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A. Desarrollo del proyecto (adjuntar el protocolo)

A.1. Grado de ejecucién de los objetivos inicialmente planteados, modificaciones o ampliacio-
nes u obstaculos encontrados para su realizacién (desarrolle en no mas de dos (2) paginas)

A continuacion, se presentan los resultados obtenidos hasta el cierre de este periodo.

El presente proyecto tiene 3 objetivos especificos:
Objetivo_1: Estudiar el patron de expresion y localizacion subcelular de la proteina
TcSR62 en diferentes estadios y compararlos en las diferentes cepas de T. cruzi.

Grado de ejecucion: 100%.

La concrecion de este objetivo se ha cumplido en su totalidad. En el informe de avance se
evidencio la expresion de la proteina TcSR62 en epimastigotes, tripomastigotes y amastigotes
de 4 cepas diferentes de T. cruzi y se corroboro la localizacion nuclear en tripomastigotes y en
epimastigotes (Figura 1). Los estudios que vinieron a continuacién, en los que se realizaron
ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) en células Vero infectadas con tripomastigotes
de las cepas Y, CL-Brener, RA, Tulahuen y Sylvio, nos permitieron determinar que en amasti-
gotes, ademas de una localizacion nuclear, se observa una presencia importante de la proteina
TcSR62 en el citoplasma (Figura 2). Estos resultados fueron corroborados mediante el analisis
de las imagenes por medio del programa ImageJ, donde pudo evidenciarse la co-localizacion
de los fluorocromos en lo que seria el nicleo de los parasitos y una intensidad de fluorescencia
adicional que corresponde a la region citoplasmatica (Figura 3). Ademas, cabe destacar que
en los tripomastigotes intracelulares también se observa la presencia nuclear de la proteina
TcSR62 (datos no mostrados).

Estos resultados, junto con los presentados en el informe de avance indican que la proteina
TcSR62 se expresa en los estadios de epimastigote, tripomastigote y amastigote de todas las
cepas estudiadas. Ademas, la proteina tiene una localizacion nuclear en epimastigotes y en
tripomastigotes, mientras que en amastigotes, se localiza mayoritariamente en nucleo y tiene
ademas una fuerte presencia citoplasmatica sugiriendo que tendria roles adicionales en el es-
tadio intracelular de amastigote.

Objetivo 2: Evaluar los efectos de la sobreexpresion de unaversion etiquetada de la pro-
teina TcSR62 en epimastigotes y tripomastigotes de T. cruzi.
Grado de ejecucion: 50%.

Este objetivo se cumpli6é de forma parcial. Se disefiaron diferentes oligonucle6tidos que permi-
tieron obtener la secuencia correspondiente al gen de la proteina TcSR62 con una etiqueta
3xflag en el extremo 5°. Luego de la ligacion en vector pGEM-T easy se enviaron a secuenciar
varias colonias, pero lamentablemente, todas presentaron mutaciones relevantes incluso utili-
zando enzimas con bajas tasa de error. La amplificacion de la secuencia del gen de la proteina
TcSR62 se intentd en primer lugar con la enzima PFU, luego con la Taqg High Fidelity (Invitro-
gen) y finalmente con la enzima Q5 (NEB) que obtuvimos con otro financiamiento del laborato-
rio. Superada esta etapa y habiendo conseguido dos clones sin mutaciones relevantes, conti-
nuamos con el clonado del gen desde el vector p-GEM T al vector pTcindex mediante enzimas
de restriccion. Esta segunda ligacion, no fue muy eficiente pero finalmente conseguimos el clon
gue contiene la secuencia de interés en el sentido correcto. En paralelo a esto, los parasitos de
la cepa Dm28 previamente transfectados con el vector pLew13 (que expresan la ARN polime-
rasa T7 y el represor de TET) fueron crecidos y mantenidos en fase exponencial para realizar
la transfeccién. Para este paso, se utilizo el equipo Amaxa Nucleofector 2B (programa U-033)
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junto con el buffer Tb-BSF (fosfato de sodio 90 mM, cloruro de potasio 5 mM, cloruro de calcio
0,15 mM, HEPES 50 nM, pH 7,3) ya que se observd que tiene alta eficiencia para T. cruzi.
Como control se realizé la electroporacion con agua, utilizando el mismo volumen que se us6
para el ADN. La droga de seleccién (higromicina) se agregé luego de 24 hs de incubacion a 28
°C y se agreg6 un adicional de 10% SFB.

Al momento de la escritura del presente informe, los paréasitos se encuentran en el dia 20 de

seleccidn, la cual se estima que culminara dentro de 30 dias.

Objetivo 3: Identificar patrones de reconocimiento en moléculas de ARNm (descubri-
miento de motivos y disefio de ribopolimeros).

Grado de ejecucion: 25%

Sin avances significativos desde el ultimo informe.

