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promiso mucoso y en estas situaciones orientar a las personas involucradas.

Esta regién es endémica para LTA lo que estimula la formacién de los promotores de salud para detectar la
enfermedad precozmente. Esa preparacién de los equipos favorece el tratamiento en las fases iniciales de la
enfermedad.

19 - Utilizacién de tarjetas FTA para el diagnéstico de Chagas Congénito
Rivero R.1, Ballering G.2, Gulin E.2,3, Esteva M.I.1, Altcheh J.2,3, Ruiz A.1, Bisio M.

1 Instituto Nacional de Parasitologia. “Dr. Mario Fatala Chaben”

2 Servicio de Parasitologia y Enfermedad de Chagas, Hospital Gutiérrez, Buenos Aires, Argentina

3 IMIPP Instituto Multidisciplinario de Investigaciones en Patologias Pedidtricas, CONICET-GCBA, Bue-
nos Aires, Argentina.

4 CONICET

Las tarjetas (FTA) poseen varias ventajas (en relacion al volumen y conservacién de las muestras) que per-
mitirfan, junto con los ensayos de Amplificacién Isotérmica del ADN (LAMP), un diagnéstico répido, ideal
para los laboratorios de baja infraestructura. Permitiria ademads incluir la detecciéon de Chagas congénito
(ChC) en la pesquisa neonatal. El objetivo de este trabajo fue evaluar el rendimiento de FTA para conservar
muestras de sangre en el contexto del diagndstico molecular de ChC.

Para evaluar la calidad del ADN obtenido se prepararon curvas de sangre de pacientes no infectados con
dos conservantes (EDTA y GEB) con cantidades conocidas de tripomastigotes de cultivo. De cada punto de
la curva se aplicaron 100 ml en FTA y 200 o 300 ml (EDTA y GEB respectivamente) para extraer el ADN
utilizando columnas (Roche). Para evaluar la aplicacién en el contexto de ChC se aplicaron en FTA 100
ml de muestras de sangre (EDTA) de: a) 4 ratones con infeccién aguda y crénica; b) 5 neonatos de madres
con enfermedad de Chagas. Para obtener el ADN de las FTA se utilizaron dos circulos por muestra segin
indicaciones del fabricante. Se midié cantidad y calidad (relacién 260/280) del ADN con nanodrop® y se
calculé el valor de P (Mann—Whitney U). El ADN obtenido fue analizado por PCRq (Ramirez y col., 2013)
y LAMP (Rivero y col. 2017).

La calidad del ADN obtenido fue similar al utilizar columnas y FTA. La cantidad de ADN, obtenida a
partir de las curvas artificiales, fue de 8,1- 31,4 mg/ml con FTA y de 6,5-30,6 mg/ml con columnas. No
hubo diferencia significativa entre las cantidades obtenidas (p=0.31). La extraccién por columna mostré un
limite de deteccién por PCRq de 2 6rdenes menores que por FTA tanto al aplicar muestras con EDTA como
con GEB. Todos los ratones dieron positivos para las técnicas de amplificacién molecular. Se observaron
resultados 100 % concordantes al analizar las muestras de pacientes por LAMP, parasitemia y PCRq, siendo
un nino positivo y cuatro negativos.

La obtencién de muestras de sangre en FTA, con ambos anticoagulantes, permitié obtener ADN en cantidad
y calidad suficiente para realizar ensayos moleculares. Si bien la extraccién del ADN por columna fue més
sensible que al utilizar FTA, la conservacién en tarjeta permitié detectar infecciones agudas de 7. cruzi en
ratones y humanos. Se deben realizar ensayos clinicos de muestras para determinar su posible utilidad y
performance en el diagndstico de ChC en el contexto de la pesquisa neonatal.

21 - Caracterizacion del N-glicoma serico como potencial fuente de biomarcadores para prondsti-
co de pacientes con Enfermedad de Chagas crénico

Ossowski M.S.1, Cagnoni A.J.2, Acevedo G.R.1, Girard M.C.1, Fernandez M.3, Hernandez Y.3, Chadi R.4,
Alcardz P.B.1, Pérez Perri L.A.1, Gémez K.A.1, Marifio K.V.2

1 Laboratorio de Inmunologia de las Infecciones por Tripanosomatidos, Instituto de Investigaciones en In-
genieria Genética y Biologia Molecular “Dr. Héctor N. Torres” (INGEBI - CONICET), CABA, Argentina.
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2 Laboratorio de Glicémica Funcional y Molecular. Instituto de Biologia y Medicina Experimental (IByME
- CONICET), CABA, Argentina.
3 Instituto Nacional de Parasitologia “Dr Mario Fatala Chaben“, CABA, Argentina. jbr/;4 Hospital general
de agudos “Dr. Ignacio Pirovano”

