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Presentaciones orales seleccionadas de resumenes

Mesa 1: Modificaciones post-traduccionales de biomoléculas

Glutation transferasas humanas catalizan la reaccion entre el acido
nitrooleico y glutation

Martina Steglich’, Sonia Salvatore?, Nicole Larrieux®, Joaquin Dalla Rizza®, Ari Zeida*,
Alejandro Buschiazzo?, Francisco Schopfer?, Beatriz Alvarez', Lucia Turell’

'Laboratorio de Enzimologia, Facultad de Ciencias and Centro de Investigaciones Biomédicas,
Universidad de la Republica, Uruguay, 2Department of Pharmacology and Chemical Biology,
University of Pittsburgh School of Medicine, United States, *Unidad de Cristalografia de Proteinas,
Institut Pasteur de Montevideo, Uruguay, *Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina and
Centro de Investigaciones Biomédicas, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay.

Los nitroalquenos derivados de acidos grasos (NO,FAs) son compuestos de formacion
endogena que estan siendo clinicamente desarrollados para el tratamiento de
enfermedades inflamatorias y fibroticas. Ejercen efectos citoprotectores al regular la
actividad de proteinas diana mediante reacciones de adicion de Michael con tioles criticos.
La adicion de NO,FAs a GSH da lugar a la formacion de aductos que luego son exportados
fuera de la célula. Esta constituye una de las principales vias de metabolizacion de
NO,FAs. Las glutation transferasas (GSTs) son enzimas que participan en la
metabolizacion de compuestos hidrofébicos, catalizando su reaccién con GSH. Un reporte
previo no encontrd evidencia en la catalisis utilizando &cido nitrooleico (NO,OA). En este
trabajo evaluamos si cinco isoformas de GST humanas (A4, M1, M2, M4, P1) catalizaban
la adicion de GSH a NO,-OA, midiendo la formacion del aducto GS-NO,-OA por
HPLC-MSMS (635.3/506.2). Se observé catalisis mayoritariamente con GST M1 y GST A4,
siendo GST A4 la que logré la mayor cantidad de aducto formado en un tiempo dado,
comparado con GST M1. Se realiz6é un andlisis cinético usando distintas concentraciones
de GST M1 (0.5-2.5 uM) o GST A4 (0.15-1 uM) y se midi6é el consumo de NO,OA en un
espectrofotémetro de flujo detenido (2 mM GSH, 20 uM NO,OA, 25 °C, pH 7.4). La
aceleracion de la reaccion entre GSH y NO,OA fue 8.9 x 10° M para GST M1y 4.6 x 10°
M para GST A4. Recientemente, resolvimos la estructura cristalografica de GST M1 en
complejo con el aducto GS-NO,-OA en el sitio activo, con una resolucion de 2.55A.
También realizamos un modelo por homologia para obtener la estructura de GST A4 en
complejo con el aducto. De comparar ambas estructuras surge que las regiones que unen
la cadena del acido graso son particularmente distintas. Esto lleva a que GST A4 presente
posibles puntos de interaccién que ayudan a posicionar al acido graso en el sitio activo
mientras que GST M1 presenta interacciones pobres con dicha porcién. Estos hallazgos
son de relevancia biologica ya que la formacion de aductos con GSH representa una via
principal de inactivacién de NO,OA, impactando en sus acciones sefalizadoras.

Poster #3



Inactivacion oxidativa de la glutamina sintetasa humana: mecanismos
bioquimicos in vitro y estudios a nivel celular

Marcela Haberkorn'?; Nicolas Campolo'?; Mauricio Mastrogiovanni'?; Silvina Bartesaghi’;
Rafael Radi'?
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La glutamina sintetasa (GS) es una enzima clave del metabolismo del nitrdgeno que
cataliza la sintesis ATP-dependiente de glutamina a partir de glutamato y amonio.
Altamente expresada en astrocitos, desempefia un papel central en el ciclo
glutamato-glutamina, encargado de la detoxificacion de neurotransmisor de las sinapsis
glutamatérgicas. Por ende, alteraciones en sus niveles de expresion o actividad pueden
resultar en una severa disfuncién astroglial, comprometiendo la supervivencia neuronal.
Estudios previos reportaron una asociacion entre la pérdida de actividad GS y la
enfermedad de Alzheimer (AD); dicha pérdida de actividad también mostré una correlacién
con el grado de modificacion oxidativa experimentado por la proteina. Recientemente,
nuestro grupo demostré que la inactivacién oxidativa de la GS humana (HsGS) por
peroxinitrito (ONOO-) ocurre como resultado de la acumulacibn de numerosas
modificaciones post-traduccionales a lo largo de la cadena proteica. En particular, varios
residuos de tirosina (Tyr) fueron identificados como importantes blancos de nitracion.

Para comprender mejor el papel de estas modificaciones sobre la pérdida de actividad
enzimatica, expresamos Yy purificamos HsGS wt recombinante y dos mutantes
sitio-especificas de la misma, en las cuales se sustituyé un residuo de Tyr identificado
previamente como blanco preferencial de nitracion (Tyr171 y Tyr283), por una fenilalanina,
insensible a la misma. A continuacién, se expuso a las diferentes variantes proteicas a
ONOO, y se las sometio a subsiguientes estudios comparativos para evaluar su
sensibilidad diferencial frente a la inactivacion oxidativa. Ademas, para tener una primera
aproximacién al estudio in vivo de este fendmeno, utilizamos un modelo celular de
glioblastoma humano (U87-MG), el cual fue expuesto a ONOO" para evaluar las
consecuencias sobre la actividad y modificacion de la GS enddgena.

Las dos mutantes de HsGS demostraron ser sensibles a la inactivacion oxidativa; para
HsGS Y171F, se observo una mayor susceptibilidad frente a la inactivacion, sugiriendo un
rol protector para la modificacion en dicho aminoacido. Para Y283F no se observaron
diferencias en la susceptibilidad respecto a la enzima wt. Un subsiguiente analisis por
HPLC-MS/MS-MRM revelé que la remocion de cualquiera de las dos Tyr evaluadas
provoca un incremento de los niveles de nitracion en sitios alternativos.

Estos resultados apoyan la nocién de que la inactivacion de la HsGS por ONOO™ no
depende de la nitracién de un unico residuo de Tyr (171 o0 283), sino que es el resultado de
la acumulaciéon de multiples eventos de oxidacion en diferentes sitios a lo largo de la
proteina.



Mesa 2: Biologia Celular y Molecular Vegetal

Generacion y caracterizacion molecular de mutantes PpBAG mediante
CRISPR/Cas

Santiago Rondan’, Laura Saavedra®® y Alexandra Castro'
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Actualmente el cambio climatico representa uno de los mayores desafios ambientales con
consecuencias profundas y generalizadas para diferentes ecosistemas y por ende para la
sociedad humana. El cambio climatico se manifiesta a través de fenédmenos extremos
como la alteracién de los patrones de precipitaciones, la acidificacion de los océanos y el
aumento de las temperaturas globales. Estas variaciones climaticas afectan directamente
al crecimiento de los cultivos, lo que puede tener consecuencias devastadoras para la
produccion de alimentos. Entender cémo las plantas toleran estas condiciones adversas es
vital para desarrollar estrategias que mitiguen el impacto del cambio climatico. La familia
Bcl-2-associated athanogene (BAG) es un grupo evolutivamente conservado de
co-chaperonas que regulan diversos procesos, entre ellos la muerte celular programada
(PCD) y las respuestas al estrés. Estudios recientes han identificado el papel de los genes
BAG de las plantas en estos procesos. Sin embargo, su funcién en la tolerancia al estrés,
especialmente en plantas primitivas como los musgos, sigue sin explorarse. Nuestra
investigacion previa sobre Physcomitrium patens proporcioné informacion sobre la
estructura, organizacion y perfiles de expresion de los genes BAG bajo varios tratamientos
de estrés. Identificamos diez genes PpBAG y observamos un aumento significativo de
cuatro de ellos (PpBAG1-3 y PpBAGS8) en respuesta al estrés térmico y a la recuperacion,
acompanado de un aumento de la expresion de genes autofagicos como ATG8s y NBR1.
Para investigar mas a fondo, utilizamos la tecnologia CRISPR/Cas9 para generar mutantes
knockout para PpBAG1-3, que no tienen intron y comparten una alta identidad de
secuencia nucleotidica. Disefiamos ARNs guia dirigidos a estos genes y los clonamos en
un plasmido que contenia casetes de expresion Cas9 y sgRNA, junto con marcadores de
resistencia a kanamicina o higromicina. Estas construcciones se utilizaron para transformar
P. patens de tipo salvaje y una linea Atg8:GFP. Se examinaron las plantas regeneradas en
busca de mutaciones mediante secuenciacién de Sanger. Actualmente, estamos llevando a
cabo la caracterizacion fenotipica de los mutantes para dilucidar el papel de los genes
PpBAG en la adaptacién al estrés y los mecanismos de PCD. Esta investigacion tiene
como objetivo mejorar nuestra comprension de las bases genéticas de la tolerancia al
estrés en las plantas, contribuyendo al desarrollo de cultivos con mayor resiliencia al
cambio climatico.
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Presencia y distribucion de los cuatro patéogenos asociados al
Achaparamiento del maiz en el litoral del Uruguay

Ana Altieri', Horacio Silva?, Esteban Hoffman®, Ximena Cibilis*, Silvina Stewarts*, Inés
Ponce de Ledn' y Astrid Agorio'
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El Achaparramiento del maiz es una enfermedad grave que afecta la produccion de maiz
en las Américas y es causada por un complejo de patdgenos transmitidos por el insecto
Dalbulus maidis (chicharrita). Estos patégenos incluyen Spiroplasma kunkelii, que causa el
achaparramiento espigado; Candidatus Phytoplasma, responsable del enanismo del maiz;
el Virus Rayado Fino del Maiz (MRFV), que provoca rayado fino en las hojas; y el Virus del
Mosaico Estriado del Maiz (MSMV), que induce mosaicos y estrias en el follaje.

La chicharrita puede transportar los patégenos y desplazarse largas distancias, ademas de
sobrevivir de 2 a 3 meses sin alimentarse, facilitando la dispersion de la enfermedad. El
aumento de areas cultivadas de maiz, la supervivencia de maices guachos que
proporcionan alimento y refugio para la chicharrita en invierno, y sobre todo los inviernos
suaves de los ultimos dos anos, han favorecido la supervivencia del insecto y contribuido a
la expansion de la enfermedad desde el norte hacia el sur de Argentina y Brasil. En
Argentina, por ejemplo, se han reportado en los ultimos afos pérdidas de rendimiento por
la enfermedad de hasta un 90%. A comienzos del 2024, se alerté sobre la presencia de
sintomas en Uruguay y en otofio del mismo afio nuestro laboratorio, en colaboracién con
Unicampo Uruguay, Facultad de Agronomia e INIA, confirmé la existencia de los cuatro
patégenos en el territorio nacional.

Se analizaron muestras de 10 chacras ubicadas en los departamentos de Paysandu, Rio
Negro y Colonia. Mediante PCR sobre ADN gendémico y RT-PCR sobre ADNc se estudié la
presencia de los patdgenos. En todas las chacras estudiadas se detectaron patdgenos,
entre uno a cuatro de ellos. El patégeno con mayor prevalencia fue el Phytoplasma,
seguido en orden de prevalencia por Spiroplasma, MRFV y MSM. Los datos obtenidos se
verificaron por secuenciacion Sanger de los productos de PCR. Con el fin de obtener
indicios del origen de la enfermedad en Uruguay, se realizé un estudio filogenético con el
gen ribosomal 16S de Phytoplasma que se mostrara en la presentacion.

Dado el impacto significativo de esta enfermedad en la productividad del maiz, es
fundamental profundizar en el conocimiento sobre los patégenos presentes en Uruguay.
Como continuacion de este trabajo se estudiara la presencia y distribucion de los cuatro
patdgenos en un mayor numero de chacras con sintomas de Achaparramiento del maiz
distribuidas por todo el pais durante la zafra 2024/2025.



Mesa 3: Biologia Celular y Molecular Animal

Estudio de la dinamica celular en distintas condiciones de estrés en células
tumorales

Felipe Parietti', Magdalena Millan', Jimena Hochmann?, Miguel Arocena’
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El estrés celular produce multiples cambios en la fisiologia celular, que permiten adaptarse
y responder a cambios en el microambiente, o bien desencadenan procesos de muerte
celular, como apoptosis o necrosis.

En el presente trabajo se realizaron registros de cultivos de lineas celulares derivadas de
carcinoma oral, Cal27, bajo el efecto de diferentes tratamientos que inducen estrés celular,
utilizando un microscopio holotomografico Nanolive 3D Cell Explorer que permite realizar
analisis detallado de las dinamicas celulares en respuesta a los distintos tratamientos de
forma "label-free".

Los registros obtenidos revelaron cambios sustanciales en el comportamiento y la motilidad
celular, observandose una detenciéon completa de la motilidad celular como una respuesta
temprana en todos los casos, mas alla de las respuestas dispares segun el tratamiento
empleado. Como tratamiento inductor de apoptosis, usamos cisplatino 10uM, vy
observamos que, en todas las células que sufren cambios morfolégicos tipicos del proceso
apoptotico, la detencion de la motilidad ocurre varias horas antes, pese a que los niveles
de ATP mitocondrial se mantienen en niveles altos hasta bien iniciado el proceso de
apoptosis. Como tratamiento inductor de necrosis, usamos rotenona 1uM y, del mismo
modo, observamos que la motilidad celular cesa mucho antes de que aparezcan rasgos
tipicos de un proceso de necrosis celular.

Por otra parte, utilizamos el método de hipoxia inducida por cubreobjetos, que recapitula
las condiciones de hipoxia y acidificacion extracelular observadas en el microambiente
tumoral temprano, tanto en condiciones de alta como de baja glucosa. En ambos casos, el
cese de la motilidad celular ocurre mucho antes de los drasticos cambios en la
organizacién celular causados por la hipoxia inducida por cubreobjetos ya observados en
estudios anteriores. No obstante, una diferencia entre las condiciones de alta y baja
glucosa es que en baja glucosa, posteriormente a la detencién de la motilidad celular
también hay una marcada disminucion de la dinamica intracelular (movimiento de gotitas
lipidicas, mitocondrias y protrusiones de membrana, entre otros), mientras que en
condiciones de alta glucosa esto no se observa, lo que sugiere que la motilidad celular es
un parametro mas sensible a condiciones de estrés que la dinamica de componentes
intracelulares.

En resumen, estos resultados preliminares sugieren que, frente a distintas fuentes de
estrés celular, la disminucién de la motilidad celular es una respuesta temprana muy
anterior a las alteraciones tipicas de procesos de dafo y muerte celular.



Caracterizacion funcional y silenciamiento in vivo de IncRNAs mediante
oligonucledtidos antisentido (ASOs) en testiculo de ratén
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Los ARN largos no codificantes (INncRNAs) son transcritos de mas de 200 nucleétidos que
tienen un bajo o nulo potencial para codificar proteinas. Aproximadamente el 40% de los
IncRNAs son intergénicos, mientras que el 60% restante se solapa o0 se encuentra
adyacente a genes codificantes de proteinas. La funcion biolégica de la mayoria de los
IncRNASs, en especial los de tipo antisentido, ha sido poco estudiada debido a limitaciones
técnicas. Las estrategias actuales de eliminacion de expresion de IncRNAs basadas en
CRISPR son eficaces para aquellos que estan alejados de genes codificantes, pero no son
aplicables a la mayoria de los INcRNASs, ya que pueden interferir con los genes adyacentes
o0 solapantes. Por otra parte, los métodos de silenciamiento mediado por ARNSs
interferentes (siRNAs) actuan mediante la via de los miRNAs, por lo cual suelen permitir el
silenciamiento de ARNSs citoplasmicos, siendo poco eficientes para silenciar a nivel del
nucleo. Dadas las limitaciones mencionadas, nuestro objetivo fue desarrollar una técnica
de silenciamiento (knock-down) in vivo de IncRNAs mediante microinyecciones testiculares
basada en el uso de oligonucledtidos antisentido (ASOs) modificados. Ello implicé la
puesta a punto de un mecanismo de delivery de estos INcCRNAs via microinyeccion a través
de la rete testis. En este trabajo, se busca realizar la caracterizaciéon funcional de
Kcnmb4os1, un IncRNA cuyo locus se ubica de forma solapante y antisentido del gen
codificante Kcnmb4, codificante para la subunidad beta-4 de un canal de potasio activado
por calcio. Por su localizacion determinada por FISH, este INCRNA se localiza en el nucleo
de las células en profase meidtica en estrecha relacién con los cromosomas homologos
apareados, y podria estar vinculado a la busqueda de homologias durante la meiosis.
Hasta el momento hemos logrado un silenciamiento de Kcnmb4os1 superior al 50%. El
desarrollo de esta metodologia representa un importante hito ya que permitira la
caracterizacion funcional de IncRNAs in vivo en un sistema tan complejo como el testiculo.
A su vez, la metodologia podria ser aplicable al estudio funcional de IncRNAs antisentido
en otros érganos y tejidos.



Mesa 4: Biologia estructural y funcional de biomoléculas

Caracterizacion de la acetilacion de la aconitasa mitocondrial (ACO2)
humana: estudios in vitro e in silico.
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La acetilacion de proteinas es una de las principales modificaciones postraduccionales en
eucariotas, en la que el grupo acetilo de la acetil-coenzima A (Ac-CoA) se transfiere
predominantemente a lisinas. Ocurre en distintos compartimientos subcelulares y puede
revertirse por una serie de enzimas que utilizan NAD* como cosustrato (sirtuinas). La
ACO2 es una enzima esencial que cataliza la isomerizacidon reversible de citrato a
isocitrato en el ciclo de los acidos tricarboxilicos (CAT). Contiene en su sitio activo un
centro ferrosulfurado [4Fe-4S]** el cual se oxida y se inactiva por especies reactivas del
oxigeno y del nitrogeno. Dado que in vivo la oxidacion es reversible, la ACO2 constituye un
sensor redox mitocondrial que modula el flujo del CAT y destinos del citrato celular.
Ademas, en estudios de acetiloma la ACO2 ha sido hallada en tejidos de varios mamiferos;
no obstante, los sitios de acetilacion reportados y las consecuencias funcionales varian en
la literatura. Aqui evaluamos el impacto de la acetilacién in vitro de la ACO2 recombinante
humana en su estado activo [4Fe-4S]** e inactivo [3Fe-4S]*, en condiciones similares a las
presentes en la matriz mitocondrial (pH alcalino y concentraciones de Ac-CoA entre 0,1-1,5
mM). La [4Fe-4S]**-ACO2 no presenté cambios en la actividad catalitica. Sin embargo, la
[3Fe-4S]*-ACO2 tratada con 1,5 mM Ac-CoA y luego incubada con Fe?* y DTT sufrié una
pérdida de 30% de su actividad catalitica. La acetilacion fue detectada por WB utilizando
un anticuerpo anti-acetil-lisina y mediante analisis por espectrometria de masas. Fueron
identificadas las lisinas que presentaron una modificacion dosis-respuesta respecto a la
concentracion de Ac-CoA (86, 144, 401, 458, 462 y 776). Por otra parte, las lisinas 138,
245, 520, 628 y 651-652 fueron detectadas en niveles similares para todas las
concentraciones de Ac-CoA. Para profundizar en el mecanismo por el cual la ACO2 pierde
actividad, realizamos simulaciones de dinamica molecular para la ACO2 WT o modificada
en algunas de las lisinas encontradas. Observamos que algunas de ellas favorecen la
conformacion abierta de la [3Fe-4S]*-ACO2. Los resultados in vitro e in silico y su
correlacion con modelos in vivo sustentan que el principal mecanismo de regulacién de la
actividad de la ACO2 es la oxidacion del centro FeS. Por otra parte, la acetilacion puede
afectar la actividad de la ACO2 directamente si ocurre en su forma [3Fe-4S]" e
indirectamente ya que tanto la MnSOD vy la frataxina se acetilan con importantes
consecuencias funcionales.



Un espacio conformacional similar al de Ramachandran, pero para ADN
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El ADN tiene la capacidad de existir en una amplia variedad de formas estructurales,
subformas y motivos secundarios, lo cual es fundamental para numerosos procesos
biolégicos y ha impulsado el desarrollo de varias aplicaciones biotecnoldgicas (drogas
antisentido, aptameros, nanoestructuras de origami, etc). Unos de los principales
determinantes de la flexibilidad del ADN son los multiples grados de libertad torsional
(angulos diedro) alrededor de la columna de enlaces fosfodiéster (denominados: a, B, 9, v,
g, ¢, x). Esta alta complejidad puede ser racionalizada utilizando sélo dos angulos
pseudo-torsionales conocidos como n y 6, que conectan los atomos P y C4'. A partir de
esos dos angulos se pueden construir mapas de densidad utilizando como fuente de
informacién el Protein Data Bank (PDB). Esta aproximacion desarrollada por Pyle y
colaboradores, se ha utilizado para ahondar en el entendimiento de las intrincadas
estructuras 3D del ARN.

En esta contribucion nos centramos en ADN, explorando la distribucién de los angulos n
(eta: C4'-P-C4’-P,,;) vy 6 (theta: P-C4’-P;,;-C4’,,) en estructuras de rayos-X de alta
resolucion extraidas del PDB. Para el curado de las estructuras y su procesamiento se
utilizé el paquete de R Illamado veriNA3d. Tras eliminar las conformaciones
canonicas/helicoidales tipicas de la forma B, que han sido extensamente estudiadas
encontramos la existencia de un mapa conformacional con regiones claramente permitidas
y prohibidas, que recuerda el mapa de Ramachandran para proteinas. Algunas de esas
regiones estan pobladas por formas especificas de ADN, como la Z o la A, o por motivos
secundarios especificos como los G-cuadruplex. Evaluamos la dependencia con la
secuencia y la relaciéon de energia entre las regiones de alta densidad identificadas en el
espacio n—-6. Ademas, analizamos el efecto producido por las proteinas y los cationes al
unirse al ADN, encontrando que ciertas proteinas generan conformaciones no-canonicas
bien diferenciadas, mientras que algunas de las regiones mas alejadas de la forma B,
parecen estar estabilizadas por cationes divalentes.



