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lisado del co-cultivo (G2). La extraccion de ARN se realizd con Trizol (Sigma-Aldrich) siguiendo las especificaciones del
fabricante. EI ADN genémico fue removido usando ADNasa I. El ADNc se obtuvo mediante retrotranscripcion utilizando el Kit
High-Capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems). La gPCR se llevo a cabo utilizando el kit gPCR 2X
SuperMix iTaq Universal SRYB Green (Biorad) empleando el Termociclador Stratagene MX3000 Pro (Applied Biosystem). El
valor Cr se uso para determinar la R de los genes Imb y fbp, aplicando el método delta-delta. Se emple6 la prueba T-Student para
determinar diferencias estadisticas; valores de P < 0,05 fueron considerados significativos. Como resultado observamos que la
cepa RC19 fue capaz de adherirse y/o internalizar a las células epiteliales MAC-T, exhibiendo la mayor capacidad de adherencia
luego de 2 y 3 h de co-cultivo. La expresion de los genes Imb y fhp asociados con adherencia y/o internalizacion se incrementd en
bacterias luego de la primera hora de co-cultivo con las células MAC-T, aunque no de manera significativa. En bacterias con
mayor tiempo de contacto con las células (2 h), los niveles de expresion de los genes fueron significativamente mayores con
respecto al grupo control. Luego de 3 h de incubacion, los valores de R fueron similares a los obtenidos previamente. En
conclusion, cada gen evidencié un perfil de expresion de acuerdo a la condicion y tiempo de co-cultivo de la cepa RC19 con la
linea celular MAC-T. Estos resultados reportan por primera vez la expresién de los genes Imb y fbp en la cepa S. uberis RC19,
aislada de mastitis subclinica bovina de un rodeo de la cuenca lechera central de Argentina, durante el co-cultivo con la linea
celular MAC-T a diferentes tiempos.

BM26- CARACTERIZACION MORFOLOGICA Y ULTRAESTRUCTURAL DE HEMOCITOS
DE NINFAS DEL QUINTO ESTADIO DEL INSECTO HEMATOFAGO Dipetalogaster maxima
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Los hemocitos son células presentes en la hemolinfa de los insectos y otros invertebrados. Estas células hemolinféticas participan
en diferentes procesos fisioldgicos incluyendo la coagulacién, la inmunidad, asi como en la sintesis y transporte de nutrientes y
hormonas. La clasificacion actual de los hemocitos esta basada principalmente en caracteristicas morfoldgicas y es un tdpico
controversial, particularmente en los triatominos, insectos vectores de la enfermedad de Chagas (Hemiptera: Reduviidae).
Diferentes autores han obtenido resultados en contraposicion, en parte por la utilizacion de diferentes abordajes experimentales y,
por lo tanto, no comparables. En este trabajo, hemos empleado técnicas histol6gicas y de biologia celular para caracterizar los
hemocitos de ninfas del quinto estadio del triatomino Dipetalogaster maxima. Adicionalmente, se llevé a cabo por primera vez
en esta especie un estudio ultraestructural de los hemocitos mediante microscopia electronica de transmision. Utilizando
preparaciones en fresco y microscopia de contraste de fases, la metodologia de mayor consenso en la literatura, fueron
identificadas seis poblaciones de hemocitos: plasmatocitos, granulocitos, prohemocitos, oenocitos, adipocitos y células gigantes,
siendo las dos primeras las mas abundantes. Estas poblaciones celulares también fueron caracterizadas mediante
inmunofluorescencia utilizando un anticuerpo anti-tubulina y por microscopia electronica de transmision. Todas las poblaciones
celulares presentaron una gran variabilidad morfolégica y de tamarfio, lo que explica en parte la escasa coincidencia entre los
resultados reportados por diversos autores. Este trabajo aporta informacion novedosa sobre un aspecto complejo de la fisiologia y
biologia celular de los triatominos y establece las bases para estudios futuros dirigidos a dilucidar el rol especifico de las
diferentes poblaciones de hemocitos en los mecanismos de defensa de los insectos.
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Se ha demostrado que la fertilidad masculina depende de la homeostasis del colesterol (col). El col es esencial para la sintesis de
la testosterona y la espermatogénesis. Para el correcto funcionamiento de los testiculos, el col debe mantenerse en un rango
optimo. Previamente, hemos demostrado que los conejos bajo una dieta alta en grasas (HFD) presentan una baja calidad seminal
relacionada con una sobrecarga de colesterol en las células del tibulo seminifero. El objetivo de este trabajo fue estudiar la via
molecular que regula el col intracelular, controlado por las proteinas SREBP (Sterol regulatory element-hinding proteins), en
testiculo de animales bajo HFD. Para investigar esto, utilizamos nuestro modelo, previamente puesto a punto, de conejos
neozelandeses hipercolesterolémicos que presentan una baja calidad seminal. La expresion de SREBP-2 se estudié por RT-PCR,
western blot e inmunofluorescencia en muestras obtenidas de testiculo de animales alimentados con HFD (14% de grasa bovina
p/p) por un periodo menor a 6 meses (HCR < 6M) o mayor a 12 meses (HCR > 12M). Nuestros resultados muestran que el
consumo de grasa promovio una disminucion significativa en la expresién tanto del ARNm como de la proteina de SREBP-2 en
el testiculo a los 6 meses (42 % y 48 % respectivamente), pero un aumento significativo a los 12 meses (160 % y 30 %
respectivamente). Esto se correlaciond con la acumulacion de colesterol testicular, evaluada mediante tincién con Filipina I11. Sin
embargo, las alteraciones de los lipidos en sangre y los cambios deletéreos seminales fueron evidentes ya a los 6 meses de ingesta
grasa. Ademas, mediante inmunofluorescencia indirecta, se obtuvo la localizacién sub-celular de la proteina SREBP-2 en el
testiculo. En conclusidn, la via que regula los niveles de col en el testiculo es sensible a la grasa alimentaria, y se comporta de
manera diferente segln el periodo de tiempo que los conejos consumen grasa: se puede observar un efecto protector a corto
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plazo, pero se desregula a largo plazo. Esto conduce en Gltima instancia a una situacion perjudicial, relacionada con la mala
calidad seminal.
