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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.
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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.
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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.
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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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