Mesa 5: Biotecnologia y Biocatalisis

Deteccion espacio-temporal de lipoperéxidos con un Dbiosensor
genéticamente codificado dirigido a diferentes regiones subcelulares

Natalia Oddone', Mariana Bonilla’, Gonzalo Scalese', Gerardo Ferrer-Sueta?, Leonel
Malacrida®, Marcelo Comini’.
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Avanzada, Institut Pasteur Montevideo, Montevideo, Uruguay

Los lipoperoxidos (LOOHs), son especies reactivas del oxigeno que derivan de la
oxidacion incompleta de los acidos grasos poliinsaturados. Si bien dichas especies pueden
actuar como mediadores de senalizacion celular, concentraciones elevadas de los mismos
provocan dano celular. Por esta razén, los LOOHs se han asociado con una variedad de
condiciones fisiopatoldgicas, incluyendo enfermedades cardiovasculares,
neurodegenerativas, hepaticas, entre otras. A pesar de su relevancia, no se cuenta con
sondas fluorescentes para su deteccion especifica, dinamica, y no destructiva en células
vivas. Para abordar esta limitacion, hemos desarrollado un biosensor genéticamente
codificado mediante la fusion de una peroxidasa de lipoperdxidos (proveniente de un
protozoario unicelular), con una proteina fluorescente verde redox sensible (roGFP2).

Nuestro biosensor mostré una eficiencia de reduccién de LOOHs derivados del acido
linoleico (9(S)-HpODE) y del acido araquidonico (15(S)-HpETE), de 2 a 3 drdenes de
magnitud, en comparacion con la de H,0,. Las tasas cataliticas para cada paso del ciclo
redox del biosensor fueron determinadas mediante ensayos cinéticos in vitro. Estudios in
cellula, llevados a cabo en células eucariotas que incluyen Leishmania tarentolae y
hepatocitos humanos, demostraron que el biosensor respondié con una alta sensibilidad y
reversibilidad a concentraciones fisiolégicas de LOOHs. Experimentos control, llevados a
cabo con Hyper (biosensor de H,0,), confirmaron la selectividad del biosensor para
LOOHSs. Por otro lado, desarrollamos versiones dirigidas del biosensor a nucleo celular,
matriz mitocondrial y membrana plasmatica, demostrando que efectivamente se localizé en
dichos sitios, pudiendo observar que la magnitud y cinética de la oxidacién del biosensor
ante estimulos de LOOH, variaba segun la localizacién subcelular. Esto sugiere la
presencia de barreras redox compartimento-especificas contra los LOOHSs en células.

Podemos concluir, que la herramienta desarrollada ofrece un gran potencial para la
comprension del metabolismo de LOOHSs, y avanzar en las campafas de descubrimiento
de farmacos en modelos patofisiolégicos diversos.



Generacion de glicoisoformas de transferrina mediante deglicosilacion
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Las enfermedades congénitas de glicosilacion (CDGs) son un grupo de enfermedades de
origen hereditario que se caracterizan por presentar alteraciones en el metabolismo de los
glicanos. Dado su baja frecuencia son consideradas “enfermedades raras”.

A nivel clinico estas enfermedades se caracterizan por generar alteraciones de gravedad
importante de tipo neurolégico, cardiolégico, hepatico y hematoldgico entre otras. Si bien,
algunas de ellas son incompatibles con la vida, en muchos otros casos es posible lograr
una mejora en la calidad de vida mediante intervencién terapéutica temprana.

Se ha detectado alteraciones en el patron de glicosilacién de ciertas glicoproteinas del
suero sanguineo de neonatos con CDGs, en particular transferrina, lo que la convierte en
un importante biomarcador en la deteccion de estas enfermedades.

En ese marco, el objetivo de nuestro trabajo ha sido el desarrollo de herramientas para la
deteccion de CDGs basadas en lectinas como sensores de las alteraciones en la
glicosilacién de glicoproteinas de suero sanguineo del neonato.

Hemos desarrollado un método para detectar glicoisoformas de transferrina. Para validar la
sensibilidad de este frente a las alteraciones en los glicanos, se evaluaron distintas
glicoisoformas de transferrina. En este trabajo presentamos la generacién de dichas
glicoisoformas a partir de transferrina humana comercial, mediante desialilacion vy
degalactosilacion de la misma por estrategias quimio-enzimaticas.

El protocolo se llevd a cabo en dos etapas. En primer lugar, la glicoproteina se desialilo
quimicamente, mediante incubacién con acido acético 2N a 80°C durante 2 horas.
Posteriormente, dicha proteina desialilada fue incubada durante 24 horas a temperatura
ambiente con la enzima B-galactosidasa de Aspergillus oryzae previamente inmovilizada
en soporte glutaraldehido-agarosa.

Las glicoisoformas generadas fueron evaluadas mediante reconocimiento diferencial por
un panel de lectinas en el ensayo en microplaca puesto a punto previamente. Los
resultados obtenidos demostraron que el ensayo es capaz de diferenciar las distintas
glicoisoformas generadas, lo que representa un resultado auspicioso para seguir
avanzando en el desarrollo de esta herramienta de deteccion. A su vez, la estrategia
quimio-enzimatica propuesta fue exitosa, lo que la convierte en una herramienta de gran
interés, para la deglicosilacion de otras glicoproteinas con interés biomédico y/o
biotecnoldgico.
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Gran parte de los mecanismos efectores de los macréfagos depende de la formacién de
oxidantes a expensas de O,. En particular cuentan con la enzima 6xido nitrico sintasa
inducible (iINOS) y la NADPH oxidasa 2 (NOX-2), capaces de sintetizar 6xido nitrico y
superoxido, respectivamente. Ambas especies son altamente reactivas y modifican
distintas biomoléculas, contribuyendo a la destruccion del material fagocitado, directamente
o por la formacion de derivados mas oxidantes como el peroxinitrito (ONOO"). En los
ultimos afos, se ha reconocido la importancia de considerar el microambiente donde
ocurren estos procesos, que muchas veces difiere de las condiciones estandar de
laboratorio (20% O, y 5% CO,). Previamente, se pudo determinar que existen variaciones
en la velocidad de formaciéon de superoxido y 6xido nitrico en el rango fisiolégico de O,
(2-15%). Ademas, esta establecida la conexion que existe entre la activacion de los
macréfagos, pO, y el factor de respuesta a hipoxia (HIF-1a). En este trabajo se evalua la
influencia del O, en la respuesta oxidativa de los macréfagos adaptados a distintas pO,
(1-15%). Observamos que en las concentraciones mas bajas de O, estudiadas hay una
mayor expresion de la iINOS, y de la IL-6 en macréfagos activados con IFNy y LPS. A su
vez, se cuantificd la produccion de 6xido nitrico y perdxido de hidrogeno dependientes de
iINOS y NOX2 en macrofagos a distintas pO,. Para la deteccion y cuantificacién de
peroxinitrito se planted el desarrollo de una nueva sonda derivada de boronatos (Red-Bl),
con reactividad similar a las comunmente utilizadas, acido cumarin boronico (CBA) y
fluoresceina-boronato (FI-B), pero con mayor estabilidad frente a cambios de pO, y pH.
Red-Bl es un éster bordénico derivado de xanteno cuyo fluoréforo Red-Ox, mostro
caracteristicas espectroscopicas optimas (A= 511nm; A= 538nm, €51nm= 67,000M'cm""
, = 0.093) y pKa = 5,9. Ensayos preliminares sobre la reactividad de Red-Bl muestran una
respuesta fluorescente dependiente de la concentracion de peroxinitrito. Ademas, se
determino la constante cinética para H,O, comparable a otros boronatos, k= 0.5 M's™ a
pH 7.4y 25°C

Futuros estudios permitiran validar la sonda como una herramienta para evaluar la
formacion de peroxinitrito en macrofagos expuestos a distintas pO, a través de métodos
espectroscépicos y de microscopia.



Descifrando el coédigo de direccionamiento a la membrana de UreA,
transportador de urea de Aspergillus nidulans.
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La Signal Recognition Particle (SRP) tiene un rol preponderante durante la sintesis de
proteinas integrales de membrana (PIMs). En etapas tempranas de la traduccion de éstas,
SRP reconoce secuencias sefial (SS) emergiendo de los complejos ribosoma-polipéptido
naciente (RNC), y los dirige a la membrana del reticulo endoplasmico (RE), donde se
completa la traduccidn. A pesar de ser un mecanismo evolutivamente muy conservado, las
SS varian en composicion. Tipicamente, estan compuestas por trechos de 8 aminoacidos
consecutivos y, muchas veces, pueden ser el primer segmento transmembrana (STM) de
la proteina, mas no existe una secuencia consenso que sea reconocida por SRP.

En Aspergillus nidulans, UreA es una PIM que media el transporte de urea, compuesto que
puede ser utilizado como unica fuente de nitrégeno por el hongo. Nuestro grupo ha
identificado, por un lado, un trecho de 6 aminoacidos hidrofébicos al inicio del N-terminal
(en las posiciones 2-7) que podrian estar actuando como SS; y por otro, demostrado que
dos codones no-6ptimos en su ARNm (en las posiciones 24 y 25), son indispensables para
su correcta biosintesis. Estos codifican para aminoacidos ubicados en el limite entre el
segmento N-terminal y el primer STM. Cepas portando sustituciones por sinénimos
optimos  (ureA,,s) crecen defectuosamente sobre urea a la temperatura 6ptima de
crecimiento (37°C), y aumentan su resistencia a la 2-tiourea (analogo téxico). Estos
fenotipos son parcialmente restaurados cuando crece a 25°C. La delecion de la posible SS
integrada por los aminoacidos hidrofobicos 2-7, en un contexto ureA,;, no ha demostrado
tener efecto alguno. En cambio, cuando se deletan en cepas ureA,,; se observa un
fenotipo exacerbado en cuanto a deficiencia de crecimiento en urea y resistencia a
2-tiourea. A su vez, la adicion de un tag 3HA en el N-terminal de la proteina, revierte el
fenotipo observado para la cepa ureA.,»s. Nuestra hipotesis es que los codones no 6ptimos
24-25 determinarian una pausa traduccional en etapas muy tempranas, fundamental para
el reconocimiento eficiente por SRP, que seria eliminada en el mutante ureA,,»;. Ademas,
el trecho de los aminoacidos 2-7 también jugaria un rol preponderante en dicha interaccion,
junto con el largo del N-terminal.

En cepas portando el N-terminal de UreA fusionado a la proteina verde fluorescente (GFP),
hemos observado que éste solo, no es suficiente para dirigir a GFP hacia el RE, por lo que,
por si mismo, no actuaria como SS. Actualmente, estamos construyendo cepas que porten
ademas, el primer STM.
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Trypanosoma cruzi (T. cruzi), agente etioldgico de la enfermedad de Chagas, regula su
expresion génica principalmente mediante mecanismos postranscripcionales. Nuestro
grupo observé que la regulacion traduccional es un mecanismo importante durante la
metaciclogénesis y la transicion G1/S del ciclo celular. Recientemente, diferentes enfoques
han demostrado que la composicion de los ribosomas puede ser variable a nivel proteico,
lo que puede llevar a cambios regulatorios. Esta observacién, nos llevé a caracterizar en
forma detallada la maquinaria traduccional de T. cruzi en los estadios del ciclo de vida
epimastigota y tripomastigota metaciclico, asi como en las fases del ciclo celular G1 y S.
Primero, revisamos y pulimos la anotacién actual de las proteinas ribosomales (PR),
analizando el niumero de copias, la ubicacion en el ribosoma, las extensiones de proteinas
en los extremos terminales, los valores de expresion y posibles funciones extra
ribosomales. Abordando esta caracterizacion de forma experimental, observamos a través
de Ribo-Seq que existe una represion global de la traducciéon de los ARNm de PR en el
estadio tripomastigota metaciclico, pero también existe variacién individual, encontrando
algunos ARNm de PR que resisten esa represion. También realizamos una aproximacion
multi-omica (RNAseq, Ribo-Seq y espectrometria de masas) en parasitos sincronizados en
las fases G1 y S del ciclo celular. Observamos variacion individual en los cambios de
eficiencia traduccional de los ARNm de PR y también en el nivel de abundancia de algunas
PR. Estas observaciones podrian estar en linea con la hipétesis de que la composicion de
la maquinaria traduccional puede ser variable durante estas transiciones. Para explorar
esta hipétesis, realizamos protedmica cuantitativa en fracciones enriquecidas en
ribosomas, en parasitos sincronizados en las fases G1 y S del ciclo celular. Observamos
diferencias en la abundancia de algunas PR entre fracciones ribosomales de las dos fases
del ciclo celular estudiadas, lo que sugiere que pueden existir variaciones en la
composicion de la maquinaria traduccional.
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Analisis transcriptomicos de dos isolineas de tomate en respuesta al hongo
Stemphylium lycopersici: mecanismos de resistencia mediados por el locus
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El tomate (Solanum lycopersicum L.) es un cultivo de gran relevancia global y el segundo
mas importante en Uruguay. La mancha gris de la hoja, causada por hongos del género
Stemphylium, es una enfermedad devastadora que provoca importantes pérdidas en las
variedades susceptibles. En el marco del programa de mejoramiento del INIA, se
generaron isolineas de tomate con diferentes niveles de resistencia a Stemphylium
mediante la incorporacién del locus de resistencia Sm. Para identificar los mecanismos
asociados a esta resistencia, se inocularon las isolineas con un aislado virulento de S.
lycopersici (UYSLS32). Se observaron sintomas claros en la isolinea susceptible a los 5
dias post inoculacién (dpi), con progresion hacia necrosis y clorosis a los 9 dpi. En
contraste, la isolinea resistente mostré solo pequefias manchas a los 9 dpi y sin sintomas
significativos a los 5 dpi.

Se analizaron los transcriptomas de ambas isolineas en plantas sin tratamientos yalos 5y
9 dpi, comparandolos con un control tratado solo con agua. En plantas sin tratamiento, se
identificaron 320 genes diferencialmente expresados (DEGs) entre las isolineas. El analisis
de enriquecimiento de ontologia de genes (GO) reveld6 que, en comparacion con la
susceptible, la isolinea resistente mostré una inducciéon de DEGs en procesos biolodgicos
como exportacidon de proteinas desde el nudcleo, sintesis de cumarina, respuesta a
estimulos bioticos, respuesta a estrés y regulacion del acido jasmonico. A los 5 dpi, la
isolinea resistente presentd un aumento en la expresion de 257 DEGs, mientras que la
susceptible mostr6 688 DEGs. En la resistente, se observaron DEGs enriquecidos en
funciones moleculares como actividad antioxidante, actividad catalitica y union de acido
abscisico, asi como en procesos bioldgicos como catalisis de componentes de la pared
celular, detoxificacion, respuesta a estrés y estimulo bidtico, y proceso catabdlico de
quitina. A los 9 dpi, la resistente mostré 136 DEGs inducidos, mientras que la susceptible
tuvo 384 DEGs inducidos. En la isolinea resistente, se observé enriquecimiento de genes
asociados a vias de senalizacion de hormonas y sistemas de transduccion de senales. Por
otro lado, la isolinea susceptible mostré un enriquecimiento en funciones moleculares
como unién de polisacaridos y quitina, actividad oxido-reductasa, actividad de proteina
tirosina quinasa, y factores de transcripcion. Estos resultados demuestran que la isolinea
resistente presenta una activacion de genes relacionados con la defensa, lo que podria
explicar la resistencia observada frente a S. lycopersici.
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Enterobacterias: un estudio combinado de actividad antimicrobiana y efectos
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La creciente resistencia a los antibioticos es una crisis global de salud publica que limita las
opciones terapéuticas disponibles para tratar infecciones bacterianas, especialmente
aquellas causadas por patéogenos multirresistentes como Klebsiella pneumoniae. Este
fendmeno acentla la necesidad urgente de explorar alternativas terapéuticas, como
nuevos agentes antimicrobianos. El microbioma intestinal humano ha sido postulado como
un reservorio emergente de compuestos con potencial inhibitorio antibacteriano. Sin
embargo, las interacciones dentro de este sistema son complejas y poco se sabe los
mecanismos que gobiernan estas inhibiciones.

En este contexto, se investigd el potencial antimicrobiano y antiinflamatorio de
enterobacterias aisladas de muestras de heces humanas. A partir de muestras de materia
fecal, se aislaron once enterobacterias en condiciones anaerdbicas. Para evaluar el
potencial antimicrobiano de estos aislamientos, se realizé un ensayo de antibiograma en
disco utilizando una cepa clinica de Klebsiella pneumoniae multirresistente como
microorganismo objetivo. Se realizé una curva de crecimiento de K. pneumoniae en medio
liquido con los sobrenadantes libres de células (CFS) de las cepas entéricas. Se siguio el
crecimiento de K. pneumoniae midiendo la densidad éptica en medio liquido a distintas
horas y se cuantificé el potencial inhibitorio de los CFS. Algunas bacterias intestinales
pueden producir metabolitos que interactian con las células del hospedero, Para estudiar
el potencial efecto en el intestino, se utilizd un modelo de organoides intestinales de ratén
sometidos a los CFS. Se determind el potencial antiinflamatorio en modelo de yeyuno
NFkB en 3D cuantificando la activacion de NFKB in vitro. Las once cepas fueron
secuenciadas por tecnologias de tercera generacion y clasificadas utilizando GTDBitK a
partir del genoma completo, estas bacterias fueron identificadas como: Enterococcus
hirae, Escherichia coli, Catenibacterium sp. y Clostridium perfringens. Se utiliz6 GutSMASH
para predecir genes relacionados con la produccion de metabolitos primarios y antiSMASH
para determinar metabolitos secundarios en las cepas in silico. De los once sobrenadantes
obtenidos, cuatro mostraron actividad antimicrobiana (C. perfringens, Catenibacterium sp. 'y
E. hirae) . De los estudios en organoides, se observé que de ocho cepas analizadas
(provenientes de Clostridium perfringens y Enterococcus hirae) mostraron potencial
antiinflamatorio in vitro.

Este estudio subraya la relevancia de la microbiota intestinal humana como fuente de
nuevos agentes antimicrobianos y terapéuticos. Las cepas identificadas no solo tienen un
potencial significativo como agentes antimicrobianos, sino que también podrian contribuir a
la modulacién de respuestas inflamatorias.
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La pandemia causada por el SARS-CoV-2 ha generado impactos sanitarios, econdémicos y
sociales significativos. El rapido desarrollo e implementacion de vacunas ha sido clave
para reducir la mortalidad y las formas graves de la enfermedad, principalmente mediante
la generacidn de anticuerpos neutralizantes que impiden la entrada del virus a las células.
Sin embargo, la aparicién de nuevas variantes virales mas transmisibles y capaces de
evadir la inmunidad ha reducido la eficacia de las vacunas, lo que ha requerido el ajuste de
su disefio y la administracion de nuevas dosis adaptadas a estas variantes.

Este trabajo tiene como objetivo desarrollar estrategias in vitro para analizar la
neutralizacion de anticuerpos frente a distintas variantes de SARS-CoV-2 y evaluar
herramientas novedosas que bloqueen dicha interaccién. Para ello, se produjeron de
manera recombinante dominios solubles de la glicoproteina Spike de diversas variantes
virales y de la glicoproteina humana hACE2, el receptor celular del virus. Se realizd una
detallada caracterizacién biofisica y bioquimica de las proteinas y de su interaccion in vitro,
lo que permitid el desarrollo de ensayos seroldgicos cualitativos y cuantitativos para
evaluar la respuesta de anticuerpos. Estos ensayos demostraron ser utiles no solo para
evaluar la eficacia de las vacunas en individuos vacunados, sino también como una
herramienta en la busqueda de inhibidores virales, como pequefias moléculas o dominios
de anticuerpos.

En este contexto, los anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-largos han surgido como una
alternativa prometedora para unirse a epitopes de proteinas virales poco accesibles,
generando anticuerpos ampliamente neutralizantes. Dos vacas fueron inmunizadas con la
proteina Spike recombinante de SARS-CoV-2, lo que permitié obtener sueros reactivos y
células B productoras de estos anticuerpos. Como prueba de concepto, se purificd un
dominio de anticuerpo con CDR3 ultra-largo en células de insecto, demostrando su
capacidad para unirse con alta afinidad al dominio RBD de la proteina Spike. Estos
resultados sugieren que estas estrategias tienen un gran potencial para generar “binders”
contra proteinas de diversos virus, y que los sistemas de expresién en células de insecto
son utiles para su produccion y analisis.
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Las vacunas han prevenido y salvado numerosas vidas a lo largo de los afios. Si bien las
vacunas convencionales, como las vacunas a virus vivos atenuados e inactivados y las
vacunas de subunidades, proporcionan una proteccion duradera contra diversas
enfermedades peligrosas, siguen existiendo importantes obstaculos para el desarrollo de
vacunas contra diversos patdgenos, especialmente los que presentan mayor capacidad de
eludir la respuesta inmunitaria. Esto ha llevado a lo largo de los afios a la necesidad de
desarrollar plataformas tecnoldgicas que permitan el disefo y produccién de vacunas mas
potentes y versatiles en menos tiempo. Si bien hace décadas se trabaja en las vacunas a
base de ARNm, esta tecnologia ha saltado recientemente a los titulares de todo el mundo
debido a su destacado papel en la lucha contra el virus COVID-19, valiéndoles el premio
Nobel en Medicina del 2023 a sus principales impulsores.

Este trabajo tiene como obijetivo producir en Uruguay vacunas de ARN utilizando al Virus
de Mayaro (MAYV) como modelo. MAYV es un arbovirus desatendido detectado en
humanos en el norte de Sudamérica, que es transmitido por mosquitos del género Aedes.
Este modelo es utilizado desde hace varios afios en nuestro laboratorio para el estudio de
la evolucién viral.

Para lograr este objetivo disefiamos distintas construcciones de ADN molde para evaluar el
efecto de distintos parametros en la eficiencia traduccional. Como parametros se
consideraron: 1) las proteinas antigénicas seleccionadas, 2) el uso de codones para la
traduccion en células humanas o de ratén, y 3) las regiones no traducidas utilizadas. A
partir de estos moldes, se realizé la produccién del ARNm in vitro utilizando nucleétidos
modificados, un CAP en el extremo 5 y una cola de poli-adeninas en el extremo 3. Los
ensayos en cultivos celulares realizados con estos ARNs muestran la produccién de la
poliproteina estructural de MAYV por células humanas, la cual es procesada para generar
las glicoproteinas de superficie maduras. En el futuro, realizaremos la encapsulacion de
estos ARNm en nanoparticulas lipidicas (LNP por sus siglas en inglés) y evaluaremos la
inmunogenicidad de esta vacuna ARNm-LNP in vivo utilizando un modelo de ratén.