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La estrecha conexion entre la planta holoparasita Lophophytum mirabile con su hospedador facilita el intercambio de
informacion genética incrementando la frecuencia de transferencia horizontal de genes (THG). El genoma mitocondrial de
Lophophytum posee el ~70% de genes provenientes de su planta hospedadora (Fabaceae). Dichos genes foraneos son funcionales
y codifican proteinas que forman complejos enzimaticos de multiples subunidades junto con proteinas de origen nuclear. Se
postula que los genes nucleares que codifican proteinas involucradas en estos complejos también son foraneos y que haya un
impacto significativo de la THG en el ndcleo. Andlisis filogenéticos bajo Méaxima Verosimilitud (con 1000 réplicas de bootstrap)
mostraron pocos casos de THG en genes nucleares involucrados en complejos multiproteicos del sistema de fosforilacion
oxidativa. Esto se podria explicar por la baja divergencia de genes mitocondriales fordneos y nativos que no interferirian con la
formacion de complejos enziméaticos quiméricos. Por otro lado, arboles filogenéticos de genes que son foraneos en otras plantas
parésitas revelaron eventos de transferencia horizontal convergente de 8 genes en Lophophytum, Cuscuta y Orobanchaceae.
Algunos de estos genes estan asociados a los procesos de inmunidad de la plantas, dando indicios de que las plantas parasitas
pueden utilizar estos genes de defensa para aumentar su aptitud al estilo de vida heterotréfico.
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Desde fines del Siglo XX, en nuestro pais se conoce la circulacion de subtipos enzotticos de complejo de Encefalitis Equina
Venezolana (VEE), familia Togaviridae, género Alphavirus. Si bien, estos virus son de gran importancia médica-veterinaria,
poco se conoce hasta el momento sobre los mecanismos de entrada y transporte citoplasmatico, es por ello que en este trabajo nos
plantemos como objetivo obtener evidencias sobre la participacion de la maquinaria endocitica en el proceso de internalizacion y
de liberacion del genoma de los virus Pixuna (PIXV) y Rio Negro (RNV) dentro del compartimiento citoplasmatico, mediante la
expresion de proteinas dominantes negativas y el uso de agentes lisosomotropos. Para ello, se utilizaron cultivos de células Vero
Clon 76 que fueron transfectados con plasmidos para EPS 15 (proteina involucrada en el proceso de endocitosis dependiente de
clatrina) en su forma wild type (WT) y dominante negativa (DN) e infectadas con PIXV o con RNV a MOI 10. A las 8 horas
postinfeccion (hpi) fueron fijados, procesados para inmunofluorescencia (IFI) y analizados por microscopia. Por otro lado,
cultivos de células Vero fueron preincubados durante 30 min con 15 mM de Glucosamina 0 25 mM de NH4Cl a 4°C e infectados
con PIXV o RNV con MOI 0,1 y 10. Los sobrenadantes fueron recolectados a las 4, 8 y 24 hpi para su titulacion por placas de
lisis. Paralelamente, monocapas infectadas con MOI 10 y tratadas con las drogas fueron fijadas a las 8 hpi para determinar la
presencia del virus por IFI. Se observo que la sobreexpresion de la forma DN de Eps15 provocé una disminucion significativa en
el porcentaje de infeccion en comparacién con la forma WT, tanto en los cultivos infectados con PIXV como con RNV. Por otro
lado, los cultivos tratados con los diferentes agentes lisosomotropos e infectados con el PIXV o con el RNV mostraron una
disminucion significativa en los titulos virales extra e intracelulares a las 8 y 24 hpi en comparacion con aquellos cultivos que no
fueron tratados. Es importante destacar que esta disminucion fue mas marcada en los cultivos infectados con el RNV. La
cuantificacion del porcentaje de células infectadas mediante IFI, en todas las condiciones experimentales implementadas,
concuerda con los resultados obtenidos por ensayo de placa. Nuestros resultados proporcionan evidencias de la participacion de
clatrina en el proceso de endocitosis tanto del PIXV como del RNV, junto con la dependencia del pH endosomal, implicado en el
desnudamiento del virus. Tomados en conjunto, nuestros resultados sugieren que dos alfavirus, miembros del complejo VEE
utilizan la endocitosis mediada por receptores dependiente de clatrina y la via endosomal para liberar su contenido al citoplasma
y continuar con su ciclo replicativo.

BM30- ESTUDIO ESTRUCTURAL DE LA PROTEASA 3CLpro DE COVID-19
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Actualmente no hay terapias especificas disponibles para el tratamiento de pacientes con COVID-19 (SARS-CoV-2). Se estan
implementando estrategias limitadas a terapias preventivas y de apoyo, disefiadas para prevenir mayores complicaciones y dafios
en organos afectados. La proteasa similar a la quimotripsina 3CLpro (cisteina proteasa principal Mpro) y la proteasa similar a la
papaina PLpro son dos proteasas involucradas en el procesamiento de proteinas estructurales o no estructurales para la
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