Trypomastigotes
cepa RA

Epimastigotes
cepaY

Visible DAPI

a SR62 Merge

Figura 1: Inmunofluorescencias para visualizar la proteina TcSR62 en parasitos del estadio
tripomastigote y epimastigote. Barra de escala 10um.
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Amastigotes

Cepa Tulahuen
P—galactosidasa

Cepa Sylvio

Figura 2: Inmunofluorescencias para visualizar la proteina TcSR62 en parasitos del estadio
amastigote de distinas cepas mediante infecciones en células Vero. Barra de escala 10um.
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Figura 3. Perfiles de
intensidades de fluo-
rescencias correspon-
dientes al marcador
nuclear DAPI (perfiles
azules) y a la fluores-
cencia correspon-
diente al anticuerpo
conjugado anti-conejo
(perfiles rojos). NO-
tese la similitud de am-
bos perfiles en la su-
perposicién de los pi-
cos en las regiones que
corresponden a los nu-
cleos para los casos de
tripomastigotes v
epimastigotes, y las di-
ferencias entre ambos
fluorocromos para el
caso de los amastigo-
tes. Los histogramas
mostrados correspon-
den a parasitos de la
cepa Tulahuen y son
representativos  del
resto de las cepas.
(Realizado con el pro-
grama Imagel).
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B. Principales resultados de la investigacion
B.1. Publicaciones en revistas (informar cada produccidn por separado)

B.2. Libros

B.3. Capitulos

Articulo 1:

Autores

Titulo del articulo

N° de fasciculo

N° de Volumen

Revista

Ano

Institucion editora de la revista

Pais de procedencia de institucién editora

Arbitraje

Elija un elemento.

ISSN:

URL de descarga del articulo

N° DOI

Libro 1

Autores

Titulo del Libro

Ano

Editorial

Lugar de impresion

Arbitraje

Elija un elemento.

ISBN:

URL de descarga del libro

N° DOI

de libros

Autores

Titulo del Capitulo

Titulo del Libro

Ano

Editores del libro/Compiladores

Lugar de impresion

Arbitraje

Elija un elemento.

ISBN:

URL de descarga del capitulo

N° DOI
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B.4. Trabajos presentados a congresos y/o seminarios

Los resultados que se obtuvieron hasta la fecha 31-12-22 formaron parte de dos Congresos de

alcance nacional de la Sociedad Argentina de Protozoologia.

Autores

Nittolo AG, Couce
M, Chidichimo A,
Gonzalez F, Benace-
rraf A, Cardozo T,
Levy GV.

Titulo

Busqueda de nuevos
blancos terapéuti-
cos en la Enferme-
dad de Chagas:
Caracterizacion de
la proteina TcSR62
de Trypanosoma
cruzi

Ano

2022

Evento

Xl Congreso SAP

Lugar de realizacién

Mendoza, Argentina

Fecha de presentacion de la ponencia

16/03/2022

Entidad que organiza

Sociedad Argentina
de Protozoologia.

URL de descarga del trabajo (especificar solo si es la des-
carga del trabajo; formatos pdf, e-pub, etc.)

https://protozoolo-
gia.org.ar/congre-
S0S-y-reuniones-
sap/congreso-sap-
2022/

Nittolo AG, Chidi-
chimo A, Gonzalez

Autores F, Benacerraf A, Te-
kiel V, Levy GV.
“Efecto del sorafe-
nib tosilato durante

Titulo la infeccion con
Trypanosoma cruzi
en células Vero”

Afio 2022

Evento XXXIIl Reunion
anual de la SAP

Lugar de realizacién CABA, Argentina

Fecha de presentacion de la ponencia 18/11/2022
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B.5.

C. Otros resultados. Indicar aquellos resultados pasibles de ser protegidos a través de instru-
mentos de propiedad intelectual, como patentes, derechos de autor, derechos de obten-
tor, etc. y desarrollos que no pueden ser protegidos por instrumentos de propiedad inte-
lectual, como las tecnologias organizacionales y otros. Complete un cuadro por cada uno

Entidad que organiza

Sociedad Argentina
de Protozoologia.

URL de descarga del trabajo (especificar solo si es la des-

carga del trabajo; formatos pdf, e-pub, etc.)

https://protozoolo-
gia.org.ar/wp-con-
tent/uploads/PA-

Otras publicaciones

RASITUS-Vol.1-
2022.pdf

Autores

Ano

Titulo

Medio de

Publicaciéon

de estos dos tipos de productos.

C.1. Titulos de propiedad intelectual. Indicar: Tipo (marcas, patentes, modelos y disefios, la
transferencia tecnolégica) de desarrollo o producto, Titular, Fecha de solicitud, Fecha de otor-

gamiento

Tipo

Titular

Fecha de Solicitud

C.2. Otros desarrollos no pasibles de ser protegidos por titulos de propiedad intelectual. Indi-

car: Producto y Descripcidn.

