefore, the aim of the present study was to test
whether the co-administration of a plasmid
encoding IFN-y could improve the well proven
high protection obtained through vaccination with
live attenuated parasites belonging to TCC strain.
For this purpose C57BL/6J mice were immunized
with three doses of live metacyclic TCC parasites
in combination with plasmid pVXVR-mIFN-y. The
immunization regimens were done
intraperitoneally every 4 weeks. Sera levels of T.
cruzi-specific IgGs were evaluated by ELISA. After
the 1st immunization dose specific IgGs were
detectable in the group of mice in which pVXVR-
mIFN-y was administered in combination with
TCC attenuated parasites and the antibody levels
increased significantly after the second dose.
IgG1 were primarily detected in TCC-immunized
animals with significantly low predominance of
IgG2a antibodies; however when pVXVR-mIFN=y
is administered a balance between IgG1l and
IgG2a is almost reached. These results indicate
that the addition of a plasmid encoding murine
IFN-y elicited an enhanced parasite-specific
humoral response capable of redirecting the Th2-
type phenotype obtained by the immunization with
TCC attenuated parasites towards a Thl-type. To
analyze if the immune response elicited by the
administration of IFN-y in conjunction with live
attenuated parasites protects against a future
infection, all experimental groups were submitted
to a lethal challenge with virulent bloodstream
tripomastigotes. A significant reduction in parasite
load was observed in all groups immunized with
live attenuated parasites as expected; however, in
the group of mice in which pVXVR-mIFN-y was
also administered a reduction even more
noticeable was detected. These results support
the idea of generating a multicomponent vaccine
based on live attenuated parasites. This work is
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142 - LA INFECCION CON NEOSPORA
CANINUM PROVOCA UN DESBALANCE
OXIDATIVO E INFLAMATORIO EN LA
PLACENTA EN UN MODELO MURINO DE
NEOSPOROSIS CONGENITA.

VALERIA SANDER, EDWIN SANCHEZ, ROMINA
ALBARRACIN, SOFIA BENGOA-LUONI,
MARIANA CORIGLIANO, MARINA CLEMENTE

IIB INTECH.
E-mail: valeriasander@intech.gov.ar

La neosporosis bovina es considerada
actualmente la causa principal de abortos y
pérdidas reproductivas en el ganado. La muerte
fetal producto de ésta patologia ha sido asociada,
entre otros factores, con el dafio ocasionado
directa o indirectamente por la multiplicacion de
Neospora caninum en la placenta. Sin embargo,
los mecanismos moleculares relacionados con el
dafio del tejido materno-fetal ain se desconocen.
El objetivo de nuestro trabajo fue estudiar el
balance oxidativo, el perfil de citoquinas y
parametros reproductivos en un modelo murino
de neosporosis congénita. Brevemente, el dia 7,5
de prefiez hembras BALB/c fueron divididas en 2
grupos; uno recibié una dosis subcutanea de
2.10° taquizoitos NC-1 (NC-1), y otro recibi6 PBS
1X (control: C). Todas las hembras fueron
sacrificadas el dia 17,5 de prefiez. Se tomaron
muestras de sangre para la determinacion de
citoquinas e Inmunoglobulinas(lgGt) totales, IgG1
e IgG2a contra N. caninum por ELISA. Asimismo,
se examiné el Utero y se determiné el niumero de
unidades  feto-placentarias (UFP) y de
reabsorciones embrionarias (RE) por cada
hembra. Se extrajeron las UFP y se separaron las
placentas para la evaluacibn de especies
reactivas del oxigeno (ROS), peroxidacion lipidica
(MDA), concentracion de la enzima catalasa
(CAT), actividad de la superoxido dismutasa
(SOD) y la determinacion por RT-gPCR de IL-4 e
IFN-gamma. ElI 75% de las hembras NC-1
presentaron RE, mientras que las C no lo

hicieron. Todas las hembras NC-1 mostraron
anticuerpos especificos (IgGt) contra el parasito,
evidenciandose un aumento mayor del isotipo
IgG2a que del isotipo IgG1. Asimismo, la infeccién
con NC-1 se vio asociada a un aumento
significativo de la concentracion sérica y la
expresion génica de IFN-gamma (p<0.05), y al
aumento de la expresion génica de IL-4. IL-4 e IL-
10 no fueron detectables por ELISA. Por ultimo, la
infeccion con N. caninum generd en la placenta
un incremento significativo de las ROS (p<0.05) y
el MDA (p<0.05), probablemente debido a una
acumulacion  del  radical superdéxido o
peroxinitritos, ya que la SOD se encontré
significativamente disminuida (p<0.05), mientras
que la actividad de la enzima CAT se encontrd
incrementada (p<0.05). Estos resultados nos
permiten sugerir que la infecciéon con N. caninum
durante la prefiez genera un estado inflamatorio
tanto a nivel sistétmico como placentario,
caracterizado por un incremento en la secrecion y
expresiébn de citoquinas y asociado a un
desbalance oxidativo.