Una vez optimizada esta estrategia, podra ser utilizada para el disefio de vacunas contra
diversos patégenos relevantes para la salud humana y animal de nuestro pais.
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El Cancer de Préstata (PrCa) es el segundo cancer de mayor incidencia en hombres en
todo el mundo. Aun no se dispone de marcadores que permitan distinguir entre las formas
indolentes y las formas agresivas de la enfermedad, o la sensibilidad del paciente a las
terapias, por lo que el desarrollo de nuevos biomarcadores es necesario. Los ARNs no
codificantes han surgido recientemente como actores clave en la iniciacion y la progresion
del cancer y como prometedores biomarcadores en orina y plasma. Nc886 ha surgido
como un ARN regulador clave con funciones tejido-especificas, actuando como modulador
de la actividad proteica mediante interaccién directa. Aunque es ampliamente reconocido
como un supresor tumoral en el cancer de préstata, los mecanismos moleculares
subyacentes no se conocen completamente. El objetivo de este trabajo es identificar las
principales vias en las que participa nc886 en PrCa. Para esto, realizamos ensayos de
pérdida y ganancia de funcién de nc886 en células normales y tumorales de prostata
usando oligonucleétidos anti-sentido y nc886 transcripto in vitro. Analizamos los cambios
transcriptdomicos y protedmicos 48 horas luego de la transfeccion, por secuenciaciéon
masiva del ARN poli-A (lllumina Hi-seq) y la deteccion y cuantificacién libre de marcaje de
las proteinas por espectometria de masas (Orbitrap Fusion Tribrid). Identificamos genes
diferencialmente expresados y vias de sefalizacion celular enriquecidas, y utilizamos
ensayos de genes reporteros, Western Blot y RT-gPCR para validar algunas de ellas. Los
resultados mostraron un enriquecimiento significativo de vias relacionadas con el sistema
inmune, incluyendo citoquinas y la sefializacion por interferon. La respuesta al interferon
provocada por nc886 fue validada mediante ensayos funcionales. La invariabilidad de la
fosforilacion de PKR y la actividad de NF-kB sugieren un mecanismo de accién de nc886
independiente de PKR. La induccion de la via del interferébn se mostré dependiente del
estado de fosforilacion del extremo 5' del nc886 transcrito in vitro, lo que sugiere que el
mecanismo de accién de nc886 en la activacion de esta via podria estar mediado por
RIG-I. En concordancia, el analisis de enriquecimiento de genes (GSEA) del conjunto de
datos PRAD-TCGA revel6 la estimulacién inmune como el nodo mas asociado a la
expresion de nc886 en el contexto clinico. En general, los resultados indican que nc886
actua como un regulador positivo del sistema inmunoldgico, un papel consistente con su
funcion previamente descrita como supresor tumoral en el cancer de prostata, ya que su
disminucion contribuiria con la inmunosupresion.
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La proteina supresora de tumores p53 cumple un rol crucial en el control de la homeostasis
celular ya que actia como "hub" y modula diversas respuestas celulares frente a distintos
tipos de estrés, incluyendo el estrés oxidativo, el dafio en el ADN y la activacién de
oncogenes. p53 posee dominios de unién al ADN y de transactivacién y su actividad como
factor de transcripcion esta bien caracterizada y ha eclipsado el estudio de la regulacion de
otras etapas de la expresion génica. Estudios mas recientes sugieren que p53 también
controla la traduccion de ARN mensajeros (ARNm), especialmente en ciertos contextos
celulares, como es la respuesta a proteinas desplegadas (Unfolded Protein Response,
UPR). Sin embargo, su estudio se encuentra en etapas iniciales y se desconoce el alcance
de la regulacién a este nivel asi como los mecanismos moleculares involucrados.

La UPR es una respuesta adaptativa que se activa cuando se produce una acumulaciéon
excesiva de proteinas mal plegadas o agregadas en el reticulo endoplasmatico (RE), un
fendmeno que puede ocurrir tanto en condiciones fisiolégicas como en patologias como el
Alzheimer, diabetes tipo 2 vy, principalmente, en cancer. En estas enfermedades se ha
detectado estrés crénico en el RE y cambios en la expresion de diversos componentes de
la UPR, sugiriendo que esta ultima podria contribuir con el desarrollo de esas
enfermedades.

Nuestro laboratorio ha investigado el rol de p53 en la regulacién postranscripcional durante
la UPR analizando el transcriptoma y el proteoma de células humanas H1299 en
condiciones de estrés en el RE, tanto en presencia como en ausencia de p53. Los
resultados indican que la actividad de p53 es esencial para establecer una UPR
completamente funcional y, a diferencia de otras condiciones, promueve una inhibicion
significativa de la expresidén génica, tanto a nivel de ARNm como de proteina. Asimismo,
analisis de ontologia (Gene Ontology) indican que los procesos biolégicos que ocurren
durante la UPR se ven reforzados en células con p53. Ademas, muchas proteinas
reguladas negativamente por p53 durante la UPR no presentan cambios en la abundancia
de ARNm, sugiriendo la ocurrencia de control traduccional. En la actualidad nos enfocamos
en evidenciar la regulacién traduccional por p53 y en estudiar si esta actividad esta
mediada por interacciones directas entre p53 y los ARNm involucrados.
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La alfa-sinucleina (aS) es una proteina citoplasmatica abundante en distintas regiones del
cerebro. Pese a que es una proteina intrinsecamente desordenada, bajo ciertas
condiciones in vitro, se agrega dando lugar a estructuras filamentosas con propiedades
morfoldgicas y de tincidn semejantes a las fibras de amiloides.

Existen diversas patologias neurodegenerativas, de relevancia para la comunidad
biomédica, denominadas sinucleinopatias, cuya caracteristica patolégica es la presencia
de agregados proteicos intracelulares donde la aS es su componente principal. Estos
agregados se encuentran en poblaciones neuronales susceptibles, tanto en neuronas
dopaminérgicas, como no-dopaminérgicas y también en células gliales.

La internalizacion de aS a distintos tipos celulares es un proceso cuyos mecanismos aun
no se conocen en su totalidad, por lo tanto, consideramos importante el uso de
herramientas para obtener formas fluorescentes de la proteina que nos permitan el estudio
de la proteina in cellula.

Utilizamos el fluoréforo Alexa488 con el objetivo de generar el mondmero de aS
fluorescente. Se analizé el rendimiento del marcaje, obteniendo un rendimiento de 0.2
moléculas de Alexa por molécula de aS. A pesar de ser un rendimiento bajo, es deseable
que las especies marcadas se comporten de igual forma a las especies sin marcar.

Se generaron especies oligoméricas marcadas a partir de oligdbmeros sin marcar
previamente formados. En cambio, las especies fibrilares marcadas de aS fueron formadas
a partir del mondmero marcado. Tanto la cinética de formacion de fibras (t;,95% IC: 19.95
- 25.98 hs vs 19.21-25.58 h, control vs marcado) como longitud de las fibras formadas
(102.0 £ 45.98 nm vs 107.5 + 37.85 nm, control vs marcado) fueron similares a la especie
sin marcar.

Se analizaron las propiedades espectrales de las distintas conformaciones de aS,
mostrando los picos de excitacion y emision correspondientes al fluoréforo (A, = 494 nm,
Aem = 519 nm).

Se realizaron estudios utilizando una linea celular de microglia murina (BV2). Se incubaron
estas células con las distintas especies marcadas de aS y se analizd, por microscopia y
citometria de flujo, la fluorescencia luego de 3h de incubacién. Se logré ver que tanto fibras
y oligébmeros ingresan al interior celular y aumentan la fluorescencia de la poblacién celular.
La utilizacion de estas formas marcadas nos permitira estudiar los mecanismos
moleculares subyacentes al ingreso de las distintas conformaciones de aS a otros tipos
celulares que cumplen roles relevantes en las sinucleinopatias como astrocitos y neuronas.
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Las nanoburbujas son burbujas disueltas en solucidén con gas molecular dentro que pueden
durar muchas horas en dicho estado, formando redes de interconexion sujetas a
movimiento browniano. Las nanoburbujas de hidrogeno molecular en su generacion
producen radicales de hidrogeno en equilibrio, con fuerte tendencia a donar su electron no
apareado provocando reduccion del medio. Decidimos probar si las nanoburbujas de H2
(nH2), son capaces de mitigar el dafo producido por agentes quimicos que promueven
estrés oxidativo (AQO) ante exposicion aguda, como Plomo (Pb?*), Antimonio (Sb*) y
peréxido de hidrégeno (H,O,). Previamente reportamos que cuando se sometieron
corazones aislados a concentraciones crecientes de nH2 en partes por billon (ppb) en
condiciones basales, disminuyeron la frecuencia cardiaca y el inotropismo cardiaco
levemente (Guizzo et al., SBBM, 2023). Los resultados que obtuvimos ante la exposicion
de concentraciones micromolares crecientes de Pb*, Sb* y H,0O, sugieren efecto
preventivo y terapéutico por nH2 al dafio de AQO. Respecto al efecto terapéutico ante
Pb?*, se observo que la exposicion conjunta de 18 ppb nH2 y Pb?, recuperd los trastornos
observados ante exposicion aguda a Pb* solamente, entre 70-90% aproximadamente.
Interesantemente, con Sb** en dosis de cientos de micromolar, hubo recuperacion en
contractilidad, tasa de arritmias y frecuencia cardiaca superior al lavado del toxico en
control, siendo superior al 150%. El efecto de las nH2 con H,O, , mostraron una
dependencia en tiempo y dosis mas marcada con este agente que los anteriores. Se vio
recuperacion parcial de los efectos en frecuencia, contractilidad y tasa de arritmias con
nH2, siendo de aproximadamente 70% para dosis de 200 uM de H,O, por 3 min. Mayores
tiempos de exposicién a H,O,, necesitaron mayores tiempos de exposicion a nH2. A dosis
mayores a 500 yM de H,O, por cierto tiempo, los efectos se volvieron irreversibles a
exposicion de nH2, sugiriendo muerte celular. Estos datos fueron consistentes con lo
observado en microscopia confocal de cardiomiocitos aislados, que muestran una tasa de
sobrevida menor en los cardiomiocitos expuestos a H,0O,, respecto a aquellos con H,0, y
nH2. Los resultados sugieren que nH2, dada su alta estabilidad y capacidad de difusion,
pueden ser un tratamiento coadyuvante eficaz en patologias donde el stress oxidativo
cardiaco juega un rol preponderante como ser injuria por isquemia reperfusion (Guizzo et
al., SBBM, 2023) y también exposicién con AQO. Investigaciones en curso ayudaran a
establecer posibles mecanismos de accion y extension de esta accion.
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La superéxido dismutasa de manganeso (MnSOD) es una enzima antioxidante que puede
ser inactivada por la nitracion sitio-especifica de la tirosina 34 (Y34), un evento que ha sido
ampliamente observado en diversas patologias. La nitracién sitio-especifica de MnSOD de
este residuo en particular ocurre por la reaccion directa con peroxinitrito, un agente
oxidante y nitrante que es capaz de acceder al sitio activo de la enzima. Por otra parte, la
acetilacion de la MnSOD es una modificacion post-traduccional que también modula la
actividad de la enzima, pero de manera reversible ya que la accién de la Sirt3 remueve la
acetilacion de esta y varias enzimas mitocondriales.

En este trabajo estudiamos los cambios estructurales y de actividad que causa la
acetilacion a nivel de lisinas (K) especificas (K29 y K98), con particular énfasis en aquella
presente cerca del sitio activo (K29). Proponemos que la acetilacion de la K29 bloquea el
acceso de aniones al sitio activo, lo cual incluye el superdxido pero también al peroxinitrito.
El bloqueo estérico de la entrada del peroxinitrito al Mn del sitio activo protegeria la
inactivacion de la enzima ya que evitaria la nitracion a nivel de la Y34. Se postula,
asimismo, que la Sirt3 jugaria un rol en este mecanismo de protecciéon. Nuestros estudios
cubren tanto los aspectos experimentales como los computacionales de este fendmeno. Se
realizaron simulaciones de dinamica molecular en MnSOD wild type y acetilada para poder
determinar los cambios conformacionales que serian responsables de la regulacion de la
actividad de la enzima. Por otra parte se realizaron estudios de dinamica browniana para
evaluar el efecto de estas modificaciones post-traduccionales en el acceso de superdxido y
otros aniones al sitio activo de la enzima. Los estudios experimentales in vitro incluyeron
analisis de actividad SOD luego de la exposicion a acetilacion y a agentes nitrantes, y se
evaluo el efecto de la Sirt3 en diferentes condiciones. Por otra parte se realizaron estudios
de nitracién proteica. Nuestros resultados muestran que la acetilacion de MnSOD a nivel
de la K29 podria proveer una proteccion frente a la accion de peroxinitrito, previniendo la
inactivacion irreversible por nitracion de la Y34.
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La mitocondria representa una de las principales fuentes de especies reactivas del oxigeno
y presenta multiples sistemas antioxidantes que regulan su concentracion y mantienen la
homeostasis mitocondrial. Peroxirredoxina 3 (Prdx3), una peroxidasa basada en tioles,
juega un rol fundamental en la reduccion de hidroperdxidos de relevancia bioldgica, tales
como peroxido de hidrégeno (H,O,) y peroxinitrito, a nivel mitocondrial. Recientemente,
nuestro grupo reportd que Prdx3 presenta actividad reductora de hidroperéxidos de acidos
grasos, provocando una rapida oxidacién y sobreoxidacién de la cisteina peroxidatica de la
enzima. En este sentido, Prdx3 funciona como un sensor endégeno de diversos
hidroperoxidos en el compartimiento mitocondrial y puede ser aprovechada para la
deteccidén de estas especies tanto in vitro como in cellula. En este trabajo, se propuso
disefiar y caracterizar una sonda fluorescente genéticamente codificada como reportero del
estado redox mitocondrial. Se construyé una fusién recombinante entre PRDX3 humanay
una proteina verde fluorescente “redox-sensible” (roGFP2), la cual fue insertada en un
plasmido pET-28a(+)-TEV y posteriormente expresada en células bacterianas. Luego de su
purificacién y procesamiento, fueron estudiadas las propiedades espectrales y estado
oligomérico de la proteina de fusion bajo condiciones reductoras y oxidativas. Mediante
analisis por cromatografia de exclusion molecular, se encontré Prdx3-roGFP2 en forma
dimérica tanto en el estado reducido como en el oxidado, a diferencia de Prdx3 nativa que
se encuentra en forma dodecamérica en condiciones reductoras y dimérica en condiciones
oxidativas. Por otra parte, la proteina de fusion exhibidé espectros de excitacién y emisién
caracteristicos, con longitudes de onda de excitacion y emision maximas esperadas para
roGFP2. La exposicion al agente reductor ditiotreitol modificé los espectros de roGFP2,
confirmando su capacidad de sensar cambios en el estado redox. Sin embargo, la
incubacién con H,0O, provocé cambios lentos en los espectros de excitacion y emision de
roGFP2, sugiriendo que la transferencia de oxidacion desde Prdx3 es poco eficiente. El
estudio de la reactividad del biosensor frente a otros hidroperéxidos, asi como la
evaluacion de su actividad in cellula se encuentra actualmente en proceso.



Poster #4

Apoptosis neuronal inducida por el factor de crecimiento nervioso (NGF)
modificado oxidativamente

Garcimartin S'?, Campolo N'?, Mastrogiovanni M'? Trias E*, Barbeito L3, Duran R?,
Delgado-Esteban M°, Almeida A®, Radi R"? and Bartesaghi S'2.

'Departamento de Bioquimica, Facultad de Medicina, Universidad de la Republica, Montevideo,
Uruguay. *Centro de Investigaciones Biomédicas (CEINBIO), Facultad de Medicina, Universidad de
la Republica, Montevideo, Uruguay. °Laboratorio de Neurodegeneracion, Institut Pasteur,
Montevideo, Uruguay. “Unidad de Bioquimica y Protedmica Analiticas, Instituto de Investigaciones
Bioldgicas Clemente Estable e Instituto Pasteur de Montevideo. ®Instituto de Biologia Funcional y
Gendmica, Universidad de Salamanca, CSIC, Salamanca, Espafia.

El factor de crecimiento nervioso (NGF) es una neurotrofina con un rol fundamental en el
desarrollo y mantenimiento del sistema nervioso central y periférico. Es susceptible a
diferentes modificaciones oxidativas post-traduccionales mediadas por peroxinitrito y sus
radicales derivados, de las cuales la nitracion de tirosinas es la principal. Previamente,
experimentos in vitro han demostrado la susceptibilidad del NGF frente al peroxinitrito, asi
como también una ganancia de funcion toxica contraria a la del NGF nativo, cuya actividad
es de supervivencia y neuroprotectora. La sefializacion a través de NGF es compleja y
depende de los niveles de expresion de varios receptores y co-receptores. Mientras que el
receptor TrkA (Tropomyosin receptor kinase A) provee de soporte tréfico y estimula la
supervivencia neuronal, el receptor p75"™® (p75 neurotrophin receptor) esta vinculado con
la apoptosis celular. En este sentido, la presencia de NGF tratado con peroxinitrito
(NO,NGF) y un desbalance en la expresion de receptores favoreciendo p75N™?, como se
observa en escenarios neurodegenerativos, podria contribuir a la progresion de la
patologia. En este trabajo, se purificé el NGF a partir de glandulas submaxilares de raton y
se lo expuso a un flujo de peroxinitrito mediante infusién lenta (NGF 50 uM, ONOO" 50
PM/min, 20 min). Los productos de reacciéon se analizaron mediante western blot y
espectrometria de masas. La exposicién de NGF a peroxinitrito resulté en la nitracién de
los dos residuos de tirosina presentes en el NGF: Tyr52 y Tyr79, con rendimientos
comparables. Luego se estudio la actividad biologica del NO,NGF en cultivos primarios de
neuronas corticales. Se caracterizd la expresién de los receptores de NGF mediante
western blot, observandose un aumento de p75"® durante la diferenciacion neuronal. Se
estudio la capacidad del NO,NGF de inducir la apoptosis mediante citometria de flujo e
inmunocitoquimica. El tratamiento con NO,NGF dio lugar a un aumento de la apoptosis
desde concentraciones tan bajas como 1 ng/mL, mientras que el NGF nativo no tuvo
ningun impacto en la viabilidad celular, incluso a concentraciones de 100 ng/mL.
Finalmente, se estudio la formacion in cellula de NO,NGF, luego de exponer a las neuronas
a un flujo externo de peroxinitrito. El presente proyecto busca dilucidar como el peroxinitrito
y el NO,NGF promueven la muerte neuronal y podrian, en este sentido, contribuir a la
progresion de enfermedades como el Alzheimer.
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El agente nitrante fotoquimico 5-metil-1,4-dinitro-1H-imidazol (DNI) ha sido descrito
recientemente como una herramienta eficaz para nitrar residuos de tirosinas. EI DNI se
descompone homoliticamente bajo la luz UV-A, produciendo radical nitroimidazol (¢NI) y
*NO,, capaz de nitrar tirosinas tanto en proteinas aisladas como en células, siendo la
primera molécula reportada con aplicacién biolégica que actia como un dador de *NO..
Recientemente describimos un meétodo para su sintesis, y realizamos una extensa
caracterizacién bioquimica demostrando su aplicabilidad in vitro y en modelos celulares.
Evidenciamos la produccion de *NO, tras irradiaciéon de luz debido a la homolisis del
enlace N-NO, del DNI, y demostramos como la fuente de luz puede modular los
rendimientos y la cinética de la reaccion de nitracion. La homdlisis de DNI activada por luz
UV-A brinda la posibilidad de ajustar los flujos de *NO, siendo una herramienta muy util
para generar eventos nitrooxidativos en proteinas aisladas y modelos celulares,
permitiendo estudiar diferentes cuestiones relevantes para la bioquimica y biologia redox.
En este trabajo expandimos su aplicacion a la nitracion de hemo-proteinas (hemoglobina,
mioglobina y citocromo c¢) donde evidenciamos que el grupo hemo juega un rol protector
impidiendo la nitracién de residios de tirosinas tras irradiacion del DNI. Sin embargo, otros
blancos moleculares presentes en la solucion si son capaces de ser nitrados. Mediante
analisis de HPLC evidenciamos que la hemo-proteina no tiene ningun efecto en el clivado
del enlace N-NO,. En estudios posteriores observamos que al bloquear el hierro hémico
con azida de sodio se alcanza un bajo rendimiento de nitracién. En cambio, la
desnaturalizacion de la hemo-proteina con cloruro de guanidinio y posterior incubacion con
DNI y UV-A generd buenos rendimientos de nitracion, observados por analisis de MS.
Alternativamente, también se obtuvieron buenos rendimientos de nitracion mediante el
atrapamiento del radical NI con el atrapador de spin 2-metil-2-nitrosopropano (MNP). El
mapeo de NO,-Tyr en cyt ¢ mediante MS-MRM mostrd6 NO,-Tyrd8, NO,-Tyr67, y
NO,-Tyr74. Futuros analisis mediante EPR y MS nos permitiran evidenciar la formacion de
un aducto MNP-NI.

