1994). En el presente trabajo se descnbe el afecto del
tratamiento anfiparasitario sobre la incidencia de titu-
los elevados de AAG en muestras oblenidas entre 6 y
17 afwos despues del tralamiento. Se estudiarcn 43 pa-
ciantes de los cuales 21 recibieron tratamiento con
Benznidazol o Milurtimox, 10 en la infancia y 11 cuan-
do adultos. El valor de los AAG se delerming por ELISA
y so exprest como la relacion entre la DO de los sue-
ros de los pacientes y la DO promedio de 15 sueros
normales de dadores de banco de sangre, establacién-
dose en 0.800 el valor positivo socbre la base de una
curva ROC. Los resultados de la incidencia da
AAG=>0.800 en los diferentes grupos fue la siguienta:
Adultos tralados (n=15): 53.33%, Adultos no tratados
(n=7): 47.14%, nifios no tratados (n=11): 45.45%, nifios
tratados (n=10): 20% (p<0.05 respecto a los tres res-
tantes grupos). Estos resultados indican que & tratamiento
con drogas tripanocidas en la infancia disminuye a largo
plazo la incidencia de titlulos elevados de AAG, fendme-
no gue no ocurre cuandeo el tratamiento se realiza an la
edad adulta, y sugieran que los titulos elevados de AAG
podrian estar vinculados con la persistencia de infeccion
y de lesidn cardiaca.

PG14.Ndcleos en oruga (caterpillar) y grado de
ploidia de los miocitos cardiacos en la miocar-
ditis murina chagdsica experimental. H
GARCIA BIVELLO, P CABEZA MECKERT, R
LAGUENS.

CIC Poia. de Buenos Aires e ICYCC, Fundacion
Favaloro, Belgrano 1746, Buenos Alres.

Los nicleos en oruga (Catarpillar) reprasentan una
distribucion especial de la cromatina como granulos o
acumulos condensados en un filamanio dnico ubicado a
lo largo del eje mayor del nicleo. Esta morfologia se
pbserva tanto en miochos como en células inlersticiales
de corazones fetales y neonatales, en tanto que esta
ausente en corazones adultos, razdn por la que se creea
gue esta vinculada con la replicacion nuclear. La mio-
carditis de ratones adullos causada por la infaccion con
T cruzi presenta numerosos miccitos con niclecs en
oruga ubicados en la vecindad de las lesiones
inflamatorias, representando un modelo util para estu-
diar &l significado de esta variacién de la morfologia
nuclear. En la presente comunicacion se describe el
grado de ploidia de los nicleos en oruga en corazones
murinos con miocarditis chagasica.. En ratones BALB/
¢ infectados tres mases antes con la cepa CA1 de
T.cruzi se estudid el grado de ploidia de los miocitos
cardiacos en cortes histologicos coloreados con el mé-
todo de Feulgen por medio de densitometria con  un
analizador de imagenes.En ratones controles na infac-
tados (n=5) la mayoria de los miocitos eran 2c
{B0.71+4 BDS%) con una pequefa proporcion de 4c
{14 .67%=5.605) v Bc (6.06%+11.72D5). En las dreas
libres de Inflamacion del ventriculo izquierdo da los ra-
lones chagasicos (n=6) se observd un aumento signifi-
cative de la proporcidn de miocitos 4¢ (23.36%2.705)
y B (13%+7.60S). El andlisis individual de los nicleos
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&n oruga mostrd que todos eran dc (45.32%+30 14DS)
u Bc (45.32%430.9605) . Estos resultados indican que
en la miocarditis chagasica cronica expanmental existe
un aumento de la ploidia miocitica y que los nucleos en
oruga son siempra poliploides, o que sugiere gue esta
modificacion esta vinculada con un aumento del ADN
nuclear y con la replicacion celular y que la miocarditis
induce remodelacion miocitica.

Protozoos: PR

PR1. Comparacién de fracciones proteicas de me-
dios de cultivos liquides con y sin
Trichomonas vaginalis. R COSTAMAGNA, G
MIZAWA, G BALOGH.

Cédtedra de Parasitologia Clinica. Universidad Na-
cional del Sur. San Juan 670. (8000) Bahfa Blan-
ca.

Taniendo en cuenta que la Trichomonas vaginalis
(Donné, 1837) no logra mantenerse viable durante
mucho tiempo en los medios de cultivo liquidos, y que
necesila nutrientes muy seleccionados ya que ella no
es capaz de sintatizar la totalidad de las proleinas ne-
cesarias para sobrevivires que se procedid a compa-
rar la composicién proteica de cultivos liquidos con ¥
sin T.vaginalis.. Exudados vagiiales, de mujeres entre
15 y 40 afios con Trichomonosis activa, fueron inocula-
dos en medio de cultivo Diamond (Menarini. cod. Tric
20. Rel. 1038. Barcelona-Espana). Se seleccionan seis
cultivos positivos. Ademds, dos cultivos positivos para
T. vaginalis que presentaban también desarrollo de ele-
mentos levaduriformes y un tubo de medio de cultivo sin
exudado vaginal. Todos los cullivos son incubados 72
horas a 37 grados centigrados. Luego todas las mues-
tras fusron concentradas por centrifugacidn. Se prepa-
ran tres lotes de muestras: uno con T. wvaginalis, otro
con este flagelado mas elementos levaduriformes y un
tercero con medio de cultivo solo. Se procede luego a
la sonicacion y dosaje de su contenido proteico por
método de Lowry. Luego se efectua corrida
electroforética en gel de poliacrilamida (PAGE). Del
andlisis de los resultados pudo observarse que en las
bandas correspondientes a las muestras con T. vaginaiis
las proteinas de P.M. entre 14-60 kDa habian
disminuido practicamente un 100% respecto de los tas-
tigos (medio de cullivo solamente); estas proteinas po-
drian haber side consumidas por el pardsito, lo que
explicaria e decaimiento de la curva da cracimiento a
las 48-72 hs. en medios de cultivo, por lo cual seria
recomendable suplementar el medio aumentando la
concentracion de estas proteinas. También se observd
que en estos cultivos positivos aparecian proleinas de
P.M. aproximado entre 55-58 kDa, y donde habia de-
sarrollo de elementos levaduriformes también aparecian
bandas comrespondiantes a 63 kDa; en ambos casos po-
drian ser propias o metabolilos excretados por el flagelado
en el primer caso o por las levaduras en el segundo.
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PR2. Trypanosoma cruzi: activacion de la proteina
kinasa C en epimastigotes estimulados con
factones M.J
WAINSZELBAUM', EM LAMMEL', MT TELLEZ-
INGN2, ELD ISOLA'

' Dpto de Microbiclogia Facultad de Medicing,
Universidad de Buenos Aires, Paraguay 21535,
1121 Buenos Alres, * Instifulo de Invasligaciones
an Ingenieria Genélica y Biologia Molecular
(INGEBI), Obligado 2490, 1428 Buenos Aires.

Estudios preliminares mostraron gque &l homogenato
de intesting de Triafomna infestans (HI) y un péptido ais-
lado a partir del mismo estimulan la diterenciacién
apimastigote-metaciclico (epi-mtc). La adicion de dos
inhibidores de proteinas kinasas: Staurosporina y H7,
produjo una inhibicion parcial de la metaciclogénesis y el
tratamianto de los epi con phorbol y diacil glicerol mas
fostatidil serina, activadores de la proteina kinasa C
(PKC). indujo la morfogénesis. Estos resultados sugie-
ran una relacion entre activacidn de PKC y diferencia-
cion. El objetivo de este trabajo fue confirmar la activa-
cion de la PKC de los pardsitos por un péptido de 19
aminodcidos (P19), derivado de la o globina de gallina
la cual esta presente en &l HI. Para ello, epi (cepa RA)
previamente estimulados con el P19 (10 uM, 15 min) y
epi no estimulados (basal) fueron sometidos a ruptura
obteniéndose finaimante en cada caso una fraccion
citosdlica y otra de membrana, las cuales se sembra-
ron en una columna de DEAE-celulosa (Gomez et al.,
1989. Mol. Biochem. Parasitol., 36:101-108). En las
muestras obtenidas por elucién con NaCl (0,15 M) se
midic la actividad especifica de PKC (As/mi”/mg”) utili-
zando un susirato especifico dervado de la neurogranina.
Los resultados mostraron en epi estimulados un aumen-
to de la actividad especifica de la enzima de 27.6 ve-
ces en la fraccion cilosdlica y de 14.5 veces en la frac-
cion de membrana respecto a los valores basales. Por
otra parte, se evalud la actividad bioldéglca de los
inhibidores selectives de PKC Bisindolil maleimida (15
mM) y H7 (6 uM)+HA 1004 (10 uM), cbservandose una
inhibicidén de la metaciclogénesis de 40% y B0% respec-
tivamente. Estos rasultados confirman la activacion de
la PKC en el proceso de morfogénesis y sugieren que
un péptido darivado del HI intervendria en las vias de
activacién de dicha enzima. Este proyecio fue realiza-
do con fondos de UBA y UNDP/WORLD BANK/WHO-
TDOR.

PR3. Purificacion y caracterizacion del oligosacérido
presente en un antigenc urinario de
Trypanosoma cruzi. GM BERTOT', AS
COUTO®, RM DE LEDERKREMER? S
GRINSTEIN', RS CORRAL'.

