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INTRODUCCION e HIPOTESIS

Figura 1: Ciclo de vida
La enfermedad de Chagas, causada por el parasito Trypanosoma cruzi, representa un | de Trypanosoma cruzi .
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importante problema de salud publica. En tripanosomatidos, la regulacion de la densidad Py,
nucleosdmica por la carga o eliminacion de histonas, es mediada principalmente por 5
proteinas chaperonas. Entre estas, las proteinas homoélogas de TcBDF/, han sido ' » “2%
asociadas a mecanismos de resistencia al estrés. Hipotetisamos que TcBDF7 es capaz de @6 3 g
reconocer, unir y re-direccionar histonas (o sus variantes) al ADN, regulando
epigenéticamente la transcripcion de genes y/o modificando la sensibilidad al estrés.

OBJETIVO Estudiar laimplicancia de TcBDF7 en la tolerancia al

estrés quimico y resistencia a drogas.

METODOLOGIA / MATERIALES Y METODOS
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| T Figura 3. Ensayos de sensibilidad a estrés. Epimastigotes de los distintos
clones (Ci: 5x10°¢ pardsitos/ml, n=4) fueron tratados con concentraciones
CRISPR-Cas9. Sa evalus 3 crecientes de H,O, (0-250 pM), Cisplatina (0-15 pM), Doxorrubicina (0-20
oresencia/ausencia del gen mediante PCR uM), Benznidazol (BZL: 0-40 uM) o Nifurtimox (NFX: 0-10 uM), e incubados a
y selecciond clones hetero- y homocigotas 28°C durante 72 hs. Posteriormente, se fijaron los parasitos, se determind su
negativos (TcBDF7/*y TcBDF7). concentracion mediante un contador hematolégico y se calculé el IC50.

RESULTADOS y DISCUSION

Lavado con
PBS 1X

111111

Figura 2. Delesion de TcBDF7 con

Val F(O BDF7 Fw ‘ ~~~~~~~~~~~ |
TcBDF7 WT 5-UTR I BDF7 71159 l 5.UTR | Tabla 1. IC50 de epimastigotes de Trypanosoma cruzi
| e E— sometidos a estrés quimico y oxidativo.
Delesicn en [t Tratamiento/ Dm28cWT | TcBDF7/* | TcBDF7--
TCBDF7 ‘ 5-UTR BSD (399 bp) = BDF7 (3585 bpj | 5-UTR ‘ Gru po experimental
R H,O, 192,9 uM 208,1 uM 225,6 uM
s e Cisplatina 9,903 uM 8,852 uM 9,968 uM

g — Doxorrubicina 22 33 uM 16,43 uM*  1209uM*
= . iy Benznidazol 1582uM  19,72uM* 20,57 uM*
- Nifurtimox 1,883 UM 2869uM* 2,548 M *
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¥ *Estadisticamente significativo, p<0,05, ANOVA test, n=4.
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Figura 4. Delesion de TcBDF7. Arriba: esquema de
delesidon del gen de TcBDF7/. Abajo: gel de agarosa de
los productos de PCR de ADN gendmico de los
distintos clones aislados. lzquierda a derecha:
marcador de peso molecular, clones 1 a 5. El gen
nativo de TcBDF7 (sin delesiéon) amplifica una
secuencia de 314 bp, mientras que la delesion del gen

genera un fragmento de 587 bp.

No se encontro correlacion entre la resistencia al estrés
oxidativo (H,0,) vy/o quimico inducido por drogas
anticancerigenas (cisplatina) y los niveles de expresion de la
proteina. Sin embargo, la disminucidn en la expresion de
TcBDF7 incrementd significativamente la susceptibilidad de T.
cruzi alos farmacos tripanocidas NFXy BZL.

CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos nos permiten concluir que TcBDF7 no estaria implicada en la regulacion de mecanismos
resistencia a estrés quimico y/o reparacion del ADN. No obstante, los cambios observados en la susceptibilidad a los
farmacos trypanocidas indican que TcBDF7/ podria estar implicada en la regulacion de genes asociados al metabolismo
y/o detoxificacion de farmacos, lo que influiria en la resistencia de Tripanosoma cruzi a los Unicos farmacos actualmente
disponibles para el tratamiento de la Enfermedad de Chagas.
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