En conclusién, postulamos que el radical *NI actua como reductor del hierro férrico, el cual
una vez reducido a Fe*, es capaz de reducir al radical *NO, dando nitrito (NO,),
impidiendo asi la nitracién de la propia hemo-proteina.
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La soja (Glycine max L.) es uno de los cultivos de mayor importancia econdmica en
Uruguay. La soja se ve afectada por varios patégenos fungicos, incluidas las especies del
genero Diaporthe que causan el cancro del tallo de la soja (CTS), enfermedad que reduce
el rendimiento a nivel mundial. Hasta la fecha, los patégenos que causan el CTS son
Diaporthe aspalathi, D.caulivora, D.longicolla, D.miriciae, y D.masirevicii. Los sintomas de
la enfermedad son similares entre las especies de Diaporthe y consisten en lesiones
necroticas de color rojizo-marron en los tallos. La similitud entre las caracteristicas
morfoldgicas y los sintomas de la enfermedad entre las especies constituyen un desafio
para el diagndstico convencional de enfermedades. El presente estudio tiene como objetivo
diagnosticar y cuantificar D.aspalathi, D.caulivora, D. longicolla y D.miriciae, mediante
gPCR multiplex. No se incluyé D.masirevicii ya que fue la ultima especie reportada en el
pais, con baja de incidencia hasta la fecha. Se disefiaron cuatro conjuntos de cebadores y
sondas TagMan especificos de cada especie de Diaporthe basandose en las secuencias
del gen del factor de elongacién de la traduccién 1-alfa (tEF1a). La especificidad y
eficiencia de los conjuntos cebador-sonda se probaron utilizando ADN gendmico de
cultivos puros de especies de Diaporthe. Se evalué el ensayo de qPCR multiplex en
plantas de soja inoculadas con una o mas especies de Diaporthe. Observamos que las
especies de Diaporthe estudiadas se pueden detectar y cuantificar por gPCR multiple solas
0 en simultaneo. Ademas, se analizaron 54 tallos, y semillas provenientes de 30 plantas
con sintomas del CTS. Se detectd D.aspalathi, D.caulivora, D.longicolla y D.miriciae en
tallos con sintomas del CTS y solo D.caulivora, D.longicolla en semillas. Se obtuvo un
aislado de D.aspalathi, especie que creiamos no estaba afectando la soja en el pais por la
presencia de genes de resistencia Rdm1-6 en las plantas. Se detecté en simultaneo mas
de una especie de Diaporthe en un mismo tallo de soja, lo que evidencia que las especies
pueden co-existir o co-infectar en la planta. En plantas con lesiones muy avanzadas se
detectd la misma especie de Diaporthe en tallo y semillas. La especie detectada con mayor
frecuencia en el tallo y las semillas fue D.longicola (especie que también causa la
enfermedad de descomposicién de las semillas). El uso de gPCR multiplex es una
herramienta util para el diagnéstico de D.aspalathi, D.caulivora, D.miriciae y D.longicolla,
en plantas de soja con sintomas del CTS.



Poster #8

Explorando estrategias de edicién génica para promover el reemplazo alélico
en soja

Maria Pia Coronel, Sabina Vidal, Andrea Luciana Fleitas.

Laboratorio de Biologia Molecular Vegetal (Instituto de Quimica Bioldgica), Facultad de Ciencias,
UdelaR.

La soja es uno de los cultivos mas relevantes para Uruguay, siendo el que mayor superficie
de siembra ocupa y encabezando desde hace mas de 20 afos el rubro exportaciones. El
déficit hidrico y otros factores de estrés afectan la productividad de este cultivo, la cual
suele ser menor en Uruguay que la reportada para otros paises de la region. Las nuevas
tecnologias de edicién génica han demostrado un enorme potencial para contribuir al
mejoramiento genético de los cultivos. Estas tecnologias, principalmente las basadas en el
sistema CRISPR/Cas, pueden utilizarse para introducir mutaciones en sitios especificos del
genoma. Las mutaciones ocurren como resultado de la reparacion de un corte a nivel de la
doble hebra del ADN, generado especificamente por el sistema de edicion génica. Los
mecanismos de reparacion del ADN incluyen aquellos que involucran la unién de extremos
libres no homodlogos (NHEJ), que predominan en células somaticas, o aquellos que
dependen de la recombinaciéon homéloga (HR), que operan principalmente en células
sexuales mientras que suelen ser poco eficientes en células somaticas.

Aqui desarrollamos un sistema para realizar el reemplazo alélico mediado por
CRISPR/Cas9 de un gen enddgeno de la soja (EPSPS1), en el que los eventos editados
se pueden detectar facilmente utilizando la resistencia a herbicidas como agente selectivo.
Reemplazar la EPSPS1 enddgena con una variante mutante que confiera insensibilidad al
glifosato conduciria a plantas resistentes al glifosato que simplifican el fenotipado de
eventos editados.

En este trabajo se buscé determinar si las mutaciones TIPS (Thr102-lle + Pro106-Ser) o
TIPA (Thr102lle + Pro106-Ala) en la proteina codificada por el gen EPSPS1 de soja,
confieren insensibilidad al herbicida glifosato. Para ello, se analizaron los niveles de
expresion mediante RT-PCR semicuantitativo de plantas transgénicas de Arabidopsis
thaliana, expresando una version de la proteina conteniendo las mutaciones TIPS o TIPA.
Posteriormente, se hicieron ensayos fenotipicos para evaluar la sensibilidad y el
rendimiento de las plantas transgénicas tratadas con el herbicida glifosato, realizando los
analisis correspondientes.

En segundo lugar, se generaron vectores multipropésito (serie PiLuCas) para transformar
raices de soja de forma transitoria mediante Agrobacterium rhizogenes y de esa manera
evaluar la factibilidad y eficiencia de obtencion de eventos de reemplazo alélico.

Se buscara iniciar el proceso para determinar la factibilidad, eficiencia y heredabilidad de
eventos de reemplazo alélico en plantas enteras, mediante la introduccion del sistema
CRISPR/Cas9 en cotiledones de soja mediante la transformacion estable por
Agrobacterium tumefaciens.
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Las especies del género Eucalyptus se destacan a nivel forestal por su alta productividad
en diferentes condiciones de sitio y multiples usos, tanto para madera sélida como pulpa
para produccién de celulosa. El cruzamiento interespecifico es una de las técnicas mas
utiizadas en el mejoramiento genético, permitiendo complementar caracteristicas
superiores de las especies puras. La evaluacidon y caracterizacion de la diversidad y
estructura de las poblaciones resultantes de dichos cruzamientos requiere del uso de
herramientas sofisticadas, como los marcadores moleculares. El objetivo de este trabajo es
realizar una caracterizacion molecular de una poblacion hibrida entre Eucalyptus grandis 'y
Eucalyptus dunnii. La misma esta conformada por 995 individuos, resultado del
cruzamiento entre 25 progenitores puros de E. grandis y 31 progenitores E. dunnii. La
poblacion hibrida y 46 progenitores fueron genotipados con el chip de alta densidad de
marcadores SNP (single nucleotide polymorphism) Euc72k Axiom Eucalyptus Genotyping
Array. Para 10 progenitores E. grandis se contaba con datos genotipicos obtenidos con la
version anterior del mismo chip y los marcadores faltantes fueron imputados. Del estudio
de los marcadores SNPs en el programa AxiomAnalysisSuite, se concluy6é que un aumento
del numero de muestras permite obtener tasas mas altas de call rate por individuo y mayor
numero de marcadores. Del total de 68.055 SNPs presentes en el chip, se obtuvieron
52.212 (76%), 46.929 (68%) y 54.138 (79%) marcadores de calidad para la poblacion
hibrida, progenitores E. dunnii y E. grandis, respectivamente. Para confirmar la identidad
hibrida de la poblacion, fueron comparadas las relaciones de parentesco por medio de la
matriz de relaciones genealdgicas (matriz A) con la matriz de relaciones genémicas (matriz
G). La matriz A presentdé valores desde 0 (sin relacion) hasta 0.5 (relaciones
progenitores-hijos y hermanos completos). Para la matriz G, se observé una distribucion
continua de valores, indicando relaciones no descritas por genealogia. Especificamente,
fueron comparadas las relaciones genéticas entre hibridos y progenitores, donde se
confirmé la identidad de los hibridos interespecificos para el 50% de la poblacion. Sin
embargo, para los restantes individuos se observé una alta contribucion de alelos
maternos, y se esta estudiando las posibles causas de esta predominancia. El analisis de
PCA confirm6 estos resultados, con individuos hibridos agrupados entre ambos
agrupamientos parentales, pero otros agrupados junto la especie del progenitor materno.
En conclusién, el uso de marcadores moleculares ha permitido lograr avances en la
caracterizacion genética de esta poblacion y permitira la correcta identificacion de hibridos.
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El cultivo de soja (Glycine max) es uno de los mas importantes en el mundo. La soja es
capaz de establecer relaciones mutualistas con rizobios. Esta simbiosis induce cambios
metabdlicos y nutricionales significativos en la planta. Existen evidencias que sugieren que
la condicién de nodulacién puede afectar las estrategias de respuesta a la falta de agua
(respecto a la condicién de no-nodulacion) pero que no ahondan en los mecanismos
moleculares responsables de la alteracién de dicha respuesta. Estas estrategias de
respuesta diferenciales —dependientes de nodulacion— al déficit hidrico pueden ser
explicadas por cambios en la regulacién de la expresion génica. En particular, el control
traduccional ha demostrado ser relevante en plantas ante situaciones de déficit hidrico,
pues permite a las células responder rapidamente ante un estimulo confiriéndoles
flexibilidad y adaptabilidad. Los factores de transcripcion (FT) también son clave, pues
estan involucrados tanto en la regulacion de mecanismos de tolerancia al estrés ambiental
como en el proceso de nodulacién. La familia de FT NF-Y (factor nuclear-Y) se compone
por los miembros NF-YA, NF-YB y NF-YC, que conforman estructuras heterotriméricas
para ejercer el control de la expresidén génica sobre genes blanco al que reconocen
mediante el motivo CCAAT. Existe evidencia de que estos FT estan involucrados en la
regulacion transcripcional de procesos tales como la simbiosis y la tolerancia a déficit
hidrico. En este trabajo, mediante el uso de datos de RNA-seq previamente generados en
un ensayo disenado para analizar el transcriptoma y el traductoma de raices de plantas de
soja noduladas (N) y sometidas a déficit hidrico (E), identificamos miembros pertenecientes
a la familia de FT NF-Y que se encuentran diferencialmente expresados (DEG) a nivel
traduccional (ya sea exclusivo o junto a control transcripcional) en plantas NE respecto a
plantas en condiciones control (tanto de riego como de nodulacién, contrastes NE vs NC y
NE vs NNE, respectivamente). Asimismo, analizamos cuales de los blancos putativos de
estos FT se encontraban DEG en las mismas condiciones experimentales en que lo
estaban los FT. Actualmente, nos encontramos realizando la caracterizacion funcional
(mediante sobreexpresion y knoqueo en hairy roots en soja) de aquellos FT mas relevantes
con el fin de comprender sus roles en los mecanismos de respuesta de las plantas
noduladas al déficit hidrico. Esta informacion podria ayudar en la seleccion de proteinas
que permitan obtener a futuro plantas que se desempefien mejor en condiciones de déficit
hidrico cuando estan noduladas.
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El “guayabo del pais” (Feijoa sellowiana Berg., Myrtaceae) es una especie frutal que se
distribuye naturalmente desde el sur del estado de Parana (Brasil) hasta el norte de
Uruguay, aunque los principales centros de produccién se encuentran en Nueva Zelanda y
Estados Unidos. La disminucion en el costo de las tecnologias de secuenciacion masiva ha
facilitado la implementacion de estudios filogenéticos intraespecificos utilizando genomas
cloroplasticos completos. En este trabajo se estudiaron las relaciones filogenéticas entre
13 accesiones de guayabo de Uruguay (URU), Brasil (BR) y Nueva Zelanda (NZ),
utilizando genomas cloroplasticos completos. Se analizaron tres accesiones silvestres
provenientes de UY (2) y BR (1), y 10 cultivares incluyendo 3 de UY, y 7 de NZ. Los
genomas cloroplasticos de 12 accesiones se ensamblaron de novo con NOVOPIlasty. La
secuencia cloroplastica de una accesion de BR (KX289887.1) se recuperé de GenBank.
Ademas, se realizé la anotacién del genoma plastidial de la accesion TCO (UY) utilizando
GeSeq v2.03. Campomanesia xanthocarpa (KY392760.1) se utilizé como outgroup. Los
alineamientos multiples se implementaron en MAFFT (algoritmo FFT-NS-i x1000, matriz
1PAM) y para la inferencia filogenética se utilizaron abordajes de maxima verosimilitud
(ML) e inferencia Bayesiana (Bl) usando el modelo GTR+G, en los softwares RAXML y
MrBayes, respectivamente. Los genomas de TCO y KX289887.1 presentaron variantes en
el largo de la region IR, y en la presencia/ausencia de: un fragmento truncado del gen
rps19, del gen ycf68 y de un segundo exon para el gen frnl-GAU. Las topologias de los
arboles ML y Bl fueron idénticas, y todos los nodos presentaron alto valor de soporte. Las
13 accesiones analizadas se dividieron en dos clados: el clado 1 integrado por la accesién
KX289887.1 (BR) y un cultivar de NZ; el clado 2 integrado por las cinco accesiones de UY,
y los restantes seis cultivares de NZ. A su vez, el clado 2 se subdividié en dos subclados
con 3 (todas UY) y 8 (2 UY y 6 NZ) accesiones, respectivamente. Este trabajo reporta la
primera evidencia de dos linajes claramente diferenciados en los guayabos de UR.
Ademas, 6 de los 7 cultivares de NZ compartieron linaje plastidial con 2 de los 3 cultivares
de UY, confirmando que plantas/semillas de origen UY fueron utilizadas para el desarrollo
de cultivares en NZ. Estos resultados preliminares valorizan al guayabo de UY como
recurso genético y alientan a ampliar la caracterizacion con nuevas accesiones del pais y
de la region.
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El cancro del tallo de la soja (CTS) es una de las principales enfermedades que afecta la
productividad de la soja en Uruguay. Es causado especies de Diaporthe como D. caulivora,
D. aspalathi, D. longicolla, D. masirevicii y D. miriciae. Estudios previos de nuestro grupo
mostraron que D. caulivora causa sintomas en Arabidopsis thaliana. La misma es utilizada
como planta modelo por la disponibilidad de mutantes en vias hormonales, involucradas en
la defensa vegetal. Hasta la fecha, existen pocos estudios sobre los primeros estadios de
infeccidn de Diaporthe spp. en mutantes de A. thaliana. El objetivo de este trabajo consistio
en describir la infeccion de las especies de Diaporthe causantes del CTS en plantas de A.
thaliana silvestres (wt) y mutantes en las vias hormonales. Se incluyeron los mutantes en
la isocorismato sintasa 1 (sid2) involucrada en la sintesis del 4cido salicilico (SA) y en el
receptor del SA, NPR1 (non-expressor of pathogenesis-related genes 1) (npr7). Para la via
del etileno se utilizd un mutante en EIN2 (ethylene insensitive 2; ein2) involucrado en la
senalizacion. Ademas, el mutante aba? (abscisic acid deficient 1) implicado en la
biosintesis del acido abscisico (ABA); el mutante en el receptor de auxinas tir1 (transport
inhibitor response 1) y axr1 (auxin resistant 1) involucrado en la sefializacion de auxinas.
Fueron inoculadas hojas desprendidas de A. thaliana con micelio de las cinco especies de
Diaporthe (n=48 por genotipo). Todas las especies de Diaporthe fueron capaces de infectar
A. thaliana, observandose maceracion del tejido a las 24 y 48 horas posteriores a la
inoculacion (hpi) en dependencia del patégeno. Se observo clorosis y muerte celular en el
sitio de infeccion. Se midié el area de las lesiones y se evidenciaron diferencias
significativas entre los tratamientos segun Kruskal-Wallis/Dunn’s p<0.05, siendo D.
masirevicii y D. longicolla las especies mas agresivas. Ademas, se comprobd colonizacion
y proliferacion del hongo dentro de los tejidos mediante microscopia. Las plantas de A.
thaliana mutantes para la via de etileno (ein2) y acido absicico (aba1) fueron las mas
susceptibles en todas las infecciones, sugiriendo que estas hormona participan en la
respuesta de defensa a estos patdgenos. Se requieren mas estudios que incluyan otros
mutantes y analisis moleculares que evallen la expresion de los genes de defensa en
estas plantas. Los estudios en A. thaliana-Diaporthe permitiran comprender mejor la
interaccion e inferir el rol de las hormonas vegetales para su estudio en plantas de soja.
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El cultivo de colza (Brassica napus) se utiliza para la produccién de aceite vegetal,
biodiesel y alimento animal, y actualmente ocupa el segundo lugar después de la soja en
cuanto a produccidn de aceite y consumo mundial de semillas oleaginosas. En Uruguay, el
cultivo de colza se encuentra en crecimiento y cada vez tiene un rol mas significativo entre
los cultivos de importancia a nivel nacional: durante la zafra 2022 el area cultivada de colza
en Uruguay fue de 162 mil hectareas, habiendo aumentado 42% la superficie respecto a lo
sembrado en el ciclo previo.

A pesar de su importancia econdmica, la produccién de colza a nivel mundial no esta
alcanzando su maximo potencial de rendimiento y se considera que la infeccion por el virus
Turnip yellows (TuYV) es una de las principales razones de que esto ocurra. La infeccion
por TuYV afecta a todos los componentes del rendimiento en los cultivos de colza, pero
suele pasar desapercibida debido a que los sintomas que se presentan son indistinguibles
del estrés abidtico, incluyendo amarillamiento, enanismo, enrojecimiento de las hojas,
clorosis interveinal y crecimiento atrofiado. Para identificar un cultivo infectado por TuYV se
debe recurrir a técnicas moleculares que no estan siempre disponibles.

En 2023 nuestro laboratorio, en colaboracion con la industria semillera, reportd por primera
vez la presencia del virus TuYV en Uruguay. Poder asociar sintomas asociables a virosis
con la presencia del virus es de vital importancia para tomar medidas que ayuden al
manejo del cultivo, como es el cultivo de un material vegetal resistente al virus. En este
trabajo se presentan los resultados que fueron obtenidos hasta el momento a partir del
estudio de plantas de 4 chacras diferentes del litoral uruguayo (zafra 2023). Estos incluyen
los resultados de la puesta a punto de un sistema de deteccion del TuYV por PCR, asi
como los resultados de un estudio filogenético con secuencias obtenidas de TuYV
identificado en Uruguay.

El trabajo de deteccidon y secuenciacion de TuYV continuara en la zafra 2024 ya que es de
suma importancia establecer un sistema de vigilancia y diagnéstico para apoyar a los
productores nacionales de colza, ayudar a evitar la propagacién del virus y las pérdidas
econdmicas que esto significaria para el pais.
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El ambiente luminico que comprende al fotoperiodo, intensidad y composicién espectral de
la luz es tanto una fuente de energia para la fotosintesis como una fuente de informacion
para el desarrollo de las plantas. La calidad y la intensidad de la luz no son constantes en
los ambientes naturales por lo que la integracion de varias sefiales es esencial para que la
planta descifre que es lo que estd pasando en su entorno. La induccién floral es un
proceso complejo que involucra la interaccién de sefiales de varias vias que registran
informacién de la planta y el ambiente, promoviendo la transicién al estado reproductivo
cuando las condiciones son favorables. Estudios genéticos en plantas modelo han
ayudado a identificar genes claves para la induccion del estado reproductivo que
conforman redes complejas de regulacion involucrando mecanismos genéticos vy
epigenéticos. En cebada (Hordeum vulgare L.), se conocen tres clases de genes que
influyen en la determinacion del tiempo a floracion: genes de sensibilidad al fotoperiodo
(PPD-H1 y PPD-H2), genes relacionados con el requerimiento de vernalizacion (VRN-H1,
VRN-H2, VRN-H3) y genes de precocidad per se (EPS). Sin embargo, se conoce muy
poco acerca de los genes que median el pasaje al estado reproductivo en respuesta a la
intensidad luminica en cebada. El objetivo de la presente propuesta es contribuir a la
identificacion de los mecanismos moleculares que subyacen a la induccién del estado
reproductivo en respuesta a la intensidad luminica. Para ello, estudiaremos el perfil de
expresion de genes en la transicion del estado vegetativo a reproductivo en respuesta a
ambientes luminicos diferentes a través de RNA-seq en dos genotipos de cebada con
diferente sensibilidad al fotoperiodo. Como resultado se espera contar con una base de
datos de las respuestas en los parametros fotoquimicos de la fotosintesis a las
intensidades luminicas diferenciales; obtener una base de datos con la caracterizacion
fenolégica y morfoldgica de los genotipos evaluados: tamanos de los meristemos, el tiempo
a doble arruga, valor de filocrén, numero de hojas desarrolladas, primordios de espiguillas
iniciados de los genotipos en respuesta a los ambientes luminicos evaluados. Se obtendra
el repertorio de los genes diferencialmente expresados en los distintos genotipos vy
ambientes luminicos, lo que nos permitira conocer mas acerca de los mecanismos
moleculares asociados al tiempo de induccion de la floracién en respuesta a la intensidad
luminica y su relacidn con los mecanismos de particion de la energia.
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La soja es uno de los cultivos mas importantes econémicamente en Uruguay. Esta especie
es especialmente sensible a la sequia y por tanto el rendimiento del cultivo esta limitado
por el déficit hidrico. Este trabajo apunta a profundizar en el conocimiento sobre la
regulacion del gen CV1 (chloroplast vesiculation 1), cuyo perfil de expresidon muestra una
correlacion negativa con la tolerancia a la sequia en soja. Los genes CV participan en la
via de degradacién de cloroplastos durante la senescencia natural y la inducida por estrés.
CV1 se expresa tanto en hojas como en raices, sugiriendo que esta proteina cumpliria un
papel en tejidos no fotosintéticos, ademas de los fotosintéticos. Para conocer el rol de CV
en las raices, se determinara la localizacién intracelular de la proteina y su posible
colocalizacion con un marcador de plastidos de raiz (RFNR). Por otro lado, se determinara
el patréon de acumulacion de CV1 y su relacion con la acumulaciéon de auxinas, asi como
con distintas formas de muerte celular programada (PCD).

Para ello, se generaron plantas de Arabidopsis transgénicas conteniendo un cassette de
expresion de CV1 como fusion a la proteina fluorescente amarilla (CITRINA), bajo el
control del promotor de CV1 de soja (proCV1-CV1.CTR). A su vez, se generd una
construccion génica expresando RFP retenida en el reticulo endoplasmatico
(sec-RFP-HDEL), bajo el control del promotor de respuesta a auxina DR5, asi como
también bajo el control del promotor del gen BFN1, como marcador de PCD. Se gener6
ademas una construccion génica que expresa la proteina RFNR (localizada en los
plastidos de raiz de Arabidopsis), fusionada a RFP, bajo el control del promotor de RFNR.
La visualizacion en el confocal de las plantas de Arabidopsis transgénicas resultantes, que
expresan cada una de las tres construcciones mencionadas arriba, junto con
proCV1-CV1:CTR, permitird saber si existe colocalizacién tisular o intracelular entre CV1y
los otros marcadores de las distintas vias u organelos. Ademas de la generacion de
plantas de Arabidopsis transgénicas, se transformaran plantas de soja con la construccion
CV1:YFP, usando Agrobacterium rhizogenes, para obtener raices peludas (hairy roots)
transgénicas. Esas raices seran noduladas y la expresion de CV1:YFP en raices sera
analizada mediante microscopia confocal.