' Laboratorio de Virologia, Hospital de Nifios A.
Gulidrraz, Gallo 1330, (1425) Buenos Aires y *
Depto. de Quimica Orgdnica, Facultad de Ciencias
Exactas y Nalurales, Universidad de Buenos Aires,
Ciudad Universitaria, Pabelldn 2, (1428) Buenos
Aires.
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Se ha identificade un antigeno urinario de
Trypanosoma cruzi de B0 kilodaltons (Uag) eliminado
durante la fase aguda de la infeccidn, de naturaleza
glicoproteica y relacionado estructural y funcionalmente
con transferrina. Con el propasito de estudiar la fraccion
glicosidica del Uag, el antigano fue digerido con N-
glicosidasa F o endoglicesidasa F y posteriormente, se
purificd el oligosacérido por cromatografia de exclusion
mobkecular. El andlisis de la composicidn de azicares por
cromalografia en fase liquida-gaseosa, asi como tamtien
su liberacion con enzimas especilicas, parmiten sugenr
una estructura lactosamina de fipo complejo, con pre-
sencia de dcido sidlico y ausencia de fucosa. Asimis-
mo, el cligosacarido fue digerido secuencialmente con
exoglicosidasas y analizado por cromatografia de inter-
cambio anidnico a alto pH (Dionex). Dos estructuras di-
ferentes, una de las cuales resulta similar a la descripta
previamente para la transferrina humana, fueron obser-
vadas Por ofra parie, anticuerpos monoclonales dirigides
contra Uag y capaces de distinguir a éste de las
transferrinas, no reconocen por dot blotting o ELISA al
antigenoc ni tampoco al antigeno desnatu-
ralizado por SDS-PAGE y Western blotting. Asi, sa pue-
de asignar al oligosacarido del anligeno urinaric de T.
eruzi un rol importants en la conformacion molecular del
Uag, capaz de modular su antigenicidad.

PR4. Mapeo del genoma del Trypancsoma cruzi.
J BUA, J HOHEISEL, BM PORCEL, AM RUIZ.

Instituto Nacional de Parasitologia "Dr. M. Fatala
Chabén® Paseo Colon 568, Buenos Aires y
Deutches Krebsforschungs Zenfrum, Im
Neuenheimer Faid 280, Heidelberg, Alemania.

El proyecto de estudio dal genoma del Trypanosoma
cruzi lanzado por el Programa de Investigacién y En-
trenamiento en Enfermedades Tropicales (TDR) de la
Organizacion Mundial de |a Salud tiens como principal
objetivo el secuenclamiento completo del mismo, per
mitiendo conocear la astructura de las moléculas que utili-
za el parasito para establecer la infeccién y por lo tan-
to, identificar posibles blancos de atague para su des-
fruccidn. Dentro del marco de este proyectd, nuestro
labaratorlo inicid la construccion del mapa fisico del
genoma mediante la hibridacidn de filtras con una grilla
de alta densidad donde sembrd clones de una genoteca
de cosmidos de la cepa de referancla CL Brener. Esta
genoteca consta de 36.864 clones primarios
individuales,cubriendo unos 25 eguivalentes genomicos
del pardsilo (Hanke et al. Biotachniques 21: 686, 1996).
El objetivo del trabajo es ordenar la genoleca de
casmidos en un minimo conjunto de clones gque super-
pongan secuencias de ADN (*contigs”) para oblener un
mapa de alta resolucion que permita la localizacion fi-
sica de marcadores genéticos. Para ello, 1100
hibridaciones serdn necesarias para oblener un mapa
genético del parasito. Hasta ahora $& realizaron 70
hibridaciones con pooles de 12 y de 24 clones de
cosmidos y unas 200 hibridaciones con clones de ADNc
amplificados por PCR. Las hibridaciones con clones de



ADMc muestran una disminucion del ruido de fondo
respecto de los cosmidos marcados. Los resultados han
sido leidos manualmenta. Los clonas positivos se ana-
lizajon por programas especificos para el analisis de
genomas y procesados en una estacion SUN SPARC-
Il. El ordenamiento de la genoteca de cosmidos de T
cruzi - @s una importante base para los proyectos de
secuenciacidn del genoma del pardsito, genarando in-
formacion crucial para el desarrollo de drogas
tripanccidas, inmunoterapéuticas y herramientas de
diagnéstico para la enfermadad de Chagas. Este traba-
jo recibid financiacion del MSyAS de Argentina, de la
ATPD network (SIDA/SAREC) y del TDR, WHO.

PRS. Acidos grasos libres y metaciclogénesis en
Trypanosoma cruzi. M WAINSZELBAUM', M
FLORIN-CHRISTENSEN?, E LAMMEL', S
WILKOWSKY', R DOCAMPO®, ED ISOLA', J
FLORIN-CHRISTENSEN-.

' Dpto. de Microbiologia Facultad de Medicina,
Universidad de Buencs Aires, Paraguay 2155,
1121 Buenos Aires. * Instituto de Neurociencia
{INEUCT), Ciudad Universitaria, Pab. I, 1428
Buanos Aires. ' Laboraloric de FParasitologia
Malacuwlar, Universidad de Minois, Urbana, USA

Se ha demostrado que exiractos intestinales del in-
secto hematdfage Triatoma infestans estimulan la dife-
renclacion de epimastigotes de Trypanosoma cruzi a
tripomastigotes metaciclicos. Se ha aislado de esta
fuente un fragmento de la o globina de pollo gue po-
see actividad metaciclogénica. En estudios anterioras,
hemaos hallado que la exposiciton de epimastigotes a los
extractos intestinales provoca un incremento én &l con-
tenido de diacilgliceral y dcido graso libra. En el presente
estudio, hemos obsarvado que |8 exposicion a un péplido
sintéticc con la secuencia correspondients a los
aminodcidos 30 a 49 de la «® globina, que posee acti-
vidad metaciclogénica (x-globin synthetic factor, o
GSF) induce un notable aurnento en la fraccion de Aci-
dos grasos libres, sin alterar significativamente al con-
tenido de diacilglicerol. Los epimastigotes fueron culti-
vados en medio bifdsico por 48 hs, resuspendidos en
PBS + 1% sermalbimina bovina con el agregado de 4
uCi [“Clolalca/10® células. Al cabo de 24 hs a 28°C, los
parasitos fueron transteridos a medio de Grace (control)
o medio de Grace suplementado con 1 a 10 uM de of-
GFS. Luego de 5 min de incubacidn, los lipidos celula-
res fueron extraidos y analizados por TLC. Se encon-
tré un aumento en el contenido de acidos grasos de 1.5
a 3 veces sobre el control, dependiente de la dosis de
péptido. Asimismo, se halld gue concomitantemeantsa, se
produce un marcado incremente de lisofosfatidile-
tanolamina. Estos resullados sugieren que el oGSF
gstimula a una fosfolipasa de tipo A que aclia sobre la
fosfatidiletanolamina, un fosfolipide mayoritario an los
pardsilos. Por otra parte, se encontri que al acido oleico
per se posee actividad metaciclogénica. Nuestros resul-
tados indican que los &cidos grasos libres son una se-
fial fisiologica importante en la diferenciacicn de
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Trypanosoma cruzi. Esle proyecto fue realizado con
fondos de UBA y UNDPWORLD BANK/WHO-TDA.

PRE. Influencia del Atovaquone sobre el crecimien-
te y contenido de nucledtides de adenina en
Crithidia fasciculata. AM BISCARDI, EM de
PAHN, AOM STOPPANI.

Cenlro de Investigacionas Bioenergélicas, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Buenos Aires,
Paraguay 2155, {1121) Buenos Aires, Argentina.

Atovaquone (ATQ) es una naftoquinona que actia
an tripanosomatidos inhibiendo el sistema de transpor-
te de electrones mitocondrial, sin afectar al huésped, a la
altura del complejo cilocromo be, (complejo 1), por sar
un antagonista de la ubiquinona. ATQ inhibe la enzima
dehidro-orotato dehidrogenasa, bloqueando |a biosintesis
de pirimidina, qua no puede ser sintetizada «de novos por
el parasito y si por el huésped. Se estudid la inhibician
del crecimiento por ATQ en Crithidia fasciculala (cepa
ATCC 11745), un tripanosomatido de la familia del
Trypanosoma cruzi, no patogeno para el hombre.
Alicuotas de un precultivo se inocularon en el medio de
cultiva, previo agregado de ATQ en concentraciones de
0.46 a 6.5 yM y se cultivaron 48 hs a 28°C con agitacidn.
El crecimienic de los parasitos se determing por
wrbidimetria. Se observd gue el ATQ a estas concen-
traciones inhibid el crecimiento en forma pareja (81.9 =
7.6%). El contenido de nucledtidos de adenina se deter-
ming por el métoda de la luciferina-luciferasa. Cultivos de
48 hs de crecimiento se incubaron hasta 4 hs con ATO
0.5 v 3 pM. El ATP descendio significativamente a las 4
hs con ATQ 3 mM (55%), no modificéndose el ADP y
aumentando el AMP (75%). El agregado de glucosa o
glutamato (5 mM) al medio de incubacion previene la cai-
da de ATP producida por ATQ, siendo mas efectiva la
glucosa. Se concluye que directamente o por intermedio
de =oxigeno activo= formado como consecuencia de ci-
clos redax, al ATO produce una accion citotoxica expre-
sada por una menor formacion de ATP,

PR7. Actividad poli (ADP-ribosa) polimerasa en nu-
cleos de Crithidia fasciculata. SH FERMNANDEZ
VILLAMIL, MP MOLINA PORTELA, AOM
STOPPANI.

Cantro do Investigaciones Bioanergéficas, Facul-
tad de Medicina, Universidad de Buenos Aires,
Paraguay 2155, {1121) Buenos Aires, Argentina.