143 - ALTERACIONES EN EL PERFIL
METABOLICO Y LOS NIVELES DE
ADIPOQUINAS Y SUS RECEPTORES EN
INDIVIDUOS CON ENFERMEDAD DE CHAGAS
CRONICA

Florencia B Gonzalez(1), Luciano DAttilio(2),
Susana Lioi(3), Lorena Scaglione(4), Rodolfo
Leiva(5), Oscar Bottasso(6), Juan Beloscar(7),
Silvina Villar(8), Ana R Pérez(9

WROEODICER - Rosario. @®WPNgeryvicio 'y
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Facultad de Ciencias Médicas UNR.

®

E-mail: gonzalezflorenciab@gmail.com

La Enfermedad de Chagas (EC) puede resultar
en el desarrollo de miocardiopatia chagasica
cronica (MCC). Los individuos con MCC
presentan un estado pro-inflamatorio exacerbado
con elevados niveles de IL-6 y TNF-a. El tejido
adiposo (TA) es un organo con capacidad de
producir gran variedad de mediadores y en los
Gltimos afios fue identificado como un 6érgano
target en la infeccion por T. cruzi, lo que podria
tener consecuencias sobre la produccién de
adipoquinas y el metabolismo energético. El
objetivo de este trabajo fue estudiar si en el
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contexto de la infeccion por T. cruzi crénica
humana se encontraban alteraciones en el
metabolismo energético y en los niveles de
adipoquinas y sus receptores; y si estas
alteraciones guardaban relacion con el desarrollo
y la severidad de la MCC. Se reclutaron 40
individuos sanos (Co) y 140 individuos con
serologia positiva para T. cruzi, los que fueron
clasificados como Asintomaticos (Asi; sin MCC,
n=42) y con MCC (c/MCC), los cuales a su vez
fueron sub-clasificados en Leves (Lev; n=27) y
Severos (Sev; n=32). Se evalu6 el estado
metabdlico de los pacientes a través de la medida
del indice de masa corporal (IMC), los niveles
plasmaticos de triglicéridos, insulina, glucosa e
indice HOMA-IR. Los individuos con EC
presentaron mayores IMC y niveles de
triglicéridos que los Co (p<0.05). La glicemia fue
mayor en los grupos Lev y Sev respecto los
controles (p<0.05) y el indice HOMA-IR también
se encontré aumentado en estos grupos (p<0.05).
Los niveles de leptina fueron mayores en los
pacientes ¢/MCC y Lev en comparaciéon con los
controles (p<0.05 y p<0.001 respectivamente),
mientras que la concentracién de adiponectina
disminuy6 tanto en los Asi (p<0.001) como en los
Lev (p<0.05). La expresion (por RT-pPCR) de los
receptores de leptina (ObR) y adiponectina
(Adipo-R1 y R2) en células mononucleares de
sangre periférica (CMSP) mostré una disminucion
en la expresion de ObR en los ¢/MCC respecto de
los Co y Asi (p<0.05) y un aumento en la
expresién de Adipo R1 en los Sev respecto de los
Co (p<0.05). A su vez los pacientes c/MCC
presentaron una tendencia a mayores niveles de
Adipo R2. La expresion de PPAR-y (factor de
transcripcion involucrado en la respuesta anti-
inflamatoria y metabdlica) en las CMSP tendié a
aumentar a medida que aumento la severidad de
la patologia cardiaca. Nuestros resultados
sugieren que los desbalances en las respuestas

inmunolégica y metabdlica podrian estar
relacionados con la severidad de la MCC.
144 - ESTUDIO DE LAS ISOFORMAS

INACTIVAS DE TRANS-SIALIDASA EN LA
INFECCION POR TRYPANOSOMA CRUZI
Carla A Pascuale, Juan M Burgos, Andrés Lantos,
Juan Mucci, Oscar Campetella, Maria S
Leguizamon