Este estudio contribuira a comprender mejor los mecanismos moleculares implicados en la
respuesta de la soja al estrés hidrico, y podra proporcionar nuevas estrategias para
mejorar la tolerancia de los cultivos a la sequia, crucial para la seguridad alimentaria y la
sostenibilidad agricola.
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La soja es el cultivo mas importante en términos de area cultivada en Uruguay y en la
region. Al ser un cultivo de verano, la soja esta expuesta frecuentemente a periodos de
sequia que afectan el rendimiento y la calidad del cultivo. Trabajos previos de nuestro
grupo mostraron que la expresién de genes de Vesiculacion Cloroplastica (CV) es inducida
por el déficit hidrico y es diferencialmente regulada en genotipos contrastantes de soja,
exhibiendo una correlacién negativa entre sus niveles de expresion y la tolerancia a
sequia. En soja existen dos genes CV: CV1 y CV2. Ambos participan en procesos de
degradacion cloroplastica, pero solo CV1 se induce significativamente en condiciones de
estrés. La especificidad funcional de los genes CV1 y CV2 fue confirmada por analisis de
sus promotores especificos en Arabidopsis transgénica expresando el gen reportero GUS
bajo el control de los promotores de CV1 y CV2 (proCV-GUS). El promotor de CV1
respondié principalmente a estimulos abidticos (hiperosmolaridad, salinidad y estrés
oxidativo), mientras que el promotor de CV2 estuvo principalmente activo durante la
senescencia natural. Por tanto, el gen CV1 resulta un blanco prometedor para retrasar la
senescencia inducida por estrés mediante estrategias de modulacién de la expresion del
gen sin alterar la senescencia natural de las plantas.

Se generaron construcciones génicas para expresion del sistema CRISPR/Cas9 y se
generaron plantas transgénicas para editar regiones especificas del promotor de CV1, a fin
de determinar si dichas alteraciones disminuyen la induccion por estrés de CV1 in vivo.

A su vez, se disefid una estrategia para estudiar el rol de dos factores de transcripcién
NAC en la expresion de CV1. Dichos factores estan involucrados en la regulacién de la
senescencia y estrés. Se generaron plantas transgénicas proCV1-GUS con expresion
condicional de los factores NAC. Dichas plantas permitiran cuantificar la actividad GUS en
presencia o ausencia de los NAC y determinar el rol de estos factores de transcripcion en
la regulacion de CV1.
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En situaciones de estrés abidtico se alteran los procesos fisiolédgicos y metabdlicos de las
plantas entre ellos la biosintesis y acumulacion de prolina. La relevancia bioquimica y
fisiologica de esta respuesta sigue siendo poco clara, y por ello, poco usada para el
desarrollo de cultivos tolerantes. En este proyecto utilizamos un enfoque innovador,
centrado en el metabolismo de la prolina como una estrategia de las plantas para permitir
la aclimatacion efectiva al estrés abiotico. La hipétesis central es que durante el estrés la
acumulacion de prolina permite la regeneraciéon de NADP+ cloroplastico, actuando como
un mecanismo para evitar la fotoinhibicién, asi como la produccién de especies reactivas
del oxigeno. Para entender esto generamos lineas doble mutantes pyrroline 5-carboxilate
syntahse 1-1/chlororespiratory reduction 2-2 (p5csi1-1/crr2-2) y pb5cs1/NADP-malato
deshidrogenasa (p5cs1-1/NADP-mdh). La proteina crr2 esta involucrada en la regulacion
del flujo de la cadena transportadora de electrones cloroplastica mientras que la
NADP-MDH contribuye a balancear los niveles de NADP/NADPH entre el citoplasma y el
cloroplasto, por lo que estas lineas permitiran explorar la relacién entre la acumulacién de
prolina y la homeostasis redox a nivel de NADP/NADPH. A su vez, generamos lineas doble
mutantes p5cs1-1/plastid-roGFP que se utiliza para monitorear los niveles de glutation
reducido y glutation disulfuro como indicadores del estatus redox cloroplasticos. De este
modo, con las plantas p5cs1/plastid-roGFP podremos investigar si la acumulacién de
prolina contribuye a un balance redox cloroplastico. Por otra parte evaluamos la actividad
fotosintética en plantas incapaces de acumular prolina mediante ensayos donde utilizamos
Arabidopsis thaliana Columbia 0 wild type (WT) y el mutante incapaz de acumular prolina
p5cs1-1. Los resultados indican que la actividad fotosintética del PSII solo se ve afectada
frente a condiciones de estrés osmético, inducido con NaCl 150 mM, sin observarse
diferencias significativas en la respuesta del fotosistema al comparar genotipos y
tratamiento de sequia (capacidad de campo FC < 15%) y tratamiento control. Ademas,
observamos que las plantas sometidas a tratamientos con salinidad, acumulan hasta el
doble de prolina en sus tejidos fotosintéticos en comparacion con las mutantes p5cs7-1.
Los avances en esta tematica nos permitiran entender si la acumulacién de prolina
contribuye o no a la regeneracion de NADP+ cloroplastico, y si esto tiene un impacto a
nivel de la actividad fotosintética.
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Uno de nuestros principales focos de investigacién es el estudio de la interaccion entre
rizobios y leguminosas. En particular, nos interesa caracterizar los mecanismos implicados
en la interaccion entre rizobios pertenecientes a las beta-proteobacterias y sus plantas
hospederas. Para ello desarrollamos un modelo basado en la cepa autéctona Cupriavidus
sp. UYMMaO02A, un rizobio aislado de nédulos de la leguminosa nativa Mimosa magenta
(citas Platero et al., 2016, Iriarte et al, 2016).

Una caracteristica destacada de Cupriavidus sp. UYMMa02A es su capacidad para tolerar
altas concentraciones de metales pesados, como arsénico, cobre y niquel (Platero et al.,
2016). Esta resistencia, que comparte con otras especies del género Cupriavidus, es
atribuible a la presencia de varios operones implicados en la resistencia a metales (lriarte
et al., 2016). Durante la interaccion entre UYMMaO2A y la planta hospedera Mimosa
pudica, observamos la activacion de operones relacionados a la homeostasis de varios
metales, incluido los especificos para la resistencia a arsénico y cobre.

En este trabajo nos propusimos determinar el rol de estos mecanismos en la interaccion
simbidtica. Para esto se construy6 una mutante por delecion completa del gen arsR, el cual
codifica presuntamente para un regulador del operéon ars. Complementariamente, el gen
arsR fue clonado en un plasmido que nos permite regular su expresion. Las cepas
generadas fueron caracterizadas in vitro e in vivo. Los analisis fenotipicos in vivo,
realizados tanto en conjunto con la planta como en condiciones in situ, permitieron evaluar
la funcionalidad del operén ars y su esencialidad en la interaccion rizobio-leguminosa.
Ademas, se llevaron a cabo estudios de expresion génica diferencial en las etapas iniciales
de la interaccion simbidtica.

Los analisis de gPCR confirmaron que arsR actua como represor del operén ars, ya que su
delecion resultdé en la sobreexpresion del operén completo. Aunque la cepa mutante no
mostré alteraciones en la velocidad de crecimiento ni en la nodulacién en distintas
especies de Mimosa, presentd mayor susceptibilidad al arsénico, evidenciando un
crecimiento comprometido en su presencia.

Estos resultados no solo contribuyen a un mayor entendimiento de los mecanismos
moleculares que subyacen a la resistencia al arsénico en Cupriavidus sp. UYMMaO02A, sino
que también subrayan el potencial de esta cepa en aplicaciones biotecnoldgicas. En
particular, la capacidad de Cupriavidus sp. UYMMaO02A para resistir y prosperar en suelos
contaminados con arsénico abre la posibilidad de utilizarla en la biorremediacion ambiental.
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En las ultimas décadas muchos estudios en la planta modelo Arabidopsis han llevado al
conocimiento de los procesos y etapas del desarrollo de flores y frutos que han permitido
contar con un marco morfolégico para interpretar en detalle estudios genéticos y asignar
funciones a genes durante este proceso (Alvarez-Buylla et al. 2010). Un gen importante es
para el desarrollo del pistilo SPATULA (SPT), este factor de transcripcion interviene en el
desarrollo del pistilo y determina el niumero final de semillas que la planta puede producir
(Alvarez and Smyth 2002; de Folter et al, unpublished). Ademas, SPT tiene una funcién en
la germinacion de las semillas y en el tamano de los cotiledones (Josse et al. 2011;
Penfield et al. 2005). El control de la competencia reproductiva es necesario para lograr
mejoras en el rendimiento de cultivos, por lo que entender en detalle la regulacion y las
interacciones de los principales genes que la regulan es crucial.

En este sentido, el objetivo de nuestro trabajo apunta a aumentar el conocimiento del
control de la competencia reproductiva a través del entendimiento en detalle de la
regulacién y las interacciones de los principales genes que participan en la produccion de
las estructuras reproductivas en la planta modelo Arabidopsis.

La metodologia 4C permite evidenciar los contactos de una region de interés con el resto
del genoma, al generar una biblioteca de moléculas circulares de ADN conteniendo los
interactores, que seran identificados por el alineamiento de las lecturas de secuenciacion
con el genoma de Arabidopsis. Los resultados de este trabajo contribuiran a ampliar la
informacién sobre las redes de regulacién transcripcional involucradas, y descubrir nuevos
blancos o roles que ayuden a comprender el papel de dichas regiones en el control de la
expresion génica en el proceso de desarrollo del fruto.
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Los cestodos son platelmintos parasitos con ciclos de vida complejos, que suelen incluir
dos formas larvarias. La primera larva, conocida como oncosfera, es una forma de vida
efimera y altamente reducida, que se especializa en la infeccion de un huésped
intermediario. Trabajando con la oncésfera del cestodo modelo Hymenolepis microstoma
evidenciamos que durante el desarrollo ocurre una reduccidon masiva en el niumero de
ndcleos: tras alcanzarse un maximo de 80-85 células nucleadas durante el desarrollo
embrionario, la mayoria de los nucleos somaticos desaparecen, y en estadios tardios del
desarrollo larvario (cuando la oncésfera se vuelve infectiva) unicamente 25-30 células
preservan su nucleo. Mediante hibridacion in situ e inmunofluorescencia identificamos que
las células nerviosas y musculares se encuentran dentro de las células somaticas que
eliminan su nudcleo durante el proceso final de diferenciacion celular. Interesados  en
este llamativo proceso, en este trabajo combinamos la deteccion de marcadores
moleculares por fluorescencia con analisis ultraestructurales para caracterizar el proceso
de eliminacion nuclear en el sistema neuromuscular de la oncosfera de H. microstoma.
Reconstrucciones del sistema neuromuscular de embriones y larvas infectivas mediante
Serial Block-Face Scanning Electron Microscopy (SBF-SEM; realizado en colaboracion con
Eija Jokitalo e llya Belevich, de la Universidad de Helsinki), nos permitieron identificar 5
neuronas y cerca de 40 células musculares nucleadas durante el desarrollo embrionario, la
mayoria de las cuales carecen de nucleo en la etapa de oncosfera infectiva.

La eliminacién de nlcleos somaticos es un fendmeno que ha sido previamente descrito en
otros invertebrados miniaturizados con tiempos de vida cortos, como una forma de
preservar espacio y recursos. Sin embargo, los mecanismos celulares y moleculares
implicados aun no se conocen en detalle. En el caso particular del desarrollo larvario de H.
microstoma, es posible detectar estructuras membranosas autofagosdémicas rodeando
herniaciones nucleares, asi como observar compartimentos acidicos asociados a nucleos
fragmentados in vivo. Estos resultados sugieren la participacion de mecanismos
macroautofagicos en la eliminacion de nudcleos somaticos de la oncdsfera de nuestro
cestodo modelo.
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Las nanomicelas son un tipo de nanoparticulas con propiedades antioxidantes, que se
especializan en prevenir la peroxidacion de los lipidos presentes en las membranas, tanto
plasmaticas como de organelos intracelulares. Este proceso incluye la sustitucién de las
membranas dafadas por nanomicelas fusogénicas, que se integran en las estructuras
celulares.

Durante el cancer, las células tumorales suelen sufrir un aumento del estrés oxidativo
debido a las alteraciones metabdlicas inherentes a su naturaleza patolégica. Este estrés
oxidativo contribuye al dafio celular y, eventualmente, a la muerte celular. La exposicién de
estas células a compuestos que reduzcan la produccién de radicales libres podria, en
teoria, disminuir o incluso detener la apoptosis celular de manera diferencial, dependiendo
de si el efecto es mas pronunciado en las membranas o en el medio intracelular.

Para explorar estas hipotesis, se expusieron células de la linea CAL-27, un modelo de
carcinoma escamoso de lengua humana, a distintas concentraciones de estos compuestos
antioxidantes. Los estudios de viabilidad celular se llevaron a cabo utilizando el ensayo de
azul tripan. Este ensayo reveld una mayor tasa de supervivencia en las muestras de
control. Ademas, se cuantificaron los niveles de estrés oxidativo utilizando el kit CellRox,
empleando un modelo de microambiente tumoral in vitro que genera condiciones de
hipoxia y aumento de estrés oxidativo. Con el objetivo de estudiar cambios en la
organizacién celular, se obtuvieron registros de las células utilizando microscopia de fase
cuantitativa. Se observd una marcada disminucion del estrés oxidativo mediante
tratamiento con nanomicelas, simultaneamente al aumento de gotitas lipidicas
citoplasmaticas. Estos resultados preliminares apuntan a efectos importantes de las
nanomicelas que podrian contribuir a su eventual potencial terapéutico.
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La enfermedad de Charcot-Marie-Tooth (CMT) es una de las enfermedades neuroldgicas
hereditarias humanas mas prevalentes, se caracteriza como una alteracion del Sistema
Nervioso Periférico (SNP). Los ratones Trembler-J (TrJ) sirven como modelo para esta
condicidon. Recientes estudios en ratones Trj dejaron ver alteracidnes en el sistema
nervioso central (CNS). En este estudio, adoptamos un enfoque integral para explorar el
compromiso del SNC, incluyendo pruebas comportamentales y la evaluacién de la
fisiologia y estructura del sistema vascular cerebral, utilizando Doppler ultrarrapido
(uDoppler) para la evaluacion in vivo del flujo sanguineo cerebral, y microscopia confocal
(CMicro) para la evaluaciéon post-mortem del volumen vascular, de acuerdo a lo realizado
en trabajos publicados por nuestro grupo (Damian, 2022).

En este estudio se utilizaron 24 ratones Trd y WildType (Wt) de 3 meses de edad. Se
llevaron a cabo pruebas de comportamiento, incluyendo el test de campo abierto y
laberinto elevado en cruz, y se cuantificaron comportamientos indicativos de ansiedad.
Para la obtencion de imagenes uDoppler, se colocé en el plano coronal del cerebro una
sonda lineal de 15 MHz y 128 elementos, controlada por un sistema Verasonics Vantage.
Las imagenes resultantes se analizaron mediante un método de segmentacion por
cuartiles [Anzibar Sci.Rep. 2022]. Para CMicro, se extrajo el cerebro, se fijé y se cortd en
rodajas. Las secciones de cerebro se incubaron con IB4. Los cortes se analizaron con
CMicro (Zeiss 800) y la caracterizacion de la estructura vascular se realizé analizando cada
imagen de CMicro para extraer y segmentar en cuartiles la distribucion normalizada de la
fraccién de volumen de los vasos (VVF) utilizando el programa Image J.

Los resultados del uDoppler indicaron valores elevados en los cuartiles del hipocampo de
los ratones TrJ (Fig. 1a). Los resultados de CMicro demostraron un aumento de la Fraccion
de Volumen Vascular (VVF) en los ratones TrJ para todos los cuartiles en el hipocampo y
en los cuartiles 3 y 4 en la corteza (Fig. 1b). En la prueba de campo abierto, los ratones TrJ
mostraron mayores conductas de freezing y grooming, mientras que los ratones Wt
presentaron mas conductas de rearing. En el laberinto elevado, los ratones Wt mostraron
mayores entradas en brazos cerrados, entradas totales y rearing (Fig 1c). Estos hallazgos
sugieren que los ratones TrJ muestran un comportamiento mas ansioso que los Wt.
Globalmente, estos hallazgos resaltan un compromiso central en la enfermedad CMT.
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El cancer de préstata (PrCa) es la neoplasia de mayor incidencia en hombres y la segunda
en mortalidad a nivel mundial. Esta enfermedad todavia requiere de mejores marcadores
prondsticos para la etapa temprana, asi como predictores para la etapa avanzada, siendo
los ARNs extracelulares objeto de intensa investigacion para esta aplicacién. Nuestro
grupo investiga el papel de un ARN no codificante de tipo boveda llamado vtRNA2-1/nc886
en el PrCa. Este ARN es supresor de tumor en el PrCa, aunque en otros tejidos es
oncogénico. Si bien se sabe que la actividad reguladora de vtRNA2 1/nc886 requiere
fundamentalmente de su interaccion directa con proteinas (PKR, OAS1, Dicer, Snail, p62),
sus mecanismos de accion no se encuentran bien definidos y probablemente varian entre
los diferentes tejidos. Estudios de secuenciacion de préxima generaciéon revelaron la
presencia de ViRNA2-1/nc886 en vesiculas extracelulares. Ademas, los cambios
transcriptomicos inducidos por vtRNA2-1/nc886 en lineas celulares de PrCa implican la
modulacion de la via exosomal, y experimentos de pull down de ARN identificaron
proteinas de esta via. También sabemos que VtRNA2-1/nc886 modula la expresion de
citocinas que participan en la respuesta inmunitaria innata. Debido a su asociacién con la
inmunidad innata y la via exosomal, es posible que las moléculas efectoras de
viRNA2-1/nc886 en el PrCa no se limiten a operar en un contexto intracelular, sino que
también se secreten en el medio extracelular.

Este trabajo busca determinar si viRNA2-1/nc886 induce sefiales secretadas capaces de
modificar el comportamiento celular en el PrCa, y también evaluar la presencia de
ViRNA2-1/nc886 en el medio extracelular. Se generaron transfectantes estables de
viRNA2-1/nc886 y de vector vacio como control (ctrl) en la linea de PrCa LNCaP, y se
confirmé el efecto antiproliferativo esperado. Posteriormente, se analizé la modulacion de
un panel de citocinas en los transfectantes vtRNA2-1/nc886+ en comparacion con el ctrl
mediante RT-gPCR. También se hizo un analisis preliminar sobre el efecto del secretoma
modulado por viRNA2-1/nc886 en la proliferacion de células y en la maduracion de células
dendriticas. Nuestros resultados sugieren que el secretoma de vtRNA2-1/nc886+ estimula
la maduracion de células dendriticas. Por otro lado, se evalué la localizacion de
viRNA2-1/nc886 en el compartimiento extracelular en la linea celular prostatica DU145 y
los resultados sugieren que podria estar siendo secretado, posiblemente a través de
€xosomas.
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El trastorno por uso de sustancias es un problema de salud en aumento a nivel mundial
con un alto impacto social. La ibogaina es un alcaloide psicodélico originario del arbusto
africano Tabernanthe iboga y otros miembros de la familia Apocynaceae. Presenta una
promisoria actividad antiadictiva documentada en reportes observacionales y anecddticos,
pero lo que ha limitado de forma importante sus investigaciones clinicas son sus
reacciones adversas a nivel cardiaco, dado que provoca un sindrome de QT largo
adquirido por bloqueo de los canales de potasio hERG (Kv 11.1), que puede conducir a
arritmias fatales. Debido a ello, se busca activamente obtener analogos de la ibogaina, que
carezcan de dichos efectos, para lo que nuestro grupo generd una quimioteca de dichos
farmacos con alta diversidad estructural. En este estudio, decidimos probar en corazones
aislados de cobayo, los efectos de ibogaina y dos derivados de esta quimioteca, la
noribogaina y el 18-MC. Las curvas dosis respuesta de la duracion de potenciales de
accion monofasicos, mostraron un aumento significativo de dicha duracién con dosis
micromolares crecientes de ibogaina, siendo resultados consistentes con un bloqueo de
los canales hERG. Sin embargo, aparte de dichos efectos, encontramos pronunciados
efectos inotrépico y cronotréopico negativos, de baja reversibilidad ante el lavado de dicho
farmaco, que no pueden explicarse por el bloqueo de hERG. Los estudios realizados con
noribogaina mostraron un menor efecto tanto en aumento de duracién de potencial de
accion, como en sus efectos ino y cronotropico negativo, teniendo ademas mayor lavado
en comparacion con la ibogaina. El 18-MC en comparacién, mostré diferencias
significativas respecto a dichas curvas dosis-respuesta, teniendo un efecto bastante menor
en estas variables. Estos resultados sugieren que la ibogaina aparte del bloqueo de hERG
tiene otros blancos farmacolégicos cardiacos, probablemente intracelulares, que afectan la
liberacion de calcio en los cardiomiocitos. Interesantemente, la noribogaina produce todos
estos efectos en menor grado y menos aun el analogo 18-MC. Dadas las diferencias
estructurales en estos compuestos, sugerimos que la presencia de las funciones metoxilo
en el anillo inddlico y la cadena etilica lateral del biciclo isoquinuclidinico, ademas del éster
en posicién 16, pueden modular de forma importante la actividad de analogos de ibogaina
sobre blancos farmacolégicos cardiacos en cobayo.
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La larva del platelminto parasito Echinococcus granulosus sensu lato causa la
Echinococcosis quistica, una zoonosis mundial que constituye un problema de salud
publica y econdmico. A pesar del considerable impacto socio-econémico, sigue siendo una
enfermedad desatendida que carece de estrategias terapéuticas efectivas. En este
contexto, es necesario identificar y estudiar nuevos blancos especificos del parasito, como
podrian ser las proteinas Eg2DBDs. Estos receptores nucleares (NRs) pertenecen a la
subfamilia 2DBD, cuyos miembros contienen dos dominios de unién al ADN (DBD) y se
han encontrado solamente en algunos invertebrados. Debido a que los 2DBD-NRs no
estan presentes en los hospederos y que los NRs de helmintos parasitos son considerados
posibles blancos de nuevas drogas antihelminticas, nos proponemos dilucidar las
funciones bioldgicas de los Eg2DBDs en protoescolices (PE, estadio larvario) de E.
granulosus s.l. Hemos identificado cuatro Eg2DBDs: Eg2DBDa, Eg2DBDa.1, Eg2DBDf vy
Eg2DBDy; siendo Eg2DBDa.1 probablemente una isoforma de Eg2DBDa. Hemos
avanzado en la caracterizacion de Eg2DBDa.1, analizando la estructura, capacidad
dimerizacion y de union de ligandos; y ademas hemos descrito patrones diferenciales de
expresion de Eg2DBDB y Eg2DBDa/Eg2DBDa.1 en PE. En este trabajo abordamos el
estudio del mecanismo de accién de los Eg2DBDs mediante el analisis de la localizacién
subcelular en PE de E. granulosus s.I. y de la capacidad de interaccion proteica, utilizando
ensayos de inmunohistofluorescencia in toto y de doble hibrido de levaduras (DHL),
respectivamente. Hemos generado anticuerpos especificos contra Eg2DBDa/Eg2DBDa.1y
Eg2DBDB, dado que son los Eg2DBDs de mayor expresion en PE (relacion
Eg2DBDa/Eg2DBDa.1:121/1). Las inmunohistoquimicas muestran que
Eg2DBDa/Eg2DBDa.1 se detectan en el nucleo y el citosol, mientras que Eg2DBDf se
localiza principalmente en el citosol y la regién perinuclear. Nuestros resultados indican que
estas proteinas también presentan localizaciones diferenciales a nivel subcelular,
sugiriendo diferencias en sus mecanismos de accion en células de PE. Ademas, mediante
DHL, hemos evaluado la capacidad de Eg2DBDB de formar homodimeros vy
heterodimeros, y la posibilidad de interacciéon de Eg2DBD y Eg2DBDa.1 con EgFABP1
que es la proteina de unién de acidos grasos con mayor expresiéon en todos los estadios
del parasito. Estos ensayos indican que Eg2DBDf interaccionaria débilmente con
EgRXRBa y Eg2DBDa.1, mientras que solamente Eg2DBDa.1 se uniria a EgFABP1. Si
bien estos resultados restan ser confirmados, nos sugieren que Eg2DBD formaria
heterodimeros, a diferencia de Eg2DBDa.1 que homodimeriza, y que EgFABP1 podria
interaccionar con Eg2DBDa.1 posiblemente cediéndole el ligando para que regule la
expresion génica de sus genes blanco.