La ADP-ribosilacion de proteinas as una modificacion
postraduccional involucrada en numerosas funciones
celulares. La polil ADP-ribosa)polimerasa (PARP) es una
anzima nuclear que cataliza la transferencia de unida-
des de ADP-ribosa desde el NAD® a proteinas nuclea-
ras bajo el estimulo de rupturas en el ADN y, estaria
involucrada tanto en la diferenciacién y transformacion
celular, como en la reparacién del ADM. |sola y col.
(Exp. Parasitol. 64:424-429,1987) han sugernido la par-
ticipacion de esla enzima en la diferenciacion del
Trypanosoma cruzi. El objetivo de este trabajo ha sido
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determinar y caracterizar la actividad PARP en nicleos
aislados de tripanosomédtidos. Se aislaron nucleos de
Crithidia fasciculala segin Rubio y col. [Can. J.
Siochem. 58:1247-1251, 1980) y se delerming la act-
vidad PARP por la incorporacion de *H a proteinas
pracipitables con dcido tricloroacétice utilizando IH-MNAD*
{Shah y col. Anal, Biochem. 227:1-13,19985). Los resul-
tados obtenidos muestran que: a) la incorporacién de
*H a proteinas fue proporcional hasta 1 mg de proteina
nuclear. b) nicotinamida {10 mM), teofilina (10 mM) y 3-
aminobenzamida (10 mM) inhibieron la actividad PARP
BB, 90 y 99% respectivamente. c) la espermina an con-
centraciones hasta 1 mM estimuld la actividad PARP,
mieniras que a concentraciones mayores se obsenva in-
hibicién de dicha actividad. d) la nicotinamida (10 mM)
anulé el estimulo producido por espermina 1 mM. Los
resultados obtenidos demuestran que la actividad PARP
da C. fasciculata presentd caracteristicas similares a las
chservadas en PARP de mamifero.

PRS. Actividad de Anhidrasa Carbonica en
Toxoplasma gondii. V PSZENNY, G PEREDA,
E BONTEMPI, S AMGEL, M MATRAJT, E
GUARMERA, JC GARBERL.

ANLIS “Dr. Carlos G. Malbrdn™, Véler Sarsfiald
563, (1281), Buenos Aires.

Toxoplasma gondii, un prolozoo parasito estricta-
mente intracelular, tiene la habilidad de inhibir la acidi-
ficacidn del fagosoma y blogquear su postarior fusion con
&l lisosoma. Los mecanismos por los cuales esto ocu-
e aun se desconocen. En esle trabajo se describe la
presencia de antigenos de taguizoitos de T. gondii con
actividad de anhidrasa carbonica. Esta enzima de co-
nocida participacién en la regulacidn del pH en una va-
riedad de organismas, podria jugar un rel importante en
el establecimiento de los taguizoitos dentro de la
vacuola parasitotora. Utilizando Azul de Bromotimol
como indicador de pH, hemos detectado aclividad
enzimatica en geles de poliacrilamida. Extractos para-
sitarios tolales presentan fres bandas de actividad
enzimatica cuyos pesos moleculares aparentes fueron
de 6B, 66 y 64 kD, mientras que exiractos de antige-
nos secretados-excratados (traccidn ESA) muastran
actividad enzimatica en bandas de 68, 66, 15 y 13 kD.
En exparimentos de inmunoblot de extractos parasita-
rios totales un anticuerpo policlonal anti-anhidrasa
carbonica |l bovina hecho en raton, reacciond con tres
bandas de peso molecular aparente de 66, 64 y 32 kD,
mientras que en la fraccion ESA cuatro bandas de 66,
32, 16 y 13 kD presentaron reactividad inmunologica.
Experimentos de inmunofiuorescencia sobre exlendidos
de taquizoilos provenientes de exudado peritoneal con
al anticuerpo policlonal anti-anhidrasa carbonica Il bo-
vina mostraron una fuerte marcacion en el extremo
anterior del parésito. Estos resultados en conjunto re-
velan la presencia de una proteina con  aclividad de
anhidrasa carbdnica en 7. gondii no descripta hasta el
moments. La caracterizacion de esta nueva enzima y
futuros estudios sobre su rol bioldgico podrian permitir
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ol disefio de inhibidores especificos con fines terapéu-
ticos.

PR9.Antigenicidad de la proteina Rop 2 de Toxoplas-
ma gondil expresada en Escherichia coli. V
MARTIN, P ECHEVERRIA, G SANTILLAN, G
CESPEDES, M MATRAJT, V PSZENNY, JC
GARBERI, E GUARNERA, 5 ANGEL.

ANLIS-Dr. Carlos G. Malbran, Av. Viélez Sarsfieid
63, 1281, Buenos Aires.

Rop 2 es una proteina ubicada en la roptria de T.
gondii, de la cual se demosird gue es capaz de indu-
cir inmunidad celular T-dependiente contra el parasito. A
pesar de que un cDNA que codifica para Fop 2 fue de-
tectado por rastreo inmunoldgico utilizando un pool
de suaros humanos de personas con infeccidn cronica
de T. gondii, muy poco se ha estudiado sobre su valor
antigénico frente a la respuesta humoral. Con dicho pro-
posito, se clond una regidn del gen Rop 2, axcluyendo
los sitios de clivage de la proteina original, en el veclor
de expresién bacteriano pQE a partir de un plasmido
recombinante cedido por K. Joiner (Universidad de Yale,
USA). De esa manera, Rop 2 se expresa en E. Coli
£omo una proteina de fusién Rop2 ., mas & residucs
de histidina en la regidn aminolerminal para su purifi-
cacion con resinas de niquel. La proteina de fusion pudo
ser producida en grandes cantidades dentro de la hora
de induccién con IPTG, presentando un tamano aproxi-
mado de 42 kDa por electroforesis en poliacrilamida en
condiciones reductoras. Cinco sueros humanos con -
tulos de IgG anti-T. gondii entre 256-1024 & IgM nega-
tivos reaccionaron contra la proteina de fusion por
Western biot. El suero control no reacciont an al mis-
mo ensayo. Rop 2 pareciera estimular una fuere respues-
ta humoral en el paciente con infeccion crénica. La pro-
teina de fusién pQE-Rop 2 seria una herramienta apro-
piada para estudiar con mayor profundidad el valor
antigénico de Rop 2 y plantear experimenlos de
inmunogenicidad.

PR10. Dos familias de ADN repetitivo se encuentran
estrechamente ligadas en el genoma de
Toxoplasma gondii. M MATRAJT, 5 ANGEL, V
PZSENNY, E GUARNERA, J GARBERI.

ANLIS-Dr. Carlos G. Malbrdn, Velez Sarsfield
563, (1281), Buenos Aires.

Dos familias de ADN repetitivo de Toxoplasma
gondii, ABGTg7 y ABGTg8 fueron secuenciadas y ca-
racterizadas. Una de ellas, ABGTg7 (721pb), resulto
pertenecer a una familia de ADN repetilive en tandem,
eon un tamafio de mondmero de aproximadamente 340
pb. Uno de los exiremos de ABGTgE (1002pb), deno-
minado TgB.3 (210pb) mostrd comparlir un alto grado
de homologia (75-78%) con monomeros de ABGTg7. El
andlisis por Southem blot de ADN genomico de Lgandﬁ'
digerido con varias endonucleasas ¢ hibridado ¢on las
sondas Tg8.1 (1-513 en ABGTg8) y TGB.2 (265-780 en
ABGTg8), que cubren ABGTgB excluyenda la regién de
Tg8.3, nos permitid identificar la presencia de otro ele-
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mento repetitive dentro de ABGTg8 en la region de PR12.Fosfolipasas A del Trypanosoma cruzi: iden-

Tg8.2. El mismo Southem Blol muestra que TgB.2 si-
gue un patron de reconocimianto similar, aungque con
manor nimero de bandas al obtenido con la sonda
ABGTg7. Al realizarse un Southern blot con los
cromosomas de T, gondil separados por Pulse Field Gal
Electrophoresis (PFGE), resultd que tanto la sonda
ABGTQ7 como Tg8.2 hibridaron con los cuatro
cromosomas de mayor peso molecular del parasito. Los
andlisis de sensibilidad realizades con la exonucleasa
Bal 31 damostraron gue ambas familias de ADN
repetitivas parecieran no ocupar un lugar preferencial a
lo largo de los cromosomas, detectandoselas tanto cer-
ca de los exiremos como en regiones intermas de los mis-
mas, El rasireo de una genoteca de ADN gendmica de T,
gondii hecha en Lambda Dash I, rescald un fago
recombinante, donde Tg8.2 se encuenira asociado a
elamentos de ABGTgY incompletos. Se concluye que
ABGTgY perteneceria a la familia repatitiva en tandem
mds representativa de T. gondii, con algunas caracts-
risticas de ADN satelital, que presenta un alto grado da
polimorfismo entre mondmeros, y sometida a fuertes
modificaciones evolutivas; mientras que la familia
repetitiva Tgh.2, tendria una menor representacion en
el genoma del parasito, y pareciera acompanar predo-
minantementa al cluster de ABGTg7.

PR11.The cytostome of Trypanosoma cruzi
epimastigotes is associated to the flagellar
complex. K CKUDA', M ESTEVA®, EL SEGU-
RAZ, AT BIJOVSKY",

' Dapto. Parasitologia, ICB-USP, S50 Paulo, Bra-
sl # INDIECH, Bs. As. Argentina.

Proliferative forms of 7. cruzi, amastigotes and
epimastigotes, have a cytostome, a specialized structure
formed by an invagination of the flagellar pocket's
membrane surrounded by microtubules and frequently
followed by a row of vesicles. All this assamblage
penetrates desply into the cytoplasm overpassing the
nucleus. This structure appears to play an important role
in the nutrition of the parasite. We demonstrated that the
meonoclonal antibody FCH-F8-4, made-up against
izolated flagellar complex of T. cruzi epimastigotes,
recognizes a polypeptide with molecular weight around
85 kDa both in detergent soluble and insoluble fractions
of epimastigotes, Immunofluorescence assays show the
antigen as a small structure at the flageliar pocket
region. Immunogold labeling of ultrathin sections of
epimastigole forms reveals gold particles at the opening
ol flagellar pocket, concentrated on the cytostome
region. Immunocytochemistry of epimastigote whole-
mount cytoskeletons reveals the labaling on an array of
3-4 microtubules that appears attached to flagallum,
running in the direction of the nuclaus. Ulirastruciural
observations of isolated flagella show, in thair posterior
region, at the level of the flagellar pocket, the presence
of a microtubular structure compatible with the
cylostome. Supported by FAPESP and CNPg. K.O. is
a fellow of FAPESP.
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tificacion y caracterizacion. BMI PEREIRA. MA
RODRIGUEZ, C COROMEL, HD LUJAN, DH
BROMNIA
Facuitad de Clencias Médicas. Universidad Na-
cional de Cordoba, CC 35, Suc. 16. CP 5016
Cérdoba.