IIB-UNSAM-CONICET. carlapascuale@gmail.com

Trypanoma cruzi (T. cruzi) es incapaz de sintetizar
acido sialico, esto lo resuelve mediante la enzima
trans-sialisdasa (TS) que transfiere acido sialico
desde los glicoconjugados del huésped hacia las
mucinas de su superficie. TS es un factor de
virulencia involucrado en procesos de invasion
celular, apoptosis en células del sistema inmune,
trombocitopenia, etc. La familia de TS contiene
miembros enzimaticamente activos (TSa) e
inactivos (TSi), actividad determinada por una
mutacién puntual His/Tyr (342). T. cruzi esta
organizado en 6 unidades discretas de tipificacion
(UDT I-VI). Hemos comunicado que las cepas de
alta virulencia incluidas en las UDTs II, V y VI
contienen genes codificantes para ambas
isoformas (TSa y TSi), mientras que las de baja
virulencia (UDT |, Il y IV) contienen (nicamente
genes para TSa. Con el fin de analizar si TSi es
un factor de virulencia o actGa en asociacién con
TSa, generamos parasitos transfectados con TSi.
Utilizamos la cepa K-98 (UDT I) que naturalmente
carece de esta isoforma y una construccién que
contiene el gen de TSi, sus regiones regulatorias
y la secuencia 3xFLAG (epitope que nos permite
distinguirla de la TS enddgena). Analizamos la
expresiébn en tripomastigotes de TSi por
microscopia confocal y citometria. Ensayos in
vitro en células no fagociticas, mostraron que los
parasitos que expresan 3XFLAG/TSi muestran
mayor infeccibn en cultivos primarios de
cardiocitos y fibroblastos de ratas neonatas
(*P<0.0238 y *P<0.0357, respectivamente) y
mayor replicacion intracelular (***P<0.001, en
ambos casos) respecto a los controles
(3XFLAG/TSa o vector vacio). Por otra parte, los
ensayos en células fagociticas (cultivos primarios
de macréfagos murinos) no mostraron diferencias
en la infeccién entre los distintos grupos en el
grado de replicacion (**P: 0,0031) con respecto a
los controles. Los resultados preliminares in vivo
infectando ratones BALB/cJ de 2 meses de edad
con los parasitos 3xFLAG/TSi (obtenidos de
ratones CF1 de 15 dias) mostraron un 50% de
mortalidad de TSi respecto al control (75%) y
también mayor inflamacién. La comparacién entre
grupos se realiz6 mediante t de Student. Estos
resultados muestran que TSi per se 0 en
asociacion con TSa, actlla como otro factor de
virulencia en la infeccién por T. cruzi.

118



XXVIII Reunion Anual de la Sociedad Argentina de Protozoologia y Enfermedades Parasitarias - SIMPOSIO Internacional de Biologia Celular y Molecular de la Enfermedad de
Chagas Noviembre 26, 27 y 28 de 2016 - Hotel UNL-ATE — Ciu dad de Santa Fe

145 - IMPACTO DE FACTORES
EPIDEMIOLOGICOS EN LA TRANSMISION DE
CHAGAS CONGENITO.

Lorena Verdnica Olivera, Santiago M Suasnabar,
Maria L Bizai, Evelyn E Arias, Susana Denner,
Diana L Fabbro

CIEN-FBCB-UNL.

E-mail: veronicaolivera@yahoo.com.ar

El conocimiento acerca de los mecanismos
involucrados en la transmisién congénita es aln
limitado. El objetivo fue evaluar el impacto de los
antecedentes  epidemiolégicos de las mujeres
infectadas con Trypanosoma cruzi en la transmisién
congénita. Se estudiaron 65 madres con infeccion
chagasica cronica residentes en Santa Fe, con
seguimiento clinico, seroldgico y epidemiolégico mayor
de 15 afios y, 196 hijos biolégicos de esas mujeres. Se
detectaron 44 hijos infectados. De ellos 23 tenian como
Unico antecedente la serologia materna positiva
(transmisién congénita 11,7%). Transmitieron la

infeccion 16 madres y 5 de ellas a mas de un hijo. La
transmisién transplacentaria segin edad de la madre
fue de: 14% (6/42) en < 20 afios; 9,5% (12/126) en
madres entre 20-29; y 17,8% (5/28) en > 30. Si bien en
estas Ultimas la transmisién congénita fue mayor, las
diferencias no fueron significativas (Pearson, p>0,05).
Residieron en area endémica 44/65 madres, y
transmitieron la infeccion 8/44 (18,2%). No migraron
21/65 y la transmision del parasito ocurri6 en 6/21
(38,1%) madres. El tiempo de permanencia promedio
de la madre en area no endémica al nacimiento del hijo
fue de 22 afios en las madres que transmitieron y 14 en
las que no. La diferencia fue significativa (Mann-
Whitney, p<0,05). Se realiz6 Xd a 28/65 madres. Se
demostré6 el parasito en 16 y transmitieron 5. Las
madres con Xd(-) (n=12) no tuvieron hijos infectados. El
antecedente transfusional en las madres en relacion al
riesgo de transmisién congénita no fue significativo
(3/16 vs 13/49; Fisher, p>0,05). El antecedente
materno(+) estuvo presente en 28 madres y en 5 no.
Las restantes 32, desconocian. De las primeras, 5
transmitieron y 4 lo hicieron a mas de un hijo.
Conclusién. Fue relevante el antecedente materno(+)
en las madres que transmitieron la infeccion a mas de
un hijo. La parasitemia detectable se asocié6 a mayor
riesgo de transmisién. A menor exposicion materna a
reinfecciones mayor riesgo de transmision congénita.
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