Poster #26

Bases moleculares de las propiedades antiinflamatorias de cannabinoides.

Bruno Musseti', Marcel Donzé?, Leonor Thomson?

'Department of Cell Biology & Physiology, University of North Carolina at Chapel Hill, Chapel Hill,
NC, United States. 2Laboratorio de Enzimologia, Instituto de Quimica Bioldgica, Facultad de
Ciencias, Universidad de la Republica, Montevideo, Uruguay

La planta Cannabis sativa ha sido utilizada por la humanidad desde hace milenios, no solo
como fuente de fibras y aceites, sino también por sus propiedades medicinales. Los
antiguos papiros de Ebers (1.500 a.C.) ya documentaban su uso en el tratamiento de la
inflamacién, mientras que en la antigua Mesopotamia existen registros que mencionan el
empleo de cannabis para tratar la depresion. Con el avance de la ciencia, hemos
profundizado en el entendimiento del Sistema Endocannabinoide (SE), un sistema
biolégico esencial que modula multiples funciones en el organismo. Aunque existe una
vasta evidencia sobre la interaccion de los cannabinoides con los receptores CB; a nivel
del sistema nervioso central, los efectos especificos a través de CB, en la
inmunomodulacién requieren mayor clarificacion. Adicionalmente, existe una serie de
receptores de cannabinoides no candnicos que se han visto implicados en la sefalizacion
inflamatoria y cuyas funciones en la inmunomodulacion aun restan dilucidar. Resultados
preliminares obtenidos en nuestro laboratorio soportan lo reportado por otros autores
respecto a las propiedades antiinflamatorias de los fitocannabinoides. Algunos de estos
resultados muestran una disminucién en la expresion de una enzima clave en la respuesta
inflamatoria, la 6xido nitrico sintasa inducible (NOS,), promovida por extractos de Cannabis
sativa respecto al tratamiento con LPS/INFy. Esta disminucion en los niveles de la NOS, se
acompana de la concomitante reduccion de los niveles de 6xido nitrico. Ademas, a partir
de la cuantificacién de la pro-interleuquina 1B (pro-IL1B), se demostré que sus niveles
disminuyen tras la incubacion con los extractos respecto al tratamiento con LPS/INFy. Esta
citoquina es crucial en el montaje de la respuesta inflamatoria, por lo que su regulacién por
medio de los cannabinoides es un blanco de suma importancia. Por ultimo, los extractos
promovieron un aumento en la expresion de la hemo oxigenasa 1 (HO-1), enzima clave en
el metabolismo del hierro cuyos productos se asocian a la resolucion de la inflamacion.
Estos resultados fueron obtenidos en macrofagos murinos de la linea 774.1, por lo que nos
proponemos extenderlos a la linea de macréfagos humanos THP-1. Adicionalmente,
estamos desarrollando un proyecto en el que se pretenden dilucidar los mecanismos
moleculares que subyacen los efectos antiinflamatorios previamente mencionados.
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El virus de la leucemia bovina (VLB) es un deltaretrovirus oncogénico que infecta linfocitos
B del ganado bovino en todo el mundo y es el agente causante de la Leucosis bovina
enzoodtica (LBE). La LBE provoca alteraciones en el sistema inmunoldgico de los animales
infectados impactando negativamente en su salud y por tanto en la produccién, afectando
la economia del sector lacteo. La LBE es una problematica a nivel mundial la cual es dificil
de atender dado que, hasta la fecha, no se han aprobado ni vacunas ni tratamientos para
esta enfermedad.

Dos proteinas de VLB relevantes para su éxito replicativo son la proteasa (PR) y Tax. La
PR es responsable de la maduracion de la particula viral al procesar la poliproteina
estructural viral denominada Gag. En consecuencia, se genera un cambio estructural que
determina la adquisicion de la capacidad infectiva de la particula viral. Ademas, se ha
observado que, en otros retrovirus, e.g. VIH, presenta blancos celulares que le permiten
modular varios procesos bioldgicos, favoreciendo asi el éxito del virus. La proteina Tax es
responsable de la activacion transcripcional necesaria para la replicacion viral, es clave en
el proceso oncogénico y tiene un importante rol en la transmision del virus célula-célula.

El objetivo de este trabajo es identificar posibles proteinas intracelulares que interaccionen
con las proteinas virales PR y Tax.

Se expresaron ambas proteinas unidas a un doble Strep Tag en la linea celular
CC81LTRVLBGFP, susceptible y permisiva a la infeccién por el VLB. Mediante un abordaje
protedbmico, basado en ensayos de pulldown seguido de analisis por espectrometria de
masa, se identificaron 15 potenciales interactores de la PR-VLB. Mediante herramientas
bioinformaticas, determinamos que los interactores identificados para PR forman parte de
distintas clases de proteinas, tales como proteinas del citoesqueleto (5), chaperonas (3),
proteinas adaptadoras (2), enzima de interconversién metabdlica (1), proteina de
traduccion (1), proteina de union a calcio (1), proteina del metabolismo de ARN (1).

El conocimiento obtenido sobre el interactoma celular de Tax y PR es relevante para
entender mejor el rol de estas proteinas en el contexto celular, informacién que puede ser
relevante para el desarrollo de estrategias terapéuticas, al identificar posibles blancos
celulares clave en la replicacion y transmision del VLB. Este trabajo busca contribuir a la
generacion de tratamientos mas seguros y efectivos contra la LBE, ofreciendo una
esperanza para la mejora en la salud del ganado y la economia del sector lacteo.
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Los virus oncoliticos han surgido como una estrategia prometedora en el tratamiento del
cancer, aprovechando su capacidad intrinseca para infectar y replicarse selectivamente en
células tumorales. Estos virus no solo inducen la lisis directa de las células tumorales, sino
también pueden reactivar la respuesta inmune del organismo contra el tumor. El virus
Mayaro es un alfavirus de ARN de cadena simple de la familia Togaviridae. Previamente
hemos observado que este virus presenta efecto citopatico y cinéticas de replicacion
diferentes entre varios tipos celulares de cancer de pulmén y de pancreas. En este trabajo,
buscamos entender el rol de factores del hospedero, como son la expresién del receptor de
membrana celular (MXRAS8) y la expresion de ZAP, un gen estimulado por interferén (ISG),
en presencia del virus. Con respecto al estudio del receptor, se cuantifico la cantidad de
MXRAS8 en varios tipos celulares mediante las técnicas de Western blot y citometria de
flujo. A fin de evaluar si las diferencias en la expresion del receptor celular eran
responsables de las diferencias observadas en los efectos citopaticos en las diferentes
lineas celulares luego de la infeccion, realizamos un ensayo de transfeccién a modo de
promover la replicacién viral, evadiendo al receptor celular y se cuantificaron los titulos
virales producidos. Respecto al estudio de la proteina viral de dedos de zinc, ZAP, se
evaluo la expresion de la misma en funcidon del tiempo post infeccion mediante wester blot.
Nuestros resultados sugieren que el receptor no es un factor determinante en la replicacion
viral observada en las diferentes lineas y que la proteina ZAP, tiene un efecto regulador
negativo en la replicacién viral.
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La produccién de ATP estd mediada principalmente por la glucélisis y la fosforilacion
oxidativa, siendo esta ultima la via de mayor rendimiento energético. No obstante, en
tejidos con altos niveles de consumo energético y rapidas fluctuaciones en su demanda se
da el efecto Warburg, en el que se usa preferencialmente la glucdlisis incluso en presencia
de oxigeno. Por ejemplo, en el sistema nervioso para abastecer la demanda energética de
la sinapsis, ademas del enriquecimiento de mitocondrias en la sinapsis, se ha reportado la
formacion de un “metabolon glucolitico”, una estructura transitoria formada por la
agrupacion de las enzimas glucoliticas acelerando asi la via.

La cilia primaria, organelo que protruye de la superficie celular, es esencial en la
comunicacion celular con el entorno. La ciliogénesis, su mantenimiento, y sus funciones
sensoriales requieren de alta energia. Se ha descrito que el ATP que abastece a la cilia
proviene de mitocondrias ubicadas en su base. No obstante, analogamente a lo que
sucede en el axon de neuronas motoras de C. elegans, donde la glucdlisis aerdbica es la
fuente de energia en condiciones de alto requerimiento, nos preguntamos si la difusion del
ATP desde la base de la cilia hasta el extremo apical cubre todos los requerimientos
energéticos del organelo.

Este trabajo forma parte de un proyecto que plantea estudiar si hay glucdlisis en la cilia
primaria y en caso afirmativo, si se forma un metabol6n glucolitico constitutivo o inducido
en determinadas condiciones.

Especificamente, se plantea i) estudiar fenotipos morfolégicos de un conjunto de neuronas
ciliadas en gusanos mutantes en el gen que codifica para la enzima fosfofructoquinasa
(pfk-1.1), utilizando el compuesto Dil y ii) determinar la localizacién subcelular de la enzima
PFK-1.1. Los resultados indican que no hay fenotipos anormales en la incorporacién del
Dil, esto sugiere que la estructura de la cilia no se ve afectada en ausencia de dicha
enzima funcional. Por otra parte, se observé una disminucion en el éxito reproductivo de la
estirpe mutante en relaciéon a la salvaje.

Por otro lado, se generaron organismos transgénicos que expresan la PFK-1.1 fusionada al
reportero mScarlet bajo un promotor de neuronas ciliadas (tsp-6). Actualmente, nos
encontramos realizando el cruce de dicha estirpe con otra estirpe transgénica que expresa
el gen bbs-7 (especifico de cilia) fusionado a GFP. De esta manera, evaluaremos la posible
colocalizacién mediante microscopia confocal.
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Los vault ARNs (vtRNAs) son una clase de ARNs no codificantes de tamafo medio
(84-141 nt) transcritos por la ARN polimerasa lll. Estos vtRNAs se asocian con las
particulas vault, formando un complejo ribonucleoproteico con estructura de barril. Se
estima que entre el 5-20% de los VtRNAs estan asociados con la particula vault, mientras
que el 80-95% restante se encuentra en forma soluble en el citoplasma, lo que plantea
interrogantes sobre sus posibles funciones independientes. En humanos, existen cuatro
viRNAs: viRNA1-1, viRNA1-2 y vtRNA1-3 agrupados en un locus y viRNA2-1, que se
localiza en un locus diferente del mismo cromosoma.

ViIRNA1-2 es el viRNA menos estudiado, y nuestros estudios sugieren que podria ser
oncogénico en la mayoria de los tejidos. Previamente observamos una correlacion
significativa entre la accesibilidad de la cromatina y la metilaciéon del promotor de vtRNA1-2
en tejidos normales y tumorales, sugiriendo una mayor expresién en tejidos cancerosos.
Ademas, una baja metilacion del promotor de vtRNA1-2, en combinacion con viRNA1-1 y
viRNA2-1, esta asociada con una menor probabilidad de sobrevida en pacientes con
cancer.

Este trabajo evalua el efecto de vtRNA1-2 en la biologia tumoral en el contexto del cancer
de prostata. Encontramos una correlacion negativa entre la metilacion del promotor de
viRNA1-2 y peores parametros clinicos de la enfermedad. Asimismo, analizamos su
asociacion con vias y procesos celulares vinculados con ciclo celular y replicacién del ADN
mediante el estudio de su correlacion con todos los ARNm y posterior analisis de Gene Set
Enrichment Analysis (GSEA). Los resultados obtenidos refuerzan la hipétesis de que
vtRNA1-2 podria tener un papel oncogénico.

Con el objetivo es determinar la contribucion de vtRNA1-2 al fenotipo proliferativo y la
viabilidad celular se realizd el silenciamiento transitorio de vtRNA1-2 utilizando
oligonucledtidos antisentido (ASOs) en dos lineas celulares de prostata: LNCaP, y PC3,
que modelan dos estadio de la enfermedad, la sensibilidad y la insensibilidad a andrégenos
respectivamente. Mediante ensayos de MTT observamos una disminucion de la viabilidad
celular asociada al silenciamiento de vtRNA1-2. Por otra parte, se esta realizando, un
silenciamiento permanente (knockout) de viRNA1-2 implementando el sistema de edicién
Crispr/Cas9. Esta metodologia complementa la estrategia anterior de silenciamiento
transitorio y permitira evaluar el rol de vtRNA1-2 realizando otros ensayos fenotipicos.
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En los ultimos anos, se ha investigado la relevancia de las porciones del genoma no
codificante de proteinas tanto en el funcionamiento normal del organismo como en su
implicacion en el desarrollo de enfermedades como el cancer. El cancer de prostata es el
mas frecuente en hombres y el segundo en mortalidad a nivel mundial. Se ha encontrado
evidencia de variaciones en varios ARN no codificantes pequefios (SncRNAs) en muestras
de plasma y suero de pacientes con cancer, lo que sugiere el potencial de utilizar los
sncRNAs como biomarcadores para el diagndstico y prondéstico del cancer. Los vaultRNAs
(vtRNAs) son ARN no codificantes de tamafio medio transcritos por la polimerasa lll. Se
han identificado cuatro vtRNAs humanos, de los cuales tres forman parte de la particula
vault (vtRNA1-1/2/3), la ribonucleoproteina mas grande descrita en la célula eucariota,
ubicada en el cromosoma 5q31.3. Por su parte, el viRNA2-1 es un homdlogo que se
encuentra mas distante del cluster.

Solo el 5% de los viRNAs se unen a la particula vault, mientras que la funcion del resto no
unido se conoce poco. Nuestros antecedentes muestran que la expresion de vtRNA2-1
disminuye durante la progresién en cancer de préstata y que actua fenotipicamente como
supresor tumoral. EI vtRNA2-1 es procesado por DICER generando dos fragmentos:
svtRNA2-1-3p y sviRNA2-1-5p, derivados del extremo 3’ y 5’ respectivamente. Analizando
datos de secuenciacion de pequefios ARNs no codificantes de tejido de prostata
evidenciamos que la expresién del fragmento svtRNA2-1-5p se ve aumentada en el cancer
de préstata y se asocia con peores parametros clinicos de la enfermedad. Si bien existen
algunos reportes en la literatura que postulan al fragmento svtRNA2-1-5p como oncogén,
no hay informacién sobre su rol funcional en el cancer de prostata. Por esta razon, es
importante continuar avanzando en su estudio y caracterizacion biolégica. Este trabajo
cuantifica la expresion de vtRNA2-1-5p mediante qRT-PCR en lineas celulares modelo de
cancer de préstata y evalua el efecto funcional de la modulacién de viRNA2-1-5p en el
fenotipo proliferativo y apoptético en células de prostata mediante ensayos de viabilidad
celular, y ensayos de apoptosis.
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Enzymatic therapy is one of the promising treatments for diseases related to gluten
consumption, utilizing proteins from various sources such as plants, animals, and bacteria.
Lactic acid bacteria (LAB), widely used in the fermented dairy industry as probiotics to
restore intestinal microbiota, have shown potential for gluten degradation resulting in the
production of food products suitable for individuals intolerant, allergic, or sensitive to gluten.
This study identifies the hydrolytic activity of bacteria from different sources on wheat
gliadin using Caenorhabditis elegans as an animal model. A homology search revealed
multiple genes encoding gliadin-degrading enzymes in the microbiota of both C. elegans
and humans. Bioinformatic analyses highlighted homologous regions between the microbial
communities of both hosts, with several identified sequences coding for serine- and
metallo-peptidases with endo- and exopeptidase activity. These include enzymes such as
glutamyl-endopeptidase, prolyl-endopeptidase, oligopeptidase B, aminopeptidase N,
subtilisin, aminopeptidase G, aminopeptidase P, dipeptidyl-peptidase, and prolidase, all of
which show potential for gliadin hydrolysis to varying extents. The findings suggest that,
like in the human microbiota, the C. elegans-associated microbiota may play a significant
role in gluten degradation, as well as in host protection against toxins and pathogens. We
are currently conducting co-cultivation assays with promising bacteria, evaluating the
physiological impact of their enzyme activity on the host, particularly on the integrity of
intestinal epithelium cells and oxidative stress. This biological model and the results so far
provide a foundation for further research into the pathophysiological effects of gliadin, not
only at the intestinal level but also in the broader development of the nematode.
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Las células senescentes muestran un fenotipo secretor asociado a la senescencia (SASP,
por sus siglas en inglés) distintivo, que puede desempefar un papel importante en la
patogenia de varias enfermedades asociadas al envejecimiento, incluido el cancer. Por lo
tanto, la senescencia se ha convertido en un objetivo atractivo para el descubrimiento y
desarrollo de agentes terapéuticos conocidos como senoterapéuticos.

Dado que NF-kB regula el secretoma proinflamatorio y los oxidantes son necesarios para
el mantenimiento del fenotipo senescente, en este trabajo investigamos el potencial de un
compuesto sintético (IP2), formado al unir un residuo redox a un inhibidor de NF-kB (NI),
como agente senoterapéutico. Caracterizamos el compuesto mediante técnicas
espectrofotométricas y evaluamos su potencial senoterapéutico en la senescencia inducida
por oncogenes mediante la expresion ectopica del H-RAS (G12V) en fibroblastos humanos
y en la senescencia inducida por terapia en células de melanoma de ratén expuestas a
temozolomida.

El IP2 no afecto la viabilidad celular de las células senescentes ni de las células control en
un rango amplio de concentraciones (1-600 pyM, IC50IP2 = 314 uM); ni tampoco la
actividad de la B-galactosidasa asociada a la senescencia. Sin embargo, IP2 (100 uM)
inhibi6 en un 50% la secrecién de interleuquina 6 (IL-6), uno de los principales
componentes del SASP. Los controles con la molécula precursora NI también inhibieron la
secrecion de IL-6, lo que indica que la porcion redox puede no jugar un papel en este
proceso. Ademas, se observoé una reduccidon similar en la expresion de IL-6 y de otras
interleuquinas medidas mediante RT-gPCR. Analizamos entonces la translocacién nuclear
de NF-kB. Se observé un aumento significativo de NF-kB en el nucleo de las células
senescentes con respecto a las células control, pero la exposicion a IP2 no redujo los
niveles nucleares de NF-kB, lo que sugiere que el compuesto puede alterar la capacidad
de unién al ADN del factor de transcripcion. Estos resultados sugieren que IP2 y su
precursor NI son moléculas senomorficas capaces de inhibir la actividad transcripcional de
NF-kB. No obstante, se necesitan mas estudios para determinar el mecanismo de accion
de los compuestos, su impacto en otros componentes del SASP, y su potencial como
senoterapéuticos in vivo.
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La metionina sulfoxido reductasa B1 (MsrB1) es una enzima dependiente de
selenocisteina, que desempefia un papel clave en la reparacion de metionina oxidada en
proteinas, protegiendo a las células del dafo oxidativo.[1] A diferencia de otras Msr, la
MsrB1 es especifica para el enantiomero R del sulfoxido de metionina (MetSO), lo que
demuestra su importancia en la regulacion selectiva de este aminoacido oxidado. El
mecanismo catalitico de la MsrB1 humana (HsMsrB1) aun no esta completamente
elucidado. Sin embargo, se sabe que ciertos residuos clave en el sitio activo desempefian
un papel crucial en la reaccion, incluyendo la triada catalitica, compuesta por la
selenocisteina (Sec95), histidina (His80) y acido aspartico (Asp83). Estas interacciones son
esenciales tanto para la estabilizacion del sustrato como para los pasos subsiguientes de
la catalisis.[2]

En este estudio, investigamos los cambios estructurales y dinamicos inducidos por la unién
de MetSO al sitio activo de la HsMsrB1 (PDBid: 3MAO). Para ello, realizamos simulaciones
de dinamica molecular (MD) utilizando el software AMBERZ20,[3] con un tripéptido modelo
(Ala-Met-Ala) que contiene una metionina S-sulféxido, considerando diferentes estados de
ionizacion para la His80. El campo de fuerza utilizado para la proteina fue el ff14SB,
excepto para el residuo de selenocisteina, para el cual desarrollamos nuevos parametros
de Lennard-Jones para mejorar la descripcion de las propiedades de solvatacion de dichos
residuos.[4]

Nuestros resultados muestran que la His80 se encontraria protonada a pH fisiolégico, lo
que es crucial para el siguiente paso catalitico: la transferencia de protones necesaria para
la reduccién de MetSO y la formacion de un intermediario reactivo. Ademas, observamos
que la red de enlaces de hidrégeno en el sitio activo es dinamica y se reorganiza en
presencia del sustrato. También identificamos que algunas moléculas de agua ubicadas en
la proximidad del sitio activo podrian actuar como donadores de protones, contribuyendo al
mecanismo catalitico. Estas moléculas de agua parecen estabilizarse mediante
interacciones con una lisina cercana. La redistribucion de moléculas de solvente alrededor
del sustrato y los residuos cataliticos puede modificar la interaccion entre los residuos de la
triada, promoviendo un entorno favorable para la reduccion del MetSO. En suma, estos
resultados sientan las bases para un futuro estudio detallado del mecanismo catalitico de
esta importante enzima de reparacion redox.