En las primeras etapas del proceso o8 mismalzacon,
al Trypanasoma crual 5& encusnira dentro de una vacuola
formada por fusion de lisgsomas con la membrana
plasmatca de la célula huésped. Las bases moleculares
de este proceso son desconocdas debedo, en parte. a la
dificultad que represanta la identiicacon de ios camieos
bioguimicos que OCurren en esas memiranas v gue las
capacitan para su fusion. Aungue los enfrociios humanos
no son invadidos por el T. cruzi, su bien conooda estruc-
tura y composicion y la capacidad del parasito de adhe-
rirse a la superficie de los mismos in Wiro nos ha pemmi-
tido abservar que el incremeanto en sus membranas de
acldos grasos libres y lisofosfolipidos produce fusion de
los eritrocitos. Estas evidencias permitieron infenr la par-
licipacion de fosfolipasas en el proceso de desestabdiza-
cion de membranas celulares y posiblemente en la nva-
sion del parasito a las células del huésped. Ademas, el
prefratamianto  del parasito con inhibidores de
fosfolipasas A2 (PLAZ) suprimid la fusidn de los
eritrocitos y los cambios bioguimicos asociados. Las
PLAZ son importantes an varios procesos celulares fun-
damentales. Las PLAZ citosdlicas (cPLAZ; 85 kDa) par-
ticipan an el matabolismo fosfolipidico ¥ en la genera-
cign de segundos mensajeros y las PLAZ secretorias
(sPLAZ; 14 kDa) en mecanismos de toxicidad e infla-
maciin. Las PLAZ participan ademéds en la invasidn de
varios microorganismos intracelulares. En esta trabajo,
utilizando métodos fluorométricos y radiométricos, he-
mos detectado actividad da PLAZ y PLA1 en varias frac-
ciones subcelulares del parasito y estudiado sus propia-
dades bioquimicas. Ademas, utilizando antisuaros con-
tra sPLAZ2 porcina o de veneno de cobra y otro contra
cPLAZ humana detectamos la existencia de ambas
PLAZs en diferentes eslados evolutivos del T, cruzi. La
purificacién, clonado y secuenciado de estas enzimas
permitird comprender el mecanismo de accién de estas
enzimas, su regulacion durante el desamollo del para-
sito y su participacion en el fendmeno de penelracidn a
las células del huésped,

PR13. Caracterizacidn isoenzimatica de Trypanoso-
ma cruzi del nordeste de Argentina. MJF REA',
CE BORDA', ZA ANDRADE?, SE ANDRADE®.

' Centro Nacional de Parasitologia y Enfermeda-
des Tropicales, Facultad de Medicina, LUNNE,
Sanfa Fe 1.432, Corrientes, Argentina. Telefax
54-783-25484; © Centro de Pesquisas Gonzalo
Muiiz, Salvador, BA, Brasil,

Desde 1987 se mantienean f{res cepas de
Trypanosoma cruzi: San Luis (SL) y Apipé Grande (AG)
aisladas de Triafoma infestans capturadas en viviendas
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de esas localidades de Corrientes y Dorotea (D) del
xenodiagndstico de una enferma, originaria de Formosa.
Se intentd infectar sin éxito hasta 30 dias de observa-
cign =baby= de Mus musculus variedad albina con
indculos que contenian 10% de trypomastigotes. Lue-
go los animales inoculados fuaron sometidos a la
inmunosupresion de 250mgkg de ciclofosfamida. Las
cepas AG y SL presentaron parasitemia, aungue muy
baja (50 tryp/S0 campos 400x). Para la caractenzacion
isoenzimatica se cultivaron en &l madio de Warren. Con
extractos  obtenidos por  conge-lamiento v
descongelamiento repetidos se realizaron los analisis
electrofordlicos de las enzimas GPI, PGM, ASAT y
ALAT (Miles y de Andrade). Se usaron como parametros
las cepas Peruana, San Felipe y Colombiana. Los per-
files oblenidos permiten clasificar la tres cepas (SL, AG
y D) como correspondianie al 1S-2a de acuerdo con la
clasificacién de Tibayrena considerada como
Z2a.variante del 22 de Miles. Este zimodema corraspon-
de al perfil enzimatico de la cepa Pamana, un tipo bio-
logico (1) altamente virulento, con precocidad en la
parasitemia y alta letalidad para el ratén. Sin embargo,
estas cepas luvieron muy baja virulancia para ese roe-
dor dabido, probablementa, a su manlenimiento prolon-
gado en cullivos. Trabajo financiado por la Secretaria
General de Ciencia y Técnica da la UNNE.

PR14. Efectos de 2-cloro-3,7-diisopropoxifenotiazina
sobre el desarrolio del Trypanosoma crusi. AM
BRIGADA, S MARENGO, M PESCHANKER, B
BASS0, E MORETTI.

Centro Regional de Estudios Avanzados, Gobier-
no de la Provincia de San Lwis, Avda del Funda-
dor /n . Puente Blanco.(5700) San Luis.

La enfermedad de Chagas continia siendo una de
las endemias de mayor impacto en nuestro pais. El tra-
tamiento con los farmacos actualmente disponibles es
efectivo duranta la fase aguda y en la infeccién neonatal,
presentando an cambio, resultados controvertidos en
cuanto a su eficacia durante la fase cronica y, ademas,
posaan efectos 1oxicos que limitan su ulilizacion. Por
ello, el ensaye de potenciales nuevos agentes gquimio-
terapéuticos &5 una de las lineas prioritarias en la in-
vestigacion sobre esta enfermedad. Existe un gran po-
tencial en el disefo de drogas que inhiban aspecifica-
mente la actividad de la tripanotion reductasa. Estruc-
turas andlogas a la clorpromazing poseen cierto grado
de selectividad en ess senlido, por lo que su prepara-
cifn y andlisis podrian dar origen a una nueva lamilia
de drogas con actividad antiparasitaria. En al presente
trabajo se analizd la actividad de@ un derivado de la
clorpromazina, el 2-cloro-3,7-diisopropoxifenctiazina,
sintelizado en nuastro laboratorio, sobre &l crecimiento
de formas apimastigotes de T.cruzl. Este derivado per-
tenece a la familia de las difenilaminas precursoras del
ciclo basico de las fenotiazinas. La droga fue solubili-
zada on Dimatilsulfdxido (DMS0), v agregada a culti-
vos bifasicos de T. cruzi cepa Tulahuén, en concen-
traciones de 5 a 100ug/ml. Como control se realizaron
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cultivos con y sin el agregado de DMS0. A concentra-
cion de Sug/ml se comprobd una parcial inhibicion del
desarrollo de los pardsitos. A partir de 20ug/ml se ob-
servt un efecto parasiticida, el cual fue mas ovidente a
mayores concentracionas, llegando a lisar &l 100% de
los parasitos antes da 24 hrs., cuando se ensayd con
70 y 100ug/mi. Estos resullados alientan la prosecucion
de los estudios con otros derivados. cuya sintesis se
ancuentra actualmenia an curso.como asimismo el anda-
lisis da la actividad frante a los otros astadios del
T.cruzi,

PR15. Variacion en el nimero de recambio de *P-
fostolipidos de Trypanosoma cruzi inducida
por interaccién con glébulos rojos humanos,
G RACAGNI, M GARRIDO, M RODRIGUEZ. M
PEREIRA, D BRONIA, E MACHADO-DOME-
NECH.

OQuimica Bioldgica, Fac. de Cs, Médicas, UNC y
Dpio. de Biclogia Molecular, UNRC,

La intemalizacion dal T crus (Tc) a la célula blanco
implica fandmenos de fusion de membranas y cambios
bioguimicos en ambas células. En la interaccidn de
epimastigoles con globulos rojos humanos (GR), util-
zado coma modelo experimental in vitro, s@ han demos-
trado cambios a nivel protéico y lipidico, algunos de los
cuales estarian relacionados con la fusion de los GR en-
tre si que ocurre en presencia de calcio (Lujan, H, ¥
Bronia, D., Farasifol, 108:323, 1894). Con el objetivo de
estudiar las variaciones en los fosfolipidos de ambas
cilulas, éslas se marcaron con [“P]Pi y se realizd la
interaccion duranie una hora en presencia y ausencia
de calcio. Para la separacion de los GR y Tc se
implementd una técnica de centrifugacidn en gradiente de
ficollftriyosom que permitid un afto grado de ennquecimien-
to, bajo grado de contaminacién y conservacion de la
morfologia de cada fraccion calular. Los foslolipidos ex-
traidos fueron analizados por cromatografia en capa dal-
gada, autoradiografia y centellografia liquida. Los resul
tados encontrados hasta el momento indicarcn que al
contacto de los epimastigotes con los GR desencadend
una serie de cambios que involucran algunas especies
fostolipidicas del T cruzi. Un incremento en las fraccio-
nes de losfatdiletanclamina (PE) y de fosfatidilinositoliiso-
fosfatidiletanolamina (PVLPE) y un descenso en la de
#cido fosfatidico (PA) dependid dao la presencia de cal-
cio (condiclones fusogénicas), mientras gue la disminu-
cign obsarvada en fostatidilcolina (PC), aparentements
compensada con un aumento de su lisodenvado (LPC),
fue indapendiente de calcio, por lo que sefia una con-
secuencia del contacto celular. El descenso en PA so
relacionaria con un posible intercambio lipidico entre
eslas células ya que se ha demostrado previamente un
aumento de diacilglicerol en la membrana del GR. Los
resultados anconirados a nivel de los fosfolipidos del Te,
estarian en concordancia con la disminucion encontra-
da an la relacion entre la proporcion de marca (cpm) de
las fases lipidicas y las-proteinas celulares provocada
por la interaccion T cruzi-globule rojo.