La Enfermedad de Chagas, conocida también como tripanosomiasis americana, es una enfermedad causada
por el parasito hemoflagelado Trypanosoma cruzi y actualmente, se estima que entre 6 y 7 millones de
personas en todo el mundo estdan infectadas. La infeccién cronica de Chagas puede manifestarse como asin-
tomética, constituyendo el 70 % de los casos, o desarrollar sintomatologia cardiaca, digestiva o mixta en el
30 % de los pacientes que padecen esta enfermedad. Tanto la persistencia del parésito en reservorios tisulares
como la respuesta inmune generada, han sido asociadas al desarrollo de las manifestaciones crénicas. En este
contexto, la ausencia de biomarcadores de prognosis adecuados dificulta, por parte del personal médico, la
toma de decisiones clinicas adecuadas para mejorar la calidad de vida de los pacientes.

La alteracion especifica del N-glicoma sérico se ha asociado a varias patologias, lo cual derivé en la proposi-
cién de estructuras glicosidicas o glicoproteinas como biomarcadores tanto para enfermedades inflamatorias
crénicas (e, enfermedades inflamatorias intestinales) como para infecciosas (ej, HIV y Leishmaniasis). To-
mando en cuenta estos antecedentes, y considerando: a) el alto grado de inflamacién observado durante el
desarrollo de la cardiopatia chagdsica y b) el importante papel de la glicobiologia en la supervivencia de T.
cruzi, decidimos estudiar si las proteinas N-glicosiladas del suero podrian ser utilizadas como marcador de
prognosis en pacientes chagasicos. Para ello, se realizé la eliminacion enzimética de N-glicanos a partir de
muestras de sueros de pacientes asintométicos, con cardiopatia e individuos no infectados (n=8 por grupo).
Los N-glicanos asi tratados fueron analizados por cromatografia liquida incluyendo intercambio aniénico
(WAX-HPLC), que permite establecer el porcentaje de glicanos cargados negativamente, y de interaccién
hidrofilica (HILIC-UPLC), que permite la caracterizacién detallada de las estructuras N-glicosidicas. Los
experimentos realizados demostraron diferencias entre las tres cohortes: mientras los individuos con cardio-
patia muestran un aumento en trisialilados tanto por WAX como por HILIC (estructuras A3G3S3, FA3G3S3
y finalmente, A4G4S3), los individuos no infectados difieren respecto de los sujetos infectados a nivel del
perfil de tetrasialilados. Estos resultados muestran cambios en el N-glicoma sérico que podrian presentar
potencial como marcadores de prognosis en la Enfermedad de Chagas.

23 - Enhidrina y Fluctuanina: Lactonas sesquiterpénicas con actividad antiparasitaria

Urbano K., Casasco A., Ulloa J.2, Redko F.2, Lopez-Arencibia A.3, Lorenzo-Morales J.3, Pifiero J.E.3, Pe-
tray P.B.1, Muschietti L.2, Frank F.M.1

1 IMPaM Instituto de Investigaciones en Microbiologia y Parasitologia Médica (UBA-CONICET)

2 IQUIMEFA Instituto de Quimica y Metabolismo del Farmaco (UBA-CONICET)

3 TUETSPC Instituto Universitario de Enfermedades Tropicales y Salud Publica de Canarias, Universidad
de La Laguna, Tenerife, Espana.

Se estima que la enfermedad de Chagas y la leishmaniasis afecta a millones de personas en el mundo.
Previamente reportamos la actividad tripanocida de productos naturales provenientes de la especie vegetal
Smallanthus sonchifolius, entre ellos la lactona sesquiterpénica (STL) enhidrina. Recientemente aislamos de
esta planta otra STL que identificamos como fluctuanina. Como objetivo de este trabajo nos planteamos
estudiar la actividad de esta tltima sobre los agentes etioldgicos de estas enfermedades y sus mecanismos de
accion. Se incubaron promastigotes de Leishmania spp y epimastigotes de T. cruzi en presencia de fluctua-
nina (0-100ug/mL), y amastigotes de T. cruzi en presencia de 0,1-11ug/mL del compuesto y se calculf la
Concentracién Inhibitoria 50 y 90 (CI 59, CI g9). La citotoxicidad fue analizada en células de la linea RAW
(0-100pg/mL) mediante el ensayo de MTT. Con la finalidad de evaluar los posibles mecanismos de accién
de ambos compuestos, se incubaron los parasitos con la CI 59 y se tineron con naranja de acridina (NA). Se
evaluaron cambios en el potencial de la membrana mitocondrial mediante el uso del indicador fluorescente
JC-1 y la variacién de los niveles de ATP con el uso del Celltiter-glo Luminiscent en presencia de la CI gg
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