Poster #35

Biochemistry, kinetics and expression pattern of Ohr enzyme from the model
organism Physcomitrella patens

Rebeca Bandeira Candia', Naiara Almeida de Toledo? Vania Gabriela Sedano Partida’,
Diogo de Abreu Meireles®, Marie Anne Van Sluys?, Luis Eduardo Soares Netto'

'Departmento de Genética e Biologia Evolutiva, Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o Paulo,
S&o Paulo, SP, Brazil. 2Departamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade de S&o
Paulo, Sdo Paulo, SP, Brazil. 3Laboratorio de Fisiologia e Bioquimica de Microrganismos da
Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro, Rio de Janeiro, RJ, Brazil

Ohr proteins are thiol-dependent peroxidases, which possess two highly conserved
cysteine residues and remarkable ability to detoxify organic peroxides more efficiently than
hydrogen peroxide. Since their initial characterization in Xanthomonas campestris, Ohr
enzymes were considered to be exclusive to prokaryotes and were recognized for their role
in defending cells against exposure to fert-butyl hydroperoxide or cumene hydroperoxide.
However, a pioneering study by our group in 2017 (doi: 10.1016/j.redox.2017.03.026)
revealed the existence of hundreds of Ohr homologues in eukaryotes, most of them in
fungi, reshaping the previous notion that Ohr enzymes were restrict to eubacteria domain of
life. In that same work, we identified the first occurrence of Ohr in a plant, specifically in the
model moss Physcomitrella patens, through bioinformatics analysis. P. patens is a valuable
model organism due to its simple, haploid dominant life-cycle, and its fully sequenced
genome, which facilitates the study of the ohr homologue. In this work, we propose to
characterize the expression pattern of the ohr gene and conduct kinetic analyses of the
recombinant protein. Until now, our analysis of the publicly available transcriptome data
indicates that ohr is expressed exclusively in the antheridia, the male reproductive organs
of P. patens. We have successfully induced antheridia production in P. patens and
preliminary data detected ohr expression by gPCR, confirming our in silico analysis.
Additionally, kinetic analysis applying the well-established lipoamide-lipoamide
dehydrogenase coupled assay suggests that P patens Ohr reduced fert-butyl
hydroperoxide (TBHP) via a ping-pong mechanism, similarly to its bacterial counterparts.
Moving forward, we aim to elucidate the crystal structure of Ohr from P. patens. Through
this study, we hope to gain deeper insights into functional aspects of eukaryotic Ohr, taking
full advantage of P. patens as a model organism.

This work was financially supported by FAPESP (CEPID redoxome 2013/07937-8)
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La enzima mercaptopiruvato azufretransferasa (MST) participa en el catabolismo de la
cisteina y ha ganado relevancia por su papel en la generacion de persulfuros (RSSH/RSS")
y sulfuro de hidrégeno (H,S), moléculas de importancia en procesos como la transduccion
de senales y defensa frente a oxidantes. Esta enzima utiliza 3-mercaptopiruvato (3MP)
como sustrato, el cual es producido enddégenamente mediante transaminacién de la
cisteina. El azufre del 3MP es aceptado por una cisteina en el sitio activo de la MST,
generando un persulfuro que luego se transfiere a diversos aceptores. Segun varios
investigadores, este azufre es capaz de ser transferido directamente a otras proteinas para
formar persulfuros en ciertas cisteinas blanco. En este trabajo buscamos caracterizar el
mecanismo de persulfuracion de la MST, tomando como modelo a la de Leishmania major
(LmMST). Se purifico la enzima a partir de un sistema recombinante en E. coli para realizar
ensayos in vitro. Se confirmé la actividad utilizando 3MP como dador de azufre y cianuro
como aceptor. Se evalud la habilidad de la LmMST de transferir los azufres a la proteina
roGFP2, aprovechando los cambios de absorbancia y fluorescencia que sufre la roGFP2 al
oxidarse. Si bien esta oxidacién depende de la concentracion de 3MP y de la LmMST, se
observd una baja eficiencia (24 %) de transferencia del persulfuro de la LmMST a la
roGFP2. Ademas, se detectd un retardo en los primeros minutos de la reaccion de
oxidacion de roGFP2, que desaparecio al preincubar la LmMST con 3MP antes de agregar
roGFP2, sugiriendo una etapa de formacion de un intermediario. Utilizando HPLC y sondas
fluorescentes, se observd que el 3MP es consumido al ser incubado con LmMST en
ausencia de segundos sustratos, lo cual sugiere que el 3MP esta funcionando como dador
y aceptor de azufres. Cambios en la turbidez de las soluciones, espectrofotometria de
absorbancia en el UV-Vis y espectroscopia Raman de muestras de LmMST con 3MP
indicaron la formacién de polisulfuros. Las particularidades cinéticas nos han motivado a
explorar con mayor detalle el mecanismo y las especies oxidantes de bajo peso molecular
involucradas. Nuestros datos sugieren que las especies polisulfuradas de bajo peso
molecular podrian contribuir a la formacion de persulfuros en las proteinas. Estos
resultados contribuyen a comprender el rol fisiolégico de esta enzima y los mecanismos de
persulfuracion.
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Los enlaces disulfuro son cruciales para la funcion de las proteinas, ya que pueden cumplir
un rol puramente estructural y/o funcional, entre los cuales se encuentran los enlaces
disulfuro cataliticos o alostéricos. Su formacién/reduccion es un proceso bien conocido que
participa en el ciclo catalitico de varias enzimas redox que desempefan roles cataliticos
y/o regulatorios. Estructuralmente, el proceso implica cambios conformacionales vy
dinamicos de corto o largo alcance, con una variedad de consecuencias para la estabilidad
y funcién de las proteinas.

Con el objetivo de caracterizar dichos procesos en términos de estructura, dinamica y
propiedades termodinamicas, en este trabajo evaluamos varias técnicas avanzadas de
muestreo de simulacion computacional, tales como: dindmica molecular acelerada (aMD),
conjunto ponderado (WE) y dinamica molecular basada en modelos estructurales
(SBM-MD), con el fin de caracterizar completamente los cambios en el paisaje energético
de proteinas con disulfuros labiles conocidos. Los resultados sugieren que la combinacién
de estas metodologias puede aplicarse para comprender completamente estos procesos
redox y establecer un flujo de trabajo para predecir el impacto de la formacién/reduccién de
disulfuros en proteinas donde estos desempefian roles importantes.
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Los lipopolisacaridos (LPS) se localizan en la membrana externa de las bacterias
Gram-negativas. La reactividad seroldgica del antigeno O-especifico (O-Ag), que
corresponde a la regibn mas externa del LPS, se emplea para identificar los 182
serogrupos de E. coli reconocidos en la actualidad [1]. Aunque la mayoria de las cepas de
E. coli son inofensivas, algunas pueden causar enfermedades patogénicas como la diarrea
fulminante en terneros, lo que conlleva a pérdidas econdmicas significativas y una
disminucion en la productividad del ganado en nuestro pais. Las cepas resistentes a
antibiéticos estan evolucionando rapidamente, convirtiéndose en un problema sanitario
urgente; en este aspecto, el desarrollo de vacunas contra serogrupos recurrentes podria
ser una estrategia alternativa util para abordar esta problematica.

La cepa SC-UY1 de E. coli, aislada de una necropsia de ganglio mesentérico de diarrea en
terneros, presenta un O-Ag nuevo que no se corresponde con ningun serogrupo
previamente reportado en E. coli ni en otras especies [2]. Esta cepa se cultivd en medio
LB, y el LPS se extrajo mediante el método de fenol/agua caliente. El polisacarido nativo
libre de lipido A (O-PS) se obtuvo tratando el LPS en condiciones acidas suaves y se
purificé mediante cromatografia de exclusion por tamafio. El polisacarido O-desacetilado
libre de lipido A (PS-OH) se obtuvo hidrolizando los grupos éster del O-PS en un medio
basico.

Este PS-OH es de interés para la formulacion de vacunas polisacaridicas conjugadas, ya
que su extremo reductor libre podria acoplarse a estructuras transportadoras como
proteinas o nanoparticulas. Analizar el comportamiento conformacional de estos PS-OH es
crucial para identificar los epitopes expuestos en la superficie de las estructuras
conjugadas y evaluar posibles diferencias con respecto al polisacarido nativo. Para ello, se
realizaron simulaciones de dinamica molecular (DM) empleando un modelo de este PS-OH
representado por tres unidades biologicas repetitivas. Las estructuras iniciales se
generaron en la plataforma CHARMM-GUI, y las simulaciones se ejecutaron utilizando
cajas de agua cubicas de 10 A adicionales alrededor del polisacérido, con el modelo de
agua TIP3, el campo de fuerza CHARMM36 y el software GROMACS. También se
obtuvieron espectros 'H,'H-NOESY 2D del PS-OH con diferentes tiempos de mezcla
empleando un espectrémetro Bruker Avance Il de 500 MHz, y se elaboraron curvas de
crecimiento de NOE para estimar las distancias protén-proton inter-residuales. En este
trabajo se presenta el analisis de las preferencias conformacionales del PS-OH de SC-UY1
de E. coli utilizando espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear y simulaciones de
DM.
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La glicoproteina SIRPA es un receptor transmembrana comprendido por un ectodominio
con tres dominios del tipo Ig, una region transmembrana y un dominio citoplasmatico con
dos motivos ITIM (inmunoreceptores inhibitorios basados en tirosina) que contienen 2
residuos de tirosina cada uno. La fosforilacion de tirosina de ambos ITIMs media el
reclutamiento y la activaciéon de las fosfatasas de tirosina SHP-1 y SHP-2, que defosforilan
distintos sustratos ejerciendo un efecto inhibitorio en vias de sefializacion intracelulares. La
funcidbn mejor caracterizada de SIRPA es su rol inhibitorio en la fagocitosis mediada por
actina filamentosa. Nuestro grupo demostré que, similar a su rol en la fagocitosis, SIRPA
restringe la internalizacion de virus envueltos que explotan vias endociticas para ingresar a
las células. Ademas, la actividad de SIRPA también se asocia a la regulacién de las vias
de senalizacion MAPK y NF-kB, inhibiendo la respuesta inflamatoria de macréfagos vy
granulocitos.

En este trabajo analizamos la actividad antiviral de SIRPA frente a virus de importancia
para la salud publica pertenecientes a las familias Flaviviridae y Arenaviridae y su posible
rol en la sefalizacion inmune frente a estas infecciones. Con este fin, examinamos niveles
de infeccion y la respuesta inmune innata en la linea celular humana A549 y en
macroéfagos primarios de ratén utilizando a los virus Zika y Dengue y el virus Junin como
modelos de flavivirus y arenavirus, respectivamente, y moléculas agonistas sintéticas de
receptores de reconocimiento de patrones (PRRs) en células SIRPA knockdown. Mediante
esta estrategia, establecimos que SIRPA es un factor antiviral contra los flavivirus ZIKV,
DENV y JUNV-CA1, pero su contribucion a la regulacion de la respuesta innata difiere segun
la via de senalizacion inmune activada.

Debido a la actividad preponderante de SIRPA en el contexto de infeccion viral, también
disefiamos y sintetizamos péptidos miméticos representativos de su dominio
citoplasmatico, para evaluar su potencial antiviral e inmunomodulatorio. Esta es una
estrategia terapéutica con gran potencial, debido al facil disefio y sintesis de los péptidos,
bajos costos de produccion y especificidad de accion. En este trabajo, evaluamos un
péptido representativo del ITIM-1 de SIRPA, demostrando que aquellas células tratadas
con este péptido mostraron niveles de infeccion viral menores que células control, aunque
su actividad no regulo la sefnalizacion inmune durante la infeccién. Este trabajo aporta
informacion novedosa acerca de la biologia de SIRPA en el contexto de infeccion viral, asi
como su potencial utilidad en el desarrollo de biofarmacos antivirales.
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Trypanosoma cruzi es el parasito responsable de la enfermedad de Chagas, cuyo éxito
infectivo se debe en parte a su capacidad para resistir el ataque oxidativo del hospedero.
Para ello posee sistemas antioxidantes, como las peroxirredoxinas (Prxs) citosdlica
(c-TXNPx) y mitocondrial (m-TXNPx), que han sido descritas como factores de virulencia.
En este trabajo se realizé una caracterizacion fisicoquimica preliminar las TXNPx de T.
cruzi. Este estudio buscé comprender cémo las TXNPx responden a diferentes tipos de
estrés, analizando los cambios conformacionales que experimentan y su estabilidad
termodinamica. Se estudio qué papel juegan las cisteinas en estos aspectos analizando
mutantes de residuos de cisteina cataliticos y no cataliticos de la c-TXNPx.

Objetivo: Analizar las propiedades de estabilidad térmica y los cambios estructurales de las
TXNPx en distintas condiciones redox a diferentes valores de pH.

Metodologia: Se realizaron ensayos de estabilidad térmica bajo distintas condiciones redox
a diferentes valores de pH a través de la técnica de thermo shift assay, monitoreando los
cambios de fluorescencia indirecta en presencia de la sonda SYPRO Orange. También se
evaluaron cambios estructurales bajo diferentes condiciones redox y de pH de las TXNPx y
sus variantes, mediante espectroscopia de fluorescencia utilizando la sonda hidrofébica
ANS.

Resultados: En cuanto a la estabilidad termodinamica, se analizaron los cambios de
valores de Tm,,, para las proteinas estudiadas en las condiciones ensayadas. Las
variantes de c-TXNPx, tanto en condiciones de reduccion y de sobreoxidacion a valores de
pH acidos (4,0-5,0), presentan valores de Tm,,, menores comparativamente a la condicion
de oxidacién. Curiosamente, a pH 7,4-8,0 no se visualizan diferencias significativas en los
cambios de Tm,,,. Por el contrario, la proteina m-TXNPx en condicién de oxidacion a
valores de pH mas basicos exhibe valores de Tm,,, mayores en comparacion a las otras
dos condiciones redox; a valores de pH acidos no se observaron cambios.

Los estudios de fluorescencia con ANS mostraron que la proteina c-TXNPx WT presenta
mayor exposicion de regiones hidrofébicas bajo condicion de oxidacion en comparacién a
otras condiciones redox. Se pudo determinar que el nivel de exposicion de regiones
hidrofébicas bajo condicién de oxidacion fue dependiente de la presencia o ausencia de los
residuos de Cys en la proteina.

Conclusiones: Las condiciones de oxidacion modifican la estabilidad termodinamica y la
exposicion de regiones hidrofébicas en la c-TXNPx en mayor medida que para la
m-TXNPx. Estos datos sugieren que existen diferencias estructurales y de estabilidad entre
estas Prxs de T. cruzi.
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GP63 (Glicoproteina 63) es una familia multigénica de metaloproteasas presentes en las
tres especies de tripanosomatidos patégenos humanos Trypanosoma cruzi, T. brucei y
Leishmania sp. En Leishmania GP63 es un factor de virulencia clave, presentando roles
fundamentales en la infeccién y evasién del sistema inmune del hospedero. Sin embargo,
en T. cruzi aun se desconoce qué funciones cumplen estas proteinas en el proceso
infectivo.

El genoma de T. cruzi contiene 96 secuencias de genes completos codificantes para GP63.
Mediante analisis de identidad de secuencia y filogenéticos hemos organizado a estos
genes en once grupos, cada uno con perfiles de expresion particulares. Estudios
transcriptdmicos muestran que varios miembros de esta familia presentan expresion
diferencial en la forma infectiva tripomastigota.

Para estudiar el rol de GP63 en T. cruzi, nos propusimos generar lineas celulares knockout
mediante la metodologia CRISPR-Cas9. Para ello diseiamos ARN guias especificos para
dos genes de GP63 con expresion diferencial en tripomastigotas; y utilizamos un ADN
Donor que contiene genes de resistencia a farmacos, permitiendo la seleccién de los
parasitos editados.

Obtuvimos lineas resistentes a los antibidticos empleados, que fueron caracterizadas
mediante PCR usando cebadores especificos. Los resultados obtenidos muestran que las
lineas fueron satisfactoriamente editadas. Actualmente estamos analizando la expresion de
los genes blanco a nivel de ARN mensajero mediante PCR en tiempo real, y conduciendo
ensayos de infectividad in vitro.

Este proyecto aportara informacién valiosa sobre la relevancia funcional de algunos
miembros de GP63 en Trypanosoma cruzi, contribuyendo a la comprension de sus
mecanismos de patogénesis e infectividad.
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Escherichia coli es un bacilo gramnegativo, anaerobio facultativo, perteneciente a la familia
Enterobacteriaceae, que forma parte de la microflora intestinal de muchos animales. Los
diferentes serogrupos de las enterobacterias se definen en base a la reactividad serolégica
del antigeno O-especifico (O-Ag) presente en su superficie, habiéndose reconocido hasta
la fecha 182 serogrupos de E. coli. Las estructuras quimicas de los O-Ag de cepas lisas
representativas de estos serogrupos ya han sido todas descritas en literatura, ademas de
algunas pocas estructuras que no han sido incluidas aun en el esquema de tipificaciéon
serolégico. Considerando el interés en estudiar la dinamica conformacional de estas
biomoléculas mediante espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear (RMN), nuestro
grupo de investigacion se esta enfocando en la optimizacion de la produccion de O-Ag
marcado isotopicamente con *C. Previo al empleo de una fuente de carbono (glucosa)
marcada isotdépicamente se llevaron a cabo estudios de optimizacién de las condiciones de
cultivo empleando reactivos en abundancia natural. Por esta razén en una primera
instancia se busco optimizar las condiciones de crecimiento de las cepas de referencia
internacional de E. coli 0160 y 0181, asi como de la cepa SC-UY1. Esta ultima cepa fue
aislada de la region a partir de la necropsia de un ternero con diarrea, resultando un nuevo
serogrupo de E. coli.l"® Ademas de evaluar las condiciones de crecimiento microbiano en
medio LB a diferentes tiempos y concentraciones de indculo inicial, se procedié a evaluar
la respuesta frente al agregado de glucosa como suplemento. Para la extraccion del LPS
de la cepa SC-UY1 se utliz6 el método Westphal y Jann 1965, donde se emplea una
mezcla de fenol/agua a 65°C. El antigeno O-especifico libre de lipido A se obtuvo por
tratamiento del LPS con AcOH 1% (en reflujo por 1.5 hrs), o directamente a partir del pellet
celular. Las diferentes preparaciones fueron analizadas empleando técnicas analiticas que
incluyen reacciones colorimétricas (técnica espectrofotométrica basada en una reaccion
con orcinol-sulfurico para cuantificacion de carbohidratos, TLC y espectroscopia de RMN).
Los resultados obtenidos nos han permitido definir condiciones éptimas de cultivo para
proceder con el marcado isotdpico, en el que se empleara [C,-"*C]-glucosa como fuente de
carbono.
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Reconociendo la importancia del desarrollo de vacunas veterinarias adaptadas a la
realidad nacional, y la problematica de la diarrea fulminante en terneros que genera
significativas pérdidas econdémicas en el pais, se realiz6 un trabajo de investigacion
enfocado a la optimizacion de la obtencidon de material antigénico con potencial uso en la
formulacién de nuevas vacunas polisacaridicas. En este trabajo utilizamos una cepa de
Escherichia coli (SC-UY4) obtenida de una necropsia de ternero con diarrea en el
departamento de Paysandu. El antigeno O-especifico de esta cepa fue caracterizado
recientemente en nuestro grupo de investigacién y presenta una estructura quimica
novedosa (xiloramnano) que permitiria definir un nuevo serogrupo de esta especie.! En
este trabajo se llevaron a cabo curvas de crecimiento bacteriano utilizando la cepa de
referencia internacional de E. coli 0152, con el objetivo de mejorar condiciones de cultivo
para su implementacion en la cepa de interés. Tras la mejora, se obtuvo pellet celular de
diferentes volumenes y se aplicaron técnicas para extraer lipopolisacaridos nativos (LPS)
y/o antigeno O-especifico libre de lipido A (O-PS) de la superficie celular. Se emplearon
diversas técnicas analiticas y separativas para estudiar los productos obtenidos. El
espectro de 'H RMN del O-PS obtenido por tratamiento directo del pellet celular con AcOH
1%, comparado con el espectro de referencia de un O-PS obtenido previamente a partir de
LPS extraido con la técnica de fenollagua en caliente, no mostraron diferencias
significativas.  Esto permiti6 obtener un producto final mas puro y con mejores
rendimientos, eliminando la necesidad de un paso de purificacién adicional y evitando el
uso de solventes nocivos para el medio ambiente. EI material resultante fue modificado
quimicamente para introducir grupos carboxilatos a nivel de las ramificaciones, con el
objetivo de evaluar su potencial acoplamiento a nanoparticulas de oro como estrategia de
formulacion de nuevas vacunas conjugadas.
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Las bacterias Gram negativas se distinguen por una mayor complejidad en la morfologia
de su pared celular en comparacién con las Gram positivas. En las primeras esta pared
estd compuesta por una capa de peptidoglicano relativamente delgada y una membrana
externa que en su superficie contiene principalmente lipopolisacaridos (LPS). El objetivo
principal de este trabajo es la optimizacion de un protocolo de analisis de LPS (o
materiales polisacaridicos obtenidos a partir de éste) por SDS-PAGE, evaluando diferentes
métodos de extraccion de este componente. La cepa de interés corresponde al aislado
SC-UY1 de E. coli, obtenido durante una necropsia de un ternero con diarrea fulminante; el
antigeno O-especifico de este aislado fue caracterizado recientemente en nuestro
laboratorio y corresponderia a un nuevo serogrupo de esta especie.l" La cepa de
referencia internacional de E. coli O84 también se empled para optimizaciones de
crecimiento iniciales. A partir de un cultivo bacteriano en medio LB de la cepa de interés se
realizé una curva de crecimiento para evaluar el tiempo 6ptimo de proliferacion bacteriana.
En correlaciéon fueron utilizados diferentes métodos de extraccion tanto para LPS y
polisacarido O-especifico libre del lipido A (O-PS). En ellos se encuentran metodologias de
Westphal y Jann, Hitchcock,®! un kit comercial y extraccion con AcOH 1% directamente a
partir del pellet celular, analizando la pureza de las diferentes preparaciones junto con
técnicas de electroforesis SDS-PAGE y espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear
(RMN).
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Las modificaciones quimicas reversibles y dinamicamente reguladas del ADN y ARN estan
mucho mas extendidas de lo que se pensaba inicialmente. Estas modificaciones juegan
roles clave en importantes procesos bioldgicos, incluyendo la regulacién génica, la
diferenciacion celular, la determinacién del sexo y las respuestas al estrés, introduciendo
dos capas adicionales de control celular conocidas como el epigenoma vy el
epitranscriptoma. Ademas, los acidos nucleicos modificados han surgido como una via
terapéutica prometedora. Mas alla de las conocidas vacunas de ARN, los oligonucledétidos
anti-sentido y los aptameros pueden incorporar en diversas posiciones de la estructura
molecular una amplia variedad de acidos nucleicos modificados que sirven para generar
uniones especificas, ofreciendo nuevas oportunidades para la industria farmacéutica.