Producto

Descripcidn

D. Formacidn de recursos humanos. Trabajos finales de graduacion, tesis de grado y pos-
grado. Completar un cuadro por cada uno de los trabajos generados en el marco del pro-

yecto.

D.1.

Tesis de grado

Director
(apellido
nombre)

Autor (apellido vy

y Institucién Calificacion
nombre)

Fecha /En
curso

Fecha de Emisién

Titulo de la tesis
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D.2 Trabajo Final de Especializacién

Director
Aut Il Fech En | Titul I'T jo Fi-
(apellido vy utor (apellido y Institucién Calificacion echa /En | Titulo del Trabajo Fi
nombre) nombre) curso nal
D.2. Tesis de posgrado: Maestria
Director
Tesist Ili Fecha /E
(apellido vy nismlsbie()ape ido'y Institucion Calificacion cj(r:s; /En Titulo de la tesis
nombre)
D.3. Tesis de posgrado: Doctorado
Director
Tesi Ili Fecha /E
(apellido vy nismls;e:e()ape ido'y Institucién Calificacion cjis; /En Titulo de la tesis
nombre)
D.4. Trabajos de Posdoctorado
Director Posdoctorando Fecha /En Publicacién
(apellido vy | (apellido y nom- | Institucién Calificacion curso Titulo del trabajo
nombre) bre)

E. Otros recursos humanos en formacion: estudiantes/ investigadores (grado/posgrado/

posdoctorado)
Apellido y nombre del Tino Institucion Periodo Actividad asignada®
Recurso Humano P (desde/hasta)
Federico Gonzalez | Grado UNLaM |01/01/2021 — | Busqueda bibliografica,
CIN 31/09/2022 analisis de resultados.
Participacion en diferen-
CIC 01/10/2022- | tes tareas.
Continlia
Miriam Inglese Grado UNLaM | 01/09/2022 — Bug_qu_eda bibliogréfica,
- analisis de resultados.
CIN Continda S X
Participacion en diferen-
tes tareas.
Analia Nittolo Post-doctorado Coordinacion general y
UNLaM .
Conicet 01/01/2021 — | realizacién de los expe-
31/12/2022. | rimentos, analisis de re-
sultados.

2 Descripcion de la/s actividad/es a cargo (maximo 30 palabras)
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F. Vinculacién3: Indicar conformacion de redes, intercambio cientifico, etc. con otros grupos de
investigacidn; con el ambito productivo o con entidades publicas. Desarrolle en no mas de dos
(2) paginas.

G. Otra informacion. Incluir toda otra informacidn que se considere pertinente.

Durante el transcurso del periodo informado no se han encontrado grandes dificultades, sino so6lo
aqguellas inherentes al trabajo experimental. La obtencién de la versién wild type etiquetada del gen
de la proteina TcSR62 se vio demorada. Lamentablemente, y a pesar de la utilizacién de enzimas
adecuadas para la amplificacién, se tuvo que recurrir a una enzima de Ultima generacion para evitar
la generacion de mutaciones no deseadas. Cabe aclarar que los costos de esta enzima son dema-
siado altos como para seleccionarla como la primera opcion. Sin embargo, se pudo sortear esta
dificultad y se puede continuar con los objetivos de este proyecto.

H. Cuerpo de anexos:

Anexo |: Copia de cada uno de los trabajos mencionados en los puntos B, Cy D, y certificacio-
nes cuando corresponda.*
Anexo Il:
o FPI-014: Comprobante de liquidacién y rendicidn de viaticos. (si corresponde)
o FPI-015: Rendicién de gastos del proyecto de investigacion acompanado de las hojas
foliadas con los comprobantes de gastos.
o FPI-035: Formulario de reasignacion de fondos en Presupuesto.
Nota justificando baja de integrantes del equipo de investigacion.

Firmay acldracion
del director del proyecto.

Lugar y fecha: San Justo, 10 de Marzo de 2023.

Cargar este formulario junto con los documentos correspondientes exclusivamente al Anexo |
en SIGEVA UNLaM.

Enviar toda la documentacidn anterior mas la correspondiente al ANEXO Il junto con los com-
probantes de gastos escaneados, en archivo PDF por correo electrdnico a la Secretaria de Inves-
tigaciones Departamental investigacionessalud@unlam.edu.ar. Conservar una copia impresa de

toda la documentacion para ser presentada ante la Secretaria
La plataforma SIGEVA-UNLaM estara habilitada para realizar la carga de documentacidén entre
el 2 de marzoy el 1° de abril de 2022.

3 Entendemos por acciones de “vinculacion” aquellas que tienen por objetivo dar respuesta a problemas, generando
la creacion de productos o servicios innovadores y confeccionados “a medida” de sus contrapartes.
4 En caso de libros, podra presentarse una fotocopia de la primera hoja significativa o su equivalente y el indice.
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