PR16. Modificaciones en la actividad de glutamato
deshidrogenasa en Trypanosoma cruzi duran-
te la incubacidén con globulos rojos. MS

{ BEMEDI, PY SCARAFFIA, M RODRIGUEZ, DH
BRONIA, NM GEREZ DE BURGOS.

Cat. Quimica Bioldgica, Fac. de Cs. Médicas, Univ,
Nac de Cdrdoba, CC 35, Suc. 16, Cdrdoba. Argen-
fina,

La penetracidn del Trypanosoma cruzi en células
huesped es una etapa indispensabla para dar origen a
las formas replicativas del pardsitc y cumplir su ciclo de
vida. Nuestro grupo de trabajo ha estudiado cambios
bicquimicos que ocurrén en el pardsito durante la
incubacidn con gldbulos rojos humanos (GR). El T, cruzi
aungue no Invads los entrocitos, induce fusidn en los
mismas. En trabajos previos se estudid actividad de
enzimas involucradas en la produccion de energia
[glicalisis y ciclo de Krebs), como asi también en el
metabolismo de los aminodcidos en T. cruzi post-induc-
cion de la fusidn de eritrocitos humanos. Dada la mar-
cada diminucion observada en la actividad enzimatica
de glutamico deshidrogenasa dependiente de NADP
{GDH), producida en epimasligotes de T. cruzi duranta
la incubacion con GR, nos propusimos estudiar el me-
canismo de inhibicidn de la GDH utilizando parasitos
intactos (P} y lisados (PL). La actividad especifica de
GODH en Pl incubados con GR, en condiciones que pro-
muevan la fusion de los mismos, fue 50% mas baja quo
en los epimastigotes control (ausencia de entrocitos). No
se observaron diferencias significativas cuando la
incubacién se realizd con GR lisados. Por el contrario,
cuando los PL fueron puestos en contacto con GR se
observd una activacion de GDH. La actividad especifi-
ca de GDH an los mismos fue 40% mds alta que en los
parasitos control. En experimentos donde los GR fue-
ron reemplazados por igual concantracion de albumina,
no se registrd esta activacion, descartandose un posi-
ble efecto protector del GR sobre el parasito. Cuando
s¢ determing actividad de GDH en PL incubados con
distintas cantidades de GA eguivalentes a: 11,8 ; 236 ;
35.4 ; 47.2 y 59 mg de proleinas, se cbservi un incra-
manta en la actividad especifica dependiente de la con-
centracidn de proteinas. Los valores promedio fueron,
con respecto al control, 25%, 54%, 7%, 97% v 87%
mas altos raspectivamente. En contraposicion a esto,
cuando los GR fueron calentados a 60°C por 20 min. la
actividad de GDH disminuyd un 50%. Estos resultados
indicarian que los cambios en la actividad de GDH du-
rante la incubacién con GR son dependientes de la
integridad del parasito.

PR1T. Trypanosoma cruzi: variaciones de activida-
des GDH y MDH en respuesta a cambios es-
tructurales del plasmalema. RODRIGUEZ M,
PIPET G., COSSY ISASI 5. y BRONIA D ;

Catedra de Quimica Bioidgica de la Facultad de
Clencias Médicas de la Universidad Nacional da
Cordoba.
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Glicoesfingolipidos sialilados y moléculas semejan-
tes son constiluyentas del plasmalema del parasito pero
respecto a su relevancia en eventos biologicos los co-
nocimientos son escasos. En esta linea de trabajo, ex-
parmentos previos revelaron variaciones en la curva de
crecimiento de formas epimastigotes cultivadas en me-
dio suplementado con gangliGsidos. La presencia de
ganglidsidos provect inhibicion in vitro de una activi-
dad PLA en epimasligotes y tripomastigotes. Distimas
fases da la curva de crecimiento y el cambio de forma
del parasito se correlacionan con cambios en las acti-
vidades de enzimas del metabolismo glucolitico y de
amincacidos. Las mismas enzimas podrian participar en
la respuesta de corto plazo a cambios estructurales del
plasmalema producidas por agregado de gangliosidos
al medio de cultivo. En experimentos preliminares se
determinaron cambios en las actividades GDH NADPH,
dependiente y MDH NADH, dependiante induciblas por
gangliésidos exogenos. Los parasitos (epimastigotes) se
cosecharcn a los dias 4 (fase pre-exponencial); 7 (fase
exponencial); 14 (fase estacionaria);y 21(fase de decli-
nacion) y luego de lavados con solucion fisiologica se
incubaron con ganglidsidos 300 mM en medio de Eagle
modificada por Dulbecco sin suero, 18 horas previo a
la determinacidn. Se cbservd para GDH un incremento
a4 (150 %) y a 14 { 63 %) dias y disminucion a 7( 63
%) y 21 (38 %) dias. En &l caso de MDH hubo un in-
cremento ( 54 %) a 4 dias y disminucion a 7 { 20 %) 14
(30 %) y 21 ( 55 %) dias, En parasitos de 4 y 7 dias
incubados a mayor densidad pero igual concentracian
de ganglidsidos, las diferencias respecto a los conftro-
les desaparecieron para GDH. En cambio la actividad
MDH disminuyd ( 74 %) a 4 dias y a 7 dias se anuld la
diferencia. Los ganglidsidos exdgenos son delectables
por cromatografia en capa fina del extracto lipidico del
parasito, lo que permite suponer su incorporacion al
plasmalema o al manos una interaccién muy fuerte.
Estos resultados preliminares indicarian que es posible
modificar &l metabolismo del parasite induciendo
rearreglos estructurales de la membrana plasmatica por
tratamiento con ganglidsidos,

PR18. Accién tripanomicida de compuestos sintéti-
cos derivados de inhibidores del crecimiento
celular. LE FICHERA", M ESTEVA", AJ
SCHVARTZAPEL"", JB RODRIGUEZ", EL SE-
GURA", EG GROS"".

‘instifuto Nac. de Parasitologia “Dr.M. Fatala Cha-
ben” Paseo Coldn 568, Bs. As. "Dio. Quim. Or-
ganica Fac. Cs. Exaclas y Naturales, UBA, Bs. As.

El objetive de nuestro trabajo es evaluar biold-
gicamente derivados de la hormona juvenil y del
Fenaxycarb, sobre cultivos de Trypanosoma cruzi para
la esterilizacion de la sangre a transfundir. Fueron sin-
letizados 19 compuesios isoprénicos y no-isoprénicos,
con modificaciones en la estruclura bdsica y en algu-
nos grupos terminales, basados en estudios previos gue
mastraron disminucion del crecimiento de epimasSgotes
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{Schvartzapel A. et al. 1995) y lisis en tripomastigotes
sanguineos(Fichera L. et al. 1995). Diferenies concentra-
ciones de los compuesios fueron incubados con sangre
de ratén infectado con fripomastigotes (5 x10* par/mil)
durante 24 hs a 4°C. Diez compuestos mostraron afecto
litco sobre los tipomastigotes sanguineas. Con 0,75 mM
los compuastos isoprénicos 31 y 34 lisaron el 91.549.6
y 96.95:5.06 % y a 1.5mM el efecto fue de 974462 y
99.73+0.59 %. Con esta concentracion los fenoxi-deriva-
dos 30 y 36 lisaron los pardsitos en un 97.07+2.5 y
98.0+7.0 % y con 0.75mM &l efecto fue menor (84.7410.1
y B1.546.0 %). La toxicidad de las drogas estan siendo
evaluadas en cultivos de células musculares.Eslos resul-
tados nos llavan a continuar con @l estudio de nuevos
compuestos para lograr drogas mas activas @ Inocuas
para su utilizacidn en bancos de sangre.

PR19. Identificacion y caracterizacién en Trypano-
soma cruzi de proteinas homdlogas a la
glutatién-S-transferasa de 26 kDa de
Schistosoma japonicum. GA GARCIA, MI ES-
TEVA, E BONTEMPI, J BUA, AM RUIZ.

Instituto Nacional de Farasitologia =Dr. Mario
Fatala Chabén=, Passo Coldn 568, (1063) Bue-
nos Afres.

Las glutation-S-transferasas (GSTs) son un grupo de
enzimas involucradas en la detoxificacion que catalizan
la conjugacidn del glutatidn reducido con compuestos
alectrofilicos nocivos para la célula. Las GSTs de
Schistosoma son un blanco potencial para iNMUnNo y qui-
micterapia contra la enfermedad que dichos pardsitos
provocan. Si bien se datectd actividad para dicha enzima
en Trypanosoma cruzi, aun no se caracterizd totalmen-
1 alguna glutation o trypanotién-S-iransferasa. El ob-
jetivo de este trabajo es la identificacion de enzimas
homdlogas a la GST de 26 Kda de Schistosoma
faponicum (GSTsj) expresada por el plasmido pGEX1
on T. cruzi, ya que so observd reactividad de un
antisuero contra esta proteina sobre antigenos de este
parasito, A partir de la fraccidn citosdlica de
apimastigotes de la cepa Tulahuén (stock Tul 2) se pu-
fificd por inmuncafinidad, utilizando anticuerpos purifi-
cados del moencionado antisuero, un grupo de proteinas
homologas a la GSTs| (PHGSTs|). En electroforesis en
geles de poliacrilamida con SDS la fraccidn PHGSTsj
mostrd tener al menos diez proteinas con un peso
molecular entre 10 y 56 Kda. Una de ellas de 11.7 Kda
fue seleccionada para realizar la secuencia MN-tarminal
¥ sa observd gue los primaros guince aminoacidos mos-
traron homologia con anzimas de dxido reduccion de
distintos organismos, entre ellas algunas pertenacien-
tos a la familia de las flavoenzimas transhidrogenasas,
indicando la posible presoncia de una enzima que par-
ticipe dal metabolismo del glutation en T.cruzi , ya gue
tanto la glutation reductasa de mamiferos como la
trypanotién reduciasa de Trypancsomatidos pertenecen
a asta familia. Se realizd un rastreo inmunoldgico en una
genoteca de T. cruzi que permitio identificar varios
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clones. Alguncs mostraron tener inseros de 4500 pb y
actualmente so esta procediendo a la secuenciacion de
los mismos a fin de caracterizar gendticamente a gstas
proteinas qué podrian constituirse en posibles blancos
de atague para la destruccion del pardsilo. Este traba-
jo recibid financiacion del MSyAS de Argentina, de la
ATPD network (SIDA/SAREC) y del TDR, WHO.

