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Objetivo General

* Manejar nuevas técnicas fluorescentes para la
evaluacion /In Vivo de compuestos con
actividad tripanocida y leishmanicida
utilizando cepas transfectadas de
Trypanosoma cruzi 'y Leishmania spp.



Objetivos Especificos

1. Conocer la produccion, manejo, mantenimiento
y preparacion de parasitos tripanosomatidos
transfectados para los ensayos In Vivo de
compuestos tripanocidas y leishmanicidas.

2. Realizar ensayos fluorimétricos /In Vivo utilizando
parasitos transfectados por medio de un sistema
de analisis de imagenes In Vivo y en tiempo real.

3. Manejar software para analisis e interpretacion
de resultados obtenidos.
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Fig. 1. Cassette for integration of the GFF ORF into the 185 rRNA locus, {a) Schemartic drawing of the integration cassette of the pIR3{-)-eGFP; dotted lines represents
chramosome portions of Uthe 185 rRMA locus of Leishmamia sp. L magor 55005 Leishmania major small subanit rRNA coding sequence 5 end arm; Cys2-1R: intergenic region
of Leishmaria mexicana cysteine protease 2 gene; eGFP: coding gene of the green Auorescent protein; LPGT IR; intergenic region of L major LPG1 gene; SAT: nourseathricin
resistance gene: Lonaior S5U3° Lelehmanie majer small subunit tRNA coding sequence 3 end anm. Annealing sites of the primers for verification of the cassette integration
into the 185 rRMA locus by PCR are represented by arrows as described above in materal and methods, 1855 Fw and oGFPY Ry primers flank a 2.7 kb region and cGFP3 Fe
and 1853 By Nank 2 1.2 kb region. (b) Resules af the PCE for verification of the integration of the cassette into the 185 rENA locus in Mew Waorld strains: lane 1, L manamernsis

wi; lane 2, L panamensis plR3[— eGFP; lane 3, L panamensis wi; lane 4, L panamensis plR30—)-elFP; lane b, L brozifiensss wi; lane G, L broziiensis plR30—)-eGEP; lane 7, L

braziliensis wi; lane 8, L braziliersis pIR3( - )-elFP; lanes 9 and 10, negative controls of the 2.7 kb and 1.2 kb PCR reactions respectively,

amazanensis, (d)L infantum.




Actividades y Resultados

e Manejo y mantenimiento de cultivos de
parasitos tripanosomatidos transfectados /In
Vitro.

Varela, R. 2009.; Insuasty, B. 2015



e Manejo y mantenimiento de parasitos
tripanosomatidos transfectados en modelo In
Vivo.

Pulido, S. 2012.



* Manejo de animales infectados con cepas
transfectadas de Trypanosoma cruziy
Leishmania spp.




e Capacitacion en el manejo, interpretacion de
resultados y analisis utilizando el sistema de
analisis de imagenes en tiempo real para
deteccion de fluorescencia en modelo In Vivo.




Conclusiones

El manejo y mantenimiento de los cultivos de parasitos
transfectados con genes fluorescentes precisa de
procedimientos aplicables en las instalaciones de |a institucion
de origen y son una alternativa eficaz a la utilizacion de
ensayos colorimétricos In Vitro.

Con sistemas de analisis de imagenes en tiempo real puede
realizarse un monitoreo constante y no invasivo de los
animales de experimentacion, asi como aminorar la cantidad
de individuos utilizados en cada grupo experimental.
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