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PROYECTO/S DE INVESTIGACION

Desarrollos innovadores para el diagnéstico, tratamiento y prevencion del Sindrome Urémico
Hemolitico causado por Escherichia coli productor de toxina Shiga

DOCENTE/S A CARGO: Dra. Cristina Ibarra/ Dra. Maria Marta Amaral/ Dra. Flavia Sacerdoti
DIRECCION O UBICACION: Paraguay 2155 - 6° piso, M3 (Laboratorio de Fisiopatogenia)

REQUERIMIENTO: Motivacién y curiosidad por el conocimiento cientifico. Es importante el conocimiento del
idioma inglés y manejo de herramientas basicas de computacion (World, Excel).

Capacidades practicas

e Obtener destreza en el manejo de material de laboratorio basico (pipetas, preparacion de soluciones,
buffers, pesadas)

e (Cultivos de microorganismos

e (Cultivos celulares

e Manejo de animales de laboratorio

e Manejo de microscopio 6ptico Las técnicas con las que podra familiarizarse son: Biologia molecular:
Transformacioén de bacterias con plasmidos, cultivo bacteriano generalidades, expresion proteica,
Western blot. Cultivo celular: cultivo general de células, inmunocitoquimica.

Busqueda de informacion, bibliografia
Se incentivara a la busqueda de trabajos cientificos actualizados y a su discusion.

Capacidades tedricas y discursivas

Se trabajara el analisis critico de los trabajos cientificos en el area. Esto se lograra a través de la indicacion
de lectura y analisis de diferentes trabajos cientificos para que el alumno lea e interprete. Asimismo,
estara acompafiado de la asistencia la discusion de trabajos cientificos dictados quincenalmente en el
laboratorio.

El estudiante deberd comprender como se diagrama un plan de investigacién (Hipotesis, Objetivos,
Materiales y Métodos, Resultados, Conclusion y Discusion)

PROGRAMA DE FORMACION

El SUH tipico es una patologia asociada a las infecciones por Escherichia coli productor de toxina Shiga
(STEC) que afecta principalmente a nifios menores de 5 aflos y se caracteriza por la triada: anemia
hemolitica microangiopatica, trombocitopenia y falla renal aguda.

Hoy en dia, el SUH no cuenta con un tratamiento especifico y la dialisis peritoneal es la terapia de sostén
que logré disminuir la mortalidad por debajo del 4%. El tratamiento con antidiarreicos esta contraindicado
en nifios con diarreas agudas porque prolonga la sintomatologia y favorece la presencia y el pasaje
intestinal de Stx2 ala circulacion sistémica, en el caso de infecciones por STEC. Asimismo, el uso de



antibiéticos ha generado controversias ya que se demostrd que algunos de ellos agravan los sintomas de

la infeccién porque aumentan la liberacién de Stx.

Stx2 es responsable de la mayoria de los casos de SUH y su secuencia genética esta codificada en fagos

que pueden ser transferidos a otras E. coli enteropatogénicas no productoras de Stx2, como ocurrié

cuando se produjo el brote de SUH del 2011 en Europa. Stx circula en sangre unida a plaquetas,

neutrofilos, monocitos y microvesiculas. Una vez que la toxina se une a su receptor Gb3
(globotriaosilceramida) en la célula blanco, es endocitada, lo que resulta en una inhibicién irreversible de

la sintesis de proteinas y un aumento de apoptosis

Por otro lado, las herramientas diagndsticas actuales para la confirmacidn de la infecciéon por STEC se basan
en la identificacion de la bacteria o la toxina en materia fecal. Este procedimiento microbioldgico incluye el
aislamiento bacteriano en medios selectivos, identificacién bioquimica y serotipificacion, lo que conlleva a
limitaciones en cuanto a eficacia, plazos y costo. En este contexto, las nanoparticulas (NPs) podrian ser
utilizadas como una buena plataforma para disenar materiales con propiedades antimicrobianas y de
reconocimiento tanto de STEC como de Stx. En el presente plan de trabajo proponemos desarrollar NPs
unidas a Gb3 con alta capacidad para captar la toxina en vistas de posibles agentes de tratamiento en
pacientes con infeccion por STEC para evitar el desarrollo del SUH. Por otro lado, proponemos que estas NPs
podrian ser utilizadas para el diagnéstico rapido se Stx2.

Proponemos desarrollar NPs micelares asociadas a Gb3 Stx2 y evaluar sus propiedades fisicoquimicas,
estabilidad, capacidad de neutralizacion y de deteccién de Stx2 in vitro.

Con el proposito de utilizar las NPs como sistema de diagndstico rapido de Stx2 se determinara la
concentracion 6ptima de NPs y Stx2 que produzca aglutinaciéon medida por la técnica de DLS (se debera
observar un aumento en el tamafio de de las NPs debido a la aglutinacién). Se determinara la sensibilidad
(limite de deteccion de Stx2) de la técnica ensayando sero albumina bovina (BSA) como control negativo y
PBS como control de autoaglutinacién. Se comparara la aglutinacién con las NPs sin ligando. Se realizara una
primera aproximacidn a la busqueda de Stx2 en plasma de un modelo de rata de SUH puesto a punto en el
laboratorio.

OBJETIVOS A CUMPLIR

e Interpretar, y analizar y adoptar una vision critica hacia trabajos cientificos actuales en el area de
aprendizaje.

e Busqueda de informacion, bibliografia.

e  Que el alumno pueda realizar una busqueda de bibliografia actualizada sobre una tematica en
particular. Asimismo, que tenga comprension de los trabajos cientificos y la capacidad critica de
analizarlos.

e  Obtener destrezas basicas en el manejo de laboratorio. Participar y asistir a experimentos realizados
durante su estadia en el laboratorio.

e  Asistir alos seminarios quincenales del laboratorio y participar de reuniones y congresos nacionales

CARGA HORARIA: Dos o tres veces por semana (15 hs semanales totales)