PR20. Variaciones en los niveles de inositol trifosfato
y calcio intracelular en epimastigotes de
Trypanosoma cruzi estimulados. M BOLLO,
MN GARRIDO, EE MACHADO- DOMENECH.

Dpto. Biologia Molecular, FCEFON, Univ. Nac. de
Rio Cuarto, Rio Cuarto.

Nuestro grupo de trabajo demastrd, por primera vez,
en Trypanosoma cruzi la actividad de PLC medianle
cambios observados en componentes losfolipidicos y
solubles luego del agregado de carbacol. Recientemante
observamos que este agonista también proveca vana-
ciones en la concentracién de calcio intracelular
{ICa®+}i). Ademés, resultados cblenidos con &l ester de
forbol TPA, sugirieron un papel regulador de PKC so-
bre las actividades de DAG-quinasa y fosfoinosilido-
quinasas. Por otro lado, cuando se utilizd un fragmento
de la a "-globina de pollo (péptido 1-40), capaz de in-
ducir la metaciclogénesis en el pardsito y estimular la
adenilato ciclasa, observamos aumentos en los nivelas
de inostaol trilosfato (IP3). En base a estos anteceden-
tes, nuastro objetivo fue astudiar cambios probables en
la [Ca®+)i inducidos por la presencia deol péptido 1-40 e
investigar el compromiso de PKC en la regulacion de la
actividad PLC y en la sefial de calcio intracelular del pa-
rasito. En este trabajo, los inositoles foslato se resol-
vieron por cromatografia en Dowax AG 1-X8 mediante
gradiente de formiato de amonio y &l calcio intracelular
fue medido en suspensionas de células con Fura2- AM,
Los resultados demostraron que la estimulacion de los
parasitos con el péptido 1-40, provoco una rapida ele-
vacién de [Ca®+Ji. La preincubacion de las células du-
ranta 20-30 minutos con TPA, no modificd la magnitud
da la respuesta dal calcio. En estas condiciones, los
niveles de |P3 obtenidos a los 3 minutos del agregado
del agonista, no variaron sustancialmente con respecto
al control no estimulado; sugiriendo que, en al tiempo
estudiado, la actividad PLC no estaria bajo el control de
PKC. Cuando se estudiaron los efectos da una
preincubacion de 30 minutos con TPA an la estimulacion
con carbacol, se observaron variaciones de calcio
intracelular que fueron samejantes a las del control as-
timulado. Sin embargo, esta preincubacion con TPA fue
capaz de anular el aumento en los niveles da IP3 que
se observan al minulo de agregado el agonista. Estos
resultados sugieren que PKC modularia la actividad
PLC. Ademés, contribuiria indirectamente a la sefal de
calcio intracelular del pardsito; de esta manara, los cam-
bios en los niveles de IP3 no serign el unico requeri-
miento para provocar la movilizacion de calcio
intracelular luego de un astimulo muscarinico.



PR21. Respuesta de dos cepas de T. cruzi a la adi-
cién al medio de extractos crudos de vegeta-
les. JA& OPPEZZ0, RA MARTINEZ, MC
MIGLIETTA, MA BARRIOS, HF MIGLIETTA.

CIEN, Facultad de Bioguimica y Cias. Bioldgicas,
UNL. Pje. EI Pozo, 3000 Santa Fe.

En trabajos anterores informamos sobre la respuesta
de dos cepas de T. cruzi a la adicion al madio de culti-
vo de axtractos crudos de vegetales. En este trabajo
completamos la comunicacion con el ensayo de ofros
extractos. Se ensayaron exiractos crudos de las partes
vegetativas de Bracchans crispa ; hojas dePreumus
boldus ; corleza y hojas de Erythrina cristagalli, a las
concentraciones de 5.0 mg res. seco/l y 20,0 mg res,
secodl en cullivos monofasicos agilados de las cepas
Tulahuén O -TQ y Tulahuén 2 -TZ- de T. cruzi, evaluan-
dose la densidad celular en funcion del tiempo. Los re-
sultados muestran que B. crispa deprime el desamrolio
de T2 independiantamente da la concentracion y esti-
mula TO inversamanta a la concantracion. El extracto
de P. boldus deprime el dasarrollo de TO y T2 en am-
bas concentraciones, en relacion directa. £ cristagalli
-corteza- deprime &l dasamollo de T2 a la manor con-
centracidn y estimula levements en la mayor concen-
tracion. Con respecto a TO, la deprime en relacion di-
recta a la concentracion. E. cristagali -hojas- depnime
a T2 en relacion directa a la concentracion y a TO
inversamenta a la concentracion, Se concluye que : 1)
Extracto de diferantes especies vegetales o partes de un
mismo vagetal ienen diferentes efectos en al desarrollo
del T. crusl en cultives monofasicos agitados. 2) Los efec-
tos sobre el desarrollo no necesariaments dependen de
la concentracion. 3) Diferantes cepas de T. cruzi pre-
sentan distintos comporiamientos en su desarrollo frenta
a la presencia en el medic del extracto de un mismo
vageatal.

-

PR22.Fosfolipidos de Trypanosoma cruzi: un nuevo
producto metabdlico del dcido fosfatidico. N
MARCHESINI, G HERNAMDEZ, V SANTANDER
y E MACHADO-DOMENECH.

Quimica Bioldgica, Universidad Nacional de Rio
Cuarfo 5800 Rio Cuarto, Cdrdoba.

El acido fosfatidico (PA), producto de la achividad
diacilgliceral quinasa (DAG-k) o fosfolipasa D (PLD),
puede desancadenar respuestas mitogénicas y regular
las actividades de diferentes enzimas como PKC, la
proteina activadora de la actividad GTPasa de la Ras
{(RasGAP) vy de la fosfatidilinositol-4-fosfato quinasa
(FIP-k). Ademas, &l PA puede ser metabolizado a
diacilglicerol pirofostato (DAGPP) por la fosfalidato
quinasa PA-k, encontrada solo en diferentes tejidos
vegetales. Esludios realizados en nuastro laboratorio
evidenciaron que Trypanosoma criiel presenta la capa-
cidad de responder a estimulos externos mediante la
varacién de los niveles de polifosfoinosibdos, PA y cal-
cio cilosdlico. Asi, nuestro objetivo fue, estudiar la re-
gulacion de los niveles del dcido fosfatidico, luego de
su estimulacidén y delerminar la participacién de la
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fosfatidato quinasa en membranas de spemaslgones o8
T. cruzi. Las células cultivadas durante & dias 2 22 “C
s@ cosecharon y homogenizaron. La estmuiscor con
PLD axdgena se llevd a cabo durante 1 h en presenca
del amortiguador KAT con glucosa y albumena 1.8 %y
0,25 %, respectivamente. Cuando las lipwdo gurasas.
presentas en la preparacion de membranas, fusron o
cubadas en presancia de 1 mM [y<]ATP, con ¢ = &
agregado de PA exdgeno (diolecil o dipalmaod PA) s=
obtuvieron tres compuestos radiactivos, Dos de elos
fuaran productos de las conocidas lipido quinasas DAG-
k ¥ Pl-k y uno con un valor de Rf similar al DAGPF La
formacion de este Gitimo tue dependiente dal tiempo,
pH, temperatura y concentracion del fosfatidato. Sin
embargo, bajo iguales condiciones, las membranas ca-
lentadas 30 min, a 95 “C también evidanciaron la pre-
sencia de dicho compuesto. Resulados similares se
observaron en las membranas tratadas con PLD, res-
pecto al control. Este hecho indicarla que el DAGPP es
un lipido minaritano cuya concentracion aumenta cuan-
do g8 incramenta una senal. El presente estudio puede
tenar implicancias impartantes para la regulacion de la
respuesta celular a través de agonistas que induzcan
variacionas en el metabolismo de los polifosfoindstidos
y acido fostatidico.

PR23.Optimizacién de la purificacion de una protei-
na simil lectina de Trypanosoma cruzi median-
te cromatografia de afinidad sobre matriz
agarosa. E WELCHEN, | MARCIPAR A SILBER,
A MARCIPAR.

Instituto de Tecnologia Bioldgica (INTEBIQ) - UL
M. L. Giudad Universitaria, C. C. 530 Paraje =E1
Pozo= (3000) Santa Fé, Argentina, Tel. (54) (42)
531532 Fax: (54) (42) 555169.

Bl T. cruz agente etiologico de la enfermedad de
Chagas, debe obhigatonamente invadir células para com-
pletar su ciclo de vida an el huesped. La fase de reco-
nocimiento, en las etapas tempranas del proceso de
penatracion, involucra fundamentalmanta a residucs
glucidicos de los glicoconjugados de membrana
prosenies, tanto en la superficie de las células del hues-
ped como en la superficie del parasito. En nuestro la-
boratorio se ha obtenido a parlir de células del T, crusi
una ghcoproleina simil lecting con capacidad de umion
a residuos galaciosa de las membranas celulares del
huésped, de 65 kDa de peso molecular aparente. La
purificacién de esta glicoproteina fue llevada a cabo
originalmante utilizdndose coma matriz de afinidad una
columna de mambranas desialidadas de globulos rojos
humanos, entracruzados con albimina. Con la protei-
na purificada en osta matriz se inocularon conejos con
la finalidad de obtenar sueros hiparinmunes que por
Western Blot contra lisados de parasitos, mostraron wna
banda amplia de peso molecular compatibel con al de
la proteina purificada. Sin embargo, por la técnica de
ELISA, estos sueros mostraron ademas una tusrie
reaclividad cruzada con otros antigenos de membranas
de la familia de la cruripaina. Frente a esio s& decdio
optimizar la eslralegia de purficacon de & protera
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simil lectinas utilizando los residuos galactosa expues-
tos por la agarosa (polimerc de galactosa). A parir de
la elucién de esta columna, previamente enfrentada a
axtractos de parasitos, purificamos una proteina del
misma peso molecular que la descripta anteriormanta,
con la que se obluvieron sueros que no presentaron la
reaccion cruzada antes descripta. Esto nos permite infa-
rir que la proteina en estudio no compare epitopas con
la cruzipaina, y que la purificacion por afinidad sobre
agarosa es mas especifica gue las purificacién scbre
membranas de eritrocitos desialidados.

PR24. Anticuerpos anti-galactosa y su purificacion
en una columna de agarosa. MG RISS0, IS
MARCIPAR, AM SILBER.

Institute De Tecnologia Biologica (Intebia), Facul-
tad De Bioguimica ¥ Ciencias Bioiogicas [UNL).

Los anticuerpos anti-galactosa son anficuerpos na-
turales, cuyo nivel en suero sa encuenira aumentado en
pacientes que padecen infecciones por agentes como
Vibrio cholerae, Staphylococcus aureus y Trypanosoma
cruzi, entre otros. Entre los determinantes antigénicos
mas significativos que & T. cruzi presenta al sistama in-
mune se encuentran los residuos galactosil de los
glicoconjugados de membranas. Dado que la agarosa es
un polimero de galactosa (d-galactosa alternada con 3.6

anhidra - | - galactosa), se decidic evaluar |a capaci-
dad de esta matriz como supaerficie de captura para
anticuerpos anti.gal de susros de personas chagasicas por
inmuncafinidad, para su posterior caracterizacion, Estos
anticuerpos fuaron purificados fraccionando mezclas
{pools) de sueros provenientes de pacientes chagésicos
cronicos en columnas de agarosa. Se eluyd por
desnaturalizacion con solucion de glicina-dcido clorhidrico
de pH 2,5. El material eluido de la columna a partir de
mezclas de sueros fue cormido en un gal de poliacrilameda
con sds. Se observaron Unkcamente las bandas correspon-
dientes a las cadenas pesada y liviana de los anbcuerpos
(aproximadamente 60 y 40 kda). Mediante el uso de con-
jugados isotipoespecificos se delermina por Elisa la pre-
sencia de anticuerpos de tipo IgG. Se comprobd que a partic
de las mezclas de sueros de pacientes chagasicos la can-
tidad purificada de anticuerpo fue muchas veces superior
que la oblenida siguiendo el mismo protocsio con un pool
de sueros de pacientes no chagasicos. La presencia de
niveles basales de anticuerpos contra estos azlicaras en
sueros de personas no infectadas por el T. crusr se de-
beria a que durante la maduracion del sistema INmune
aparecen anticuerpos reactivos contra los residucs
glucidicos de las bacterias constitutivas de la flora intes-
tinal, Estos anticuerpos contribuirian a la inmunidad lla-
mada innata o natural. Se esta procediendo a un mapeo
de la especificidad de eslos anticuerpos por ensayos de
competencia con azicares solubles, asi como a un es-
tudio de la contribucion de estos anticuerpos a la modu-
lacitn da la respuesta frente a la infeccion en el huesped.

PR25. |dentificacion, caracterizacion y evaluacion de
la relevancia antigénica de una glicoproteina
de 65 kDa, aislada de Trypanosoma cruzi, que
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posee actividad de reconocimiento de resi-
ducs Galactosa. C ROODVELDT, | MARCIPAR,
M GOMZALEZ, E WELCHEN, A SILBER, A
MARCIPAR.

Instituto de Tecnologia Biologica (INTEBIO) - U.
N. L. Ciudad Universitaria, C. C. 530 Paraje «E!
Pozo- (3000) Santa Fé, Argentina. Tel. (54) (42}
531532 Fax- (54) (42) 555169

A partir de lisados de epimastigotes de T. ozl se
ha cbtenido una proteina capaz de ligar residucs
galacxiosa. La purificacién se realizd por cromatografia
de afinidad. Las matrices utilizadas consistieron an
membranas erilrocitarias desialidadas, y albdmina
entrecruzadas con glutaraldehido. Los residuos expues-
fos en este sisterna incluyen, entre otras, a la estructu-
ra D-Gal-b-(1-3)-D-GalNAc, que han sido descriptos
como intervinientes en las reacciones de reconocimiento
huesped-pardsito. Para eluir moléculas retenidas espe-
cificamente sobre estos sitios se utilizd una solucién de
galactosa (elucién por compaticion de ligandos). El
eluato fue analizado mediante las técnicas de 3D5-
PAGE y Westemn Blot. Se identificd una Unica banda de
65 kDa. Mediante ensayos con Concanavalina A-
peroxidasa, se ha delerminado la presencia de regio-
nes de naturaleza glucidica en esta proteina. La locali-
zacion intracelular de esta molécula fue determinada por
inmunoflucrescencia. las regionas marcadas cormespon-
dieron fundamentalmnente al sistema de membranas del
reticulo y el sistema de Golgi. Se evalud por ELISA la
reactividad antigénica de la glicoproteina puriicada,
sobre un panel de 103 sueros (53 negativos y 50 posi-
tivos). Para este anligeno se cbtuvieron valores de es-
pecificidad y sensibilidad de 98,11% y 98% raspectiva-
mente. Estos resultados v la posible relacion de esta
glicoproleina con mecanismos de reconocimiento e
interiorizacion, anfatizan el interés de su estudio como
posible antigeno relevante desde el punto de vista diag-
néstico y de su importancia en el estudio de la
fislopatogenia de la enfermedad de Chagas.

PR26. Desarrcllo de un ensayo para la determinacion
de avidez de IgG especifica para conocer la
antigiiedad de |a infeccién por toxoplasmaosis.
IS MARCIPAR®, ML DALLA FOMTANA™", S
FUSCO™,

Laboratorio de Invesligacion y Desarrolio de
Lab. Gen Cell SRL. *“Laboratoric de Zooncsis
del Programa de la Red de Laboraratorios. Minis-
tario de Salud y Medic Ambiente de la Provincia
de Santa Fe,

La infeccion por T. gondii en la mayoria de los ca-
sos es asintomalica. El felo en formacion, en cambio,
es muy sensible a la infeccidn. Por eso, la deteccion de
una infeccidn activa en mujeres embarazadas constitu-
ye un objetivo importante. En esta parasitosis el diag-
nasfico seralégico convencional (1gG, Anficuerpos tota-
les o IgM) es insuficiente para definir el astado de la
paciente. Por un lado, el gran porcentaje de
seropositividad para la IgG especifica en |a poblacion



no permite determinar entre una infeccion cronica o una
infeccion aguda sin realizar por lo menos dos delermi-
naciones seriadas. Por otro lado, la persistencia de al-
tos titulosdde 1gM especifica, en muchos casos después
del ano de la primoinfeccion, tampoco nos permile utili-
zar esle parametro para discriminar entre una infeccion
activa ¢ una infeccién reciente pero que ya ha pasado
a cronicidad. En los ultimos afios se propuso la deter-
minacion de avidez de |gG especifica para responder a
esta falencia estudiando las condiciones de disociacion
Ag-Ac de los anticuerpos 1gG con distintos agentes
caolrdpicos. En este trabajo se realizaron seguimientos
de pacientes, desde el momento de la pnmoinfeccion
determinada clinicamenta, y se encontro la mejor corre-
lacion clinica y la mas alta diferencia entre los distintos
estadios de la infeccidn, realizando eluciones sernadas
de los anticuerpos retenidos por antigenos de T.gondii
en placas de microtitulacion con urea 3, 6, B y 10 M,
luago revelando por la técnica de ELISA y calculando
la pendiente de DO wversus diluciones del agente
caotropico. La técnica mostrd buena respuesta para di-
farenciar antre una infeccion activa y una infeccion re-
ciente pero gue ya ha pasado a cronicidad.

PR27.KDMA PCR-based diagnosis and genetic
identification of Trypanosoma cruzi and
Leishmania sp. clones. SF BRENIERE. MF
BOSSENO, J TELLERIA.

LUMA CNAS/ORSTOM n® 9926, Laborafoire de
Généligue Molleculaire des parasiles ef des
Vectours, La Paz, Bolivia

Kinatoplastidae parasites have an extra nuclaar DNA,
the kinetoplaste DNA that present minicircles highly
repeated in one cell. The minicircles of KDNA are
composad of conserved regions flanking variables ones.
The variable regions are candidate for development of
sub-species DNA probes in Kinetoplastidae taxon
prasenting mainly a clonal structure. The general
procedure was a follow: obtaining of variabla. regions
minicircle KDMNA probes by Polymerase Chain Reaction
(PCR), study of the specificity of the probes by
hybridization with variabla. regions obtained from a set
of straing previouslly ganatically charactenized by multi-
lucus isoenzyma typing. We fully demostrate that the
minicircle variable kDNA regions of Trypanosoma cruzi
clones are. specific of =sub-species» taxonomic clade
and can be used as probes for detection of geneticalli
similar clones, Moreover, the PCR amplification of the
variable regions was applied in human blood and vectors
feces. The products of amplification hybridized whit
specific probes allowed the direct detection of clones in
the different hosls. Mevertheless, the sensitivity of the
PCA appears 1o be variable according to the andamic
area. Lastly, we defined a set of primers aillowing, the
amplification of variable parts of kDNA of Leishamania
sp. We also test the specificity of these products and
observed a tight linkage belween hybridization pattemns
and scomplexas« of Leishmania. This mathod allowed
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the identification of two polential mammal reservoirs in
a recent Andean focus of Leishmania amazonensis.
These results show thal the variability, of the mimcircles
of Kinetoplastidae of parasite presenting clonal structure,
can be used to diferenciate genatic groups in each
taxon. The kDNA PCR followad by hybridization confar
a convenient tool for field epidemiolagy.

PR28. Glicoproteinas aceptoras de dcido sidlico en
Trypanosoma cruzi clon CL 14. ML SALTO", M
GONCALVES?, W COLLI*}, AM de LEDER-
KREMER'.

'CIHIDECAR Departamento de Quimica Orgdmni-
ca, FCEyN, L/BA. Departamento de Bioguimica,
Instituto de Quimica, Universidad de 530 Paulo,
Brazil,

Las ghicoproteinas de 35-50 kDa de T. crua presen-
tan cadenas O-glicosidicas de estructura inusual unidas
a la proteina por GlcNAc &n lugar de GalNAC coma ocu-
rre generaimente. Se determing que los oligosacdridos
son los aceptores de acido sialico en la reaccidn
catalizada por trans-sialidasa. Por otra parte, en dos
cepas estudiadas (G y Y) se encontrd que los
oligosacandos se diferencian por la presencia (cepa G)
de galactosa furandsica. Dada la importancia de aste
azdcar como determinants antigénico estudiamos aho-
ra la estructura de las glicoproteinas en T, cruz CL-14.
Se utilizaron células epimastigols incorporadas con [*H]-
glucosa y células no radioactivas, daeslipidadas por su-
cesivas extracciones con cloroformo/metancl. Las
glicoproteinas se exirajeron con agua saturada en
butanol, se purificaron por cromatografia hidrofdbica en
columna de Octil-Sefarosa CL-48 y se& analizaron por
SDS-PAGE. Se observd en una de las fracciones una
banda ancha en la zona d& 35-50 kDa que no s8 sepa-
ra en tres bandas (ABC) como en el caso de las
glicoprotainas aisladas de la cepa Y con las cuales se
compard. Los oligosacaridos con uniones O-glicosidicas
s@ obtuvieron por f-eliminacién reductiva y se analiza-
ron por cromalogralia de intercambio anidnico de alta
resolucion y deleccién por pulse amperométrico
(DIOMEX). La técnica de analisis se puso a punto
con N-acetilglucosaminitol (GlcNAc-ol) y los aligo-
sacaridos reducidos Galf(f1—4)GlcMNAc-ol (A) ¥
Gallp1 —4(Galpp1—-6)GlcNAc-0l que fusron anterior-
mente caracterizados en las mucinas de la cepa G y sin-
tetizados por primera vez en nuestro laboratorio (Gallo
at al, 1996). Se determind que el producio principal de
la reaccion de [-eliminacion es GlcMAg, el cual se ha-
bia determinado también como componente mayorila-
ric entre los azucares oblenidos de la cepa G (Acosta
Saerrano at al, 1995). Por el contrario, en la cepa Y la
GlcNAc sin sustituir se encuentra como componente
menor {Previato et al, 1995). Se esta estudiando la es-
tructura de los oligosacédridos liberados de la mucina en
T. cruzi CL 14 con el fin de determinar si hay alguna
corelacion de los azicares con las propiedades beolo-
gicas de la cepa.
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PR29. Trypanosoma cruzi: Modificacidn estructural de
las cadenas N-glicosidicas de la glicoproteina
Tc-B5 cuando es liberada al medio de cultivo.
AS COUTO", R AGUSTI®, MJ MANSO ALVES™,
W COLLI*", AM de LEDERKREMER".

“CIHIDECAR, Departamento de Quimica Organi-
ca, F.C.E.y N.- UBA, Argentina, y “"Deparfamarnto
de Bicguimica, Instituto de Quimica, Universidad
de San Pablo, Brasil.

Se postula gue la presencia de antigenos circulan-
tas @n suero de pacientes infectados provocaria el dafio
de células no infectadas debido a la respuesta inmuna
dirigida contra ellos. Entre las numerosas proteinas de
superficie, una glicoproteina especifica del estadio
trypomastigote, la Tc-B5, ha sido involucrada en la ad-
hasicn yo penetracion del parasito a la célula huesped.
La glicoproteina Tc-85 ha sido identificada entre los
compuestos que son liberados al medio de cullivo en
forma de vesiculas. El estudio de la cadana N-
glicosidica de la proteina de pardsitos mostro la presen-
cia de una cadena compleja conteniendo Acido sialico,
fucosa y gala(1-3)gal. Con el objeto de comparar esta
cadena con la de la proteina liberada al medio se se-
pard al mismo, se liofilizé y la glicoproteina Tec-85 fue
purificada por cromatogratia de afinidad, La misma se
desialidd y las cadenas N-glicosidicas fueron liberadas
con endo N-acetilglucosaminidasa F, marcadas por re-
duecidn con NaB*H, y purificadas por BioGel P2. El
andlisis por cromatografia de intercambio anidnico de
alta resolucidn (HPAE-PAD) del producto marcado ob-
tenida, parmitic la separacion de 3 oligosacaridos ( NG1,
NG2 y NG3) de tiempos de retencion menores que &l
obtenido de parasitos. La hidrdlisis de cada una da las
cadenas con diferentes enzimas mostré que: NG1, NG2
y NG3 son sensibles al tratamiento con a-L-fucosidasa.
Sin embargo, mientras gque NG2 y NG3 fueron
hidrolizadas con a-manosidasa, solo NG3 mostro ser
sustrato de a-galactosidasa. Estas observaciones indi-
can que, en &l proceso de vesiculacion, actuarian cier-
tas enzimas que modifican las cadenas N-glicosidicas
de la proteina. Se han observado anteriormente, tam-
bién diferencias entre los componentes lipidicos del me-
dio con respecto a los del parasito.

PR30.Optimizacién de las condiciones de de-
senquistamiento in vitro de Cryptosporidium
parvum. B PEZZANI, E BAUTISTA, A CORDO-
BA, MM DE LUCA, JA BASUALDO.

Cétedra de Microbiologia y Parasitologia, Facul-
tad de Ciencias Médicas, UN.L.P. 60 y 120
{1900) La Plata

Para evaluar la viabilidad de los coquistes de
Cryptosporidium parvum , se desarrollo y optimizo la
técnica de desenguistamiento in vitro. Los ooguistes de
C. parvum utilizados se obtuvieron de una muestra fe-
cal da un nifio con criptosporidiosis sintomatica. La
muestra fue procesada por |a técnica de gradiente dis-
continuo de sucrosa hasta obtener una suspension da
ooquistes purificados y concentrados (OPC) Los
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poquistes se cuantificaron en camara de Neubauer y pra-
servaron en PBS pH 7,2 a 4°C. Los dos protocolos ensa-
yados a partir de alicuctas de 100yl de OPC con 178.000
poquistes fmm’se mencionan a continuacion: |- Tratamien-
to con bilis 1% y bicarbonato de sodio 0,44% a 37°C du-
rante 24 hs. Grupo A: con prefratamiento con tripsina
acidificada pH 2,75 a 37°C durante 1 h. Grupo B sin
pretratamiento con tripsina acidificada. |I-Tratamiento con
bilis 1% (B) con pH 6 y pHB ,con y sin bicarbonato de
sodio al 0,44% (BS)con y sin incubacion con 10% de cO,
durante 24 hs a 37°C. Grupo 1: B pH 6 Grupo 2: B pH &-
BS Grupo 3: B pH 6-BS-CO, Grupo 4: B pH 6- COo, Gru-
po 5: B pH 8 Grupo 6: B pH 8-B5 Grupe 7-B pH 8-85-
CO, Grupo 8: B pH8- CO,. Luego de los procedimientos
se evalud el grado de desenquistamiento en todos los
grupos efectuando &l conteo de los coquistes intaclos en
camara de Neubauer. Resultados: El recuanto en el Gru-
po A reveld un promedio de 28.000 coquistes imm?
{15,7%) ¥ en el Grupo B 22.000 ooquistes / mm? (13 %),
Los desenquistamientos fueron del 84 % para el Grupo |
y 87 % para el Grupo Il. Los porcenlajes de
desenquistamiento para los Grupos 1, 2,3, 4, 5,6, 7y 8
fueron: 49,5%, B3,2%, 88,3%, 56,75%, 92,7%, 83.2%,
8A,3%, 94,1% respectivamente. EI mayor desan-
quistamiento se produjo en &l Grupo B con un conteo
de 10.500 coquistesimm? | 5,9%) lo que indica una via-
bilidad superior al 90%. Conclusiones: La preincu-
bacitn con tripsina no incrementd el desanquistamiento
de los ooquistes de C. parvum. Las mejores condicio-
nes de desenquistamiento fueron utilizando bilis al 1
2, pH 8 incubado con 10% da CO, a A7°C durante 24
hs.

PR31. Microanilisis por EDS/SEM de Trichomenas
vaginalis: Experiencia preliminar. 5. A
COSTAMAGMA y M. PRADO FIGUEROA.

Cétedra de Parasitologia Clinica. Universidad Na-
cional del Sur. San Juan 670. (8000). Bahia Blan-
ca. Argentina.

Como parte de estudios que estamos realizando so-
bre Trichomonas vaginalis, es que presentamos aste 8s-
tudio preliminar referido a la presencia de minerales en
la superficie del parasito, por microandlisis a traves del
microscopio electrdnico de barrido, a fin de ralacionarios
con estudios previos sobre fendmencs de endocitosis,
realizados por los autores. Para ello se recolectd secre-
cion vaginal con hisopo estéril de fondo de saco de pa-
cientas con Trichomonosis. Se cultive dicha muestra en
medio liguido de Diamond (Menarini. Cod. Tric. 20. Ref.
1038. Barcelona. Espafna) durante 72 horas a 37 gra-
dos centigrados. Posteriormente se concentran los pa-
rasitos por centrifugacidn, fijandose luego los mismos
con glutaraldehido al 2% en buffer fosfato 0.05M pH 7.2.
Sg mantienen en heladera durante 15 dias. Luago se
afectian cinco lavados con agua bidestilada estéril,
centrifugando a 2000 rpm. 5 min. cada vez. Se mataliza
luego el sedimento obtenido y se observa en microsco-
pio electrénico de barrido JEOL 35CF a 12 Kv. Una vez
identificado y documentado el flagelado se procede al
microandlisis del misme mediante un analizador EDAX,