En esta presentacion, se recorreran cuatro casos exitosos y un proyecto en curso en los
que se emplearon modelado multiescala y simulaciones para investigar como las
modificaciones epitranscriptomicas regulan la actividad del ribosoma [1], como las
modificaciones epigenéticas 5-metilcitosina y 5-hidroximetilcitosina en el ADN afectan la
estructura de la doble hélice [2], como el genoma 3D/4D de levaduras se ve perturbado por
los efectos intrinsecos de la metilacion del ADN [3,4], y como una nueva marca epigenética
de la histona H3 esta relacionada con la reparacion del ADN [5]. Finalmente se introducira
modXNA, un enfoque basado en quimica cuantica para desarrollar una biblioteca de
parametros para modelado molecular. La biblioteca incluye 132.685 modificaciones de
ARN y ADN, cubriendo holgadamente todo el espectro de acidos nucleicos modificados
naturales y no naturales conocidos, que al momento son menos de 500.
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El siguiente trabajo presenta una investigacién enfocada en la evolucion dirigida del virus
Mayaro (MAYV) para mejorar su potencial como virus oncolitico, es decir, un virus que
puede ser utilizado en la terapia contra el cancer. Los virus oncoliticos (VOs) son capaces
de replicarse en células tumorales y destruirlas, lo que los convierte en una prometedora
herramienta en el tratamiento del cancer. Sin embargo, su eficacia esta limitada por
diversos factores, como la capacidad del sistema inmunoldgico de suprimir su replicacion
en células tumorales. La investigacion se centra en superar una de las barreras principales
para el uso de MAYV en la terapia oncolitica: la resistencia de ciertas células tumorales
debido a la alta expresion de la proteina antiviral dedo de zinc (ZAP). Esta proteina
reconoce y degrada el ARN viral uniéndose a regiones ricas en dinucledtidos CpG,
inhibiendo la replicacién de diversos virus, incluido MAYV. En particular, mi trabajo plantea
mejorar la replicacion del MAYV en células con alta expresion de ZAP mediante un proceso
de evolucion dirigida, donde el virus es adaptado a este entorno a través de multiples
pasajes en lineas celulares resistentes.

El trabajo describe en detalle el proceso de evolucion dirigida, que incluye la exposicién
repetida del virus a lineas celulares resistentes y la seleccién de variantes que muestran
una mejor capacidad de replicacion en estas células. A lo largo del estudio, se realizaron
pasajes en dos tipos de lineas celulares: aquellas con alta expresion de ZAP y aquellas
donde se habia suprimido la expresién de esta proteina (ZAP KO). Los resultados
indicaron que, a pesar de los intentos de adaptacion, el virus no logré proliferar
eficientemente en las células con alta expresion de ZAP, lo que sugiere que en el marco
del disefio experimental basado en evolucién dirigida en este trabajo, no se ha logrado
superar esta barrera. Sin embargo, en las lineas celulares ZAP KO, se observd una
produccién sostenida de particulas virales infectivas, lo que implica que la presién evolutiva
ejercida por ZAP es un factor determinante en la capacidad replicativa del virus.

Finalmente se analizaron los virus evolucionados en la linea con baja expresion de ZAP
para identificar posibles mutaciones que hayan surgido durante los pasajes y que puedan
estar relacionadas con un cambio en el efecto citopatico del virus.



Poster #47

Evaluacion de la actividad de un péptido antimicrobiano de Ibirapita
utilizando diferentes vectores de expresion para su produccion recombinante

Milagros Zerpa', Susana Rodriguez-Decuadro’

"Laboratorio de Biotecnologia, Departamento de Biologia Vegetal, Facultad de Agronomia, UdelaR,
Montevideo, Uruguay

Los péptidos antimicrobianos (AMPs) forman parte de la inmunidad innata de plantas y
participan también en procesos fisioldgicos de las mismas. Ademas de presentar actividad
contra fitopatdogenos, se ha encontrado que los AMPs vegetales presentan actividad
antimicrobiana in vitro frente a agentes patégenos causantes de infecciones en humanos y
animales. Nuestro grupo de trabajo ha aislado el gen de un AMP de la familia de las
esnaquinas, presente en brotes de Peltophorum dubium (lbirapita). Esta esnaquina,
denominada PdSN1 fue expresada de forma heterdloga en Escherichia coli utilizando el
sistema Rosetta-gami/pET102. El plasmido utilizado incluye a la proteina Tiorredoxina,
como proteina de fusion, que fue eliminada utilizando la proteasa Enteroquinasa. Si bien el
péptido liberado presentd actividad contra patégenos vegetales y humanos, este proceso
disminuye los rendimientos y aumenta los costos de produccion. En este trabajo se
propone evaluar otros vectores de expresion con el fin de optimizar las condiciones de
produccion y con la posibilidad de visualizar mediante microscopia el modo de accion de
estos péptidos Se seleccionaron los plasmidos pET28a y pET-His6-GFP-TEV-LIC,
obteniendo en el primer caso His6-PdSN1 y en el segundo caso His6-GFP-PdSN1. En éste
ultimo, el péptido se puede liberar de la GFP con la enzima TEV. La secuencia PdSN1
correspondiente al péptido maduro fue subclonada en los vectores seleccionados
utilizando restriction-free cloning. Se transformaron cepas de E. coli Rosetta-gami y luego
de la inducciéon con IPTG y crecimiento a 28°C por 24 hs, en ambos sistemas se recupero
el péptido recombinante en la fraccién soluble en cantidades adecuadas para su
purificacién, mediante cromatografia de afinidad Ni2+. Actualmente se estan realizando
ensayos de actividad antimicrobiana mediante CIM contra los fitopatégenos Colletotrichum
spp y Botrytis cinerea con los péptidos His6-PdSN1, His6-GFP-PdSN1 y Trx-PdSN1-His6.
Se compararan los valores CIM y en el caso de que His6-GFP-PdSN1, presente actividad
contra alguno de los hongos evaluados, sera utilizado para comenzar a estudiar el modo
de accion de PdSN1 contra dicho patégeno. Ademas, el péptido His6-PdSN1 podra ser
utilizado en futuras lineas de investigacion enfocadas en el desarrollo de productos utiles
para el tratamiento o el control efectivo de enfermedades.
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Las bacterias del género Gluconobacter se destacan por realizar reacciones de oxidacion
en su espacio periplasmico, utilizando enzimas deshidrogenasas asociadas a la
membrana. Esta capacidad es crucial para aplicaciones industriales, ya que permite
obtener productos de valor agregado como la dihidroxiacetona, el acido glicérico y la
L-sorbosa. La ingenieria genética de estas bacterias, enfrenta desafios significativos
debido a que constituyen organismos no modelo. El desarrollo de herramientas
moleculares para estos microorganismos es altamente relevante, ya que puede potenciar
su utilidad industrial al permitir la creacion de mutantes con mejor capacidad de produccién
de compuestos o incluso la generacién de nuevos productos.

Un elemento clave en la regulacion de la expresién génica son los promotores, que
controlan el inicio de la transcripcion y, por ende, la cantidad de proteina producida. La
eficiencia de los promotores varia entre microorganismos, por lo que es esencial
caracterizarlos en Gluconobacter.

En este estudio se evaluaron varios promotores en Gluconobacter oxydans (Gox) y
Gluconobacter frateurii (Gfr), especies de interés para la produccion de compuestos
biotecnologicos. Se probaron el promotor J23104, conocido en acetobacterias; los
promotores p2703 y pB932 2000, descritos para G. oxydans WSH-003; y el promotor
pMD110, disenado especificamente para este trabajo. El objetivo fue determinar el
potencial de estos promotores para su uso en construcciones génicas que mejoren las
capacidades biocataliticas de estas bacterias.

Se realizaron construcciones utilizando el gen reportero para la proteina fluorescente
mCherry y el plasmido pSEVA231-CRISPR como backbone. Los plasmidos, con las
diferentes variantes de promotores, se transformaron en ambas especies de
Gluconobacter y se evalud la expresiéon del gen reportero mediante la cuantificaciéon de
fluorescencia.

Los resultados mostraron que la expresion en Gox fue en general superior a la de Gfr. En
Gox, el promotor J23104 mostré los niveles mas altos de expresion, alcanzando una
intensidad de fluorescencia de 43008 + 1554 unidades arbitrarias de fluorescencia (UAF),
seguido por los promotores p2703 y pMD110, con niveles de expresion de 13823 + 3059 y
13049 + 674 UAF, respectivamente. En Gfr, el promotor J23104 también presenté la mayor
actividad, con una fluorescencia de 31793 + 1016 UAF, mientras que p2703 y pMD110
mostraron valores de 5578 + 320 y 2738 + 75 UAF, respectivamente. Por su parte, el
promotor pB932_2000 no mostré expresidn significativa en ninguna de las dos especies.
Los resultados obtenidos durante este trabajo contribuyen a la ampliacion de las
herramientas genéticas disponibles para este género bacteriano.
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Las infecciones nosocomiales son aquellas que ocurren durante el tiempo de
hospitalizacion del paciente. Las mismas representan un aumento en la morbi-mortalidad y
del tiempo de hospitalizacion, lo cual resulta también en un importante aumento del costo
de tratamiento. En este sentido, el estudio de los patdgenos microbianos presentes en las
superficies de las unidades de cuidados intensivos (UCIs) es de importancia para la
implementacién de protocolos de higiene dirigidos que intenten reducir dicho riesgo. En la
actualidad, las metodologias de secuenciacion masiva hacen posible la deteccién en
simultaneo de todos los microorganismos en una muestra, sin necesidad de un paso previo
por cultivo. El objetivo de este trabajo comprende el disefio y la implementacién de dos
paneles cebadores de AmpliSeq para la deteccidon simultanea, por secuenciacion de
amplicones, de una lista de microorganismos de interés clinico. Uno de los paneles fue
generado mediante el estudio de la bibliografia existente para la obtencion de marcadores
gendémicos con potencial para diagnéstico. Por otro lado, a través del desarrollo y la
posterior implementacion de un pipeline bioinformatico nos encontramos en el proceso de
seleccion de posibles blancos para el segundo panel de cebadores. Dicho pipeline
implementa un software llamado “finding unique regions” (fur), que permite la identificaciéon
de regiones gendmicas Unicas. Las secuencias devueltas por dicho programa son luego
alineadas con la base de datos de nucleo6tidos a través del software “blastn” (NBCI).
Posteriormente, el archivo de alineamientos es filirado por porcentaje de cobertura y
parseado para evaluar la especificidad y la conservacion de las secuencias obtenidas. Por
ultimo, el pipeline utiliza las coordenadas de las secuencias Unicas para buscar en un
archivo de anotacion “gff’ informacion acerca de las regiones que solapan con dichas
coordenadas. Haciendo uso de este pipeline, se obtuvo al menos una region genémica
Unica para un 65% de los patégenos de interés, muchas de las cuales solapan con
regiones codificantes y/o regulatorias. A su vez, se identificaron secuencias que
corresponden a factores de virulencia, en especifico factores de adhesion, sideroforos y
toxinas. Tras su evaluacién, se seleccionaran las secuencias mas prometedoras para el
disefio del segundo panel. Finalmente, ambos paneles seran utilizados en muestras de
ADN tomadas de superficie de UCIs para estudiar la especificidad y sensibilidad de los
mismos. La identificacion de estas regiones gendmicas uUnicas podria no solo aportar al
diagnéstico de estos patdgenos, sino que también a profundizar en el entendimiento de los
mismos.
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La microscopia de fluorescencia es una herramienta esencial tanto en la academia como
en la industria, con avances notables en las ultimas dos décadas. La necesidad de resolver
estructuras biolégicas a escala nanométrica, con preparaciones simples y en sistemas
dinamicos, impulsé el desarrollo de metodologias que permiten obtener imagenes de
superresolucion al superar las limitaciones impuestas por el limite de difraccién de Abbe de
1873, que restringe la resolucién de la microscopia Optica a aproximadamente 200
nanometros. En 2014, el Premio Nobel de Quimica fue otorgado a los desarrolladores de
tres metodologias independientes de superresolucion (SR): Microscopia de Localizaciéon
Fotoactivada (PALM), Microscopia de lluminacion Estructurada (SIM) y Deplecién de
Emision Estimulada (STED). De estas innovaciones surgieron tecnologias como dSTORM
y DNA-PAINT, ambas técnicas de deteccién de molécula unica. Estas técnicas se basan en
el parpadeo estocastico de senales fluorescentes y, al poder implementarse en
microscopios de epifluorescencia modificados, ofrecen una opcién mas econdémica en
comparacion con otras tecnologias de SR que requieren sistemas de iluminacién mas
complejos. En este contexto, nuestro grupo instal6 el primer sistema de SR tipo estocastico
en Uruguay, utilizando un microscopio Olympus 1X-81, laseres de 1 vatio de potencia y una
camara sCMOS con 95% de eficiencia cuantica, adaptando ademas un sistema de
iluminacion TIRF/HILO de bajo costo. Con un kit fluorogénico de DNA-PAINT,
reconstruimos reglas de 80 y 40 nanémetros, alcanzando valores de resolucién tedricos de
aproximadamente 9 nm. Trabajando con muestras biolégicas, hemos logrado reconstruir
anillos de actina, detectar la distribucion de proteinas ribosomales en forma de polisomas
en criosecciones de 20 um del nervio ciatico, entre otras. Ademas, y para optimizar nuestro
sistema, estamos adaptando un sistema activo de correccidon de enfoque con un
nanoposicionador de objetivo Nano-F100, basado en la luz reflejada por la iluminacion
HILO-TIRF. Asimismo, planeamos realizar experimentos de Exchange-PAINT para
visualizar multiples proteinas utilizando una misma longitud de onda de excitacién. Aunque
seguimos en fase de ajustes, nuestro microscopio de SR ya esta operativo y anticipamos
que pronto facilitara colaboraciones, incluyendo trabajos en curso con el Dr. Luciano
Masullo del Instituto Max Planck de Bioquimica (grupo inventor del DNA-PAINT) asi como
con otros equipos de investigacion nacionales e internacionales.
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Las células del sistema inmune innato tienen la capacidad de reprogramarse
metabdlicamente y experimentar modificaciones epigenéticas en respuesta a diversos
estimulos. Estos cambios pueden dar lugar a dos resultados opuestos: inmunidad
entrenada o tolerancia. La inmunidad entrenada se manifiesta como una respuesta
inflamatoria mas intensa ante un segundo estimulo, mientras que la tolerancia se
caracteriza por una paralisis inmunolégica, con una disminucion de la respuesta frente a
estimulos posteriores. La tolerancia inducida por LPS es un fendmeno que se ha estudiado
en profundidad en situaciones de sepsis donde las células generan tolerancia como un
mecanismo de defensa para prevenir una tormenta de citoquinas y evitar lesiones graves
en el hospedero. También se ha descrito que cantidades bajas de LPS pueden inducir
inmunidad entrenada en ciertas poblaciones inmunes. En nuestro laboratorio estudiamos el
efecto antitumoral de una cepa atenuada de Salmonella Typhimurium llamada LVRO1. Nos
interesa determinar si LVRO1 induce reprogramacién en las células de la inmunidad innata
y como esto impacta en su efecto inmunoterapéutico. Para ello, evaluamos la capacidad de
LVRO1 de inducir inmunidad entrenada in vitro e in vivo, y probamos un modelo de
inmunidad entrenada en cancer in vivo. Los resultados fueron bimodales: comprobamos
que LVRO1 induce tolerancia en monocitos periféricos humanos y murinos, pero in vivo
observamos que los animales pre-tratados con LVRO1 y que luego sus médulas fueron
re-estimuladas ex vivo con LPS presentaron una respuesta inflamatoria aumentada.
Ademas, en el modelo murino tumoral, la administracién profilactica de LVRO1 retraso el
crecimiento de los tumores y aument6 la sobrevida global en los animales tratados. Estos
hallazgos nos hacen reflexionar sobre el efecto transitorio que tienen las terapias basadas
en el uso de Salmonella atenuada, y planteamos la hipétesis de que la tolerancia
inmunolégica periférica podria contribuir a la resistencia a la terapia.
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Los nitroalquenos derivados de acidos grasos son potentes mediadores lipidicos que
actuan como electréfilos. Se forman durante la digestion y en procesos inflamatorios, y
también pueden administrarse como farmacos. Estos compuestos exhiben diversos efectos
citoprotectores y antiinflamatorios, debido principalmente a su capacidad de participar en
reacciones de adicion-eliminacién de Michael con tioles proteicos y no proteicos, como el
tiol del glutation (GSH). Hipotetizamos que la glutatiéon transferasa A1 humana (hGST A1),
mayoritaria en higado, cataliza la reacciéon entre GSH y el &cido nitro-eleoestearico
(NO,EA), un nuevo nitroalqueno cuyos isémeros se observaron en orina de personas
sanas. Asi, proponemos que la hGST A1 participa en las vias de inactivacién y eliminacion
de los nitroalquenos. En este trabajo, se expreso la hGST A1 de forma recombinante en E.
coli y se la purifico por cromatografia en columna en dos pasos; primero usando una resina
de GSH sefarosa y segundo por exclusién molecular. La pureza se evalué por SDS-PAGE
reductor, donde se obtuvo una uUnica banda consistente con el peso esperado para el
mondmero de hGST A1 de ~26 kDa. La concentracion del lote resulté ser 16 uM. La
actividad especifica se midi¢ utilizando GSH (4 mM) y CDNB (1 mM) como sustratos,
resultando en 67 U/mg (pH 7.4, 25 °C). Una estrategia catalitica comun de las hGSTs es
disminuir el pK, del GSH para aumentar la disponibilidad de su forma tiolato (nuclecfilica).
El pK, del GSH unido al sitio activo de la hGST A1 (7.3) result6é ser 1.8 unidades menor
que el pK, del GSH libre (9.1). Se evalué la catalisis de la reaccion entre NO,EA (20 uM) y
GSH (2 mM) por hGST A1 (0-1.2 uM), siguiendo el consumo de NO,EA en un
espectrofotdmetro de flujo detenido. Los cursos temporales muestran la existencia de
catdlisis enzimatica en comparacion con la reaccién espontanea. En el peffil
cromatografico de la reaccidon catalizada se observaron al menos tres picos
correspondientes a los aductos, que no se vieron en la reaccion espontanea. A futuro se
caracterizaran los productos de la reaccion por espectrometria de masa y se evaluaran los
efectos celulares del NO,EA. La existencia de catalisis por parte de GSTs es de relevancia
biolégica y farmacolégica puesto que puede afectar los efectos senalizadores de estos
compuestos.
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La obesidad y sus comorbilidades, incluida la diabetes tipo Il (DTIl) y las enfermedades
cardiovasculares son la principal causa de morbimortalidad a nivel global. El continuo ascenso de su
incidencia, a pesar de continuos esfuerzos para promover habitos de vida saludables, reafirma la
necesidad de desarrollar nuevos tratamientos farmacoldgicos. En este sentido, el antiguo farmaco
salicilato ha mostrado tener efectos beneficiosos en el tratamiento de enfermedades metabdlicas en
pacientes obesos y con DTIl. Por otra parte, los acidos grasos nitrados insaturados han
evidenciado una proteccion significativa contra las consecuencias metabdlicas de la obesidad,
debido a la reactividad de su grupo funcional nitroalquenilo. Recientemente hemos demostrado que
este grupo quimico se puede reubicar de manera eficiente en diferentes andamios moleculares para
conferir acciones bioldgicas emergentes. Aprovechando este concepto, sintetizamos un novedoso
nitroalqueno derivado del salicilato al que llamamos SANA y nos propusimos evaluar su efecto
funcional y metabdlico en un modelo de obesidad inducida por dieta.

Para ello, se alimentaron ratones adultos C57BL/6J con una dieta rica en grasas suplementada con
SANA (o Salicilato) o sin suplementar (Control), durante 8 semanas. En este periodo se midié peso,
consumo de alimentos, glucosa, insulina, leptina, acidos-grasos-libres y tasa metabdlica. También
se realizaron analisis histopatologicos de higado y tejido adiposo blanco subcutaneo (scWAT) asi
coémo, analisis protedmicos, metaboldmicos y de expresion de ARNm vy respiracion mitocondrial del
SCWAT.

Nuestros resultados muestran que SANA previene la obesidad revirtiendo sus consecuencias
metabdlicas como ser la hiperglicemia, resistencia a la insulina y la esteatosis hepatica. Los analisis
protedmicos, metabolémicos y de expresion de ARNm revelaron que SANA estimula el catabolismo,
la respiracion mitocondrial y la termogénesis del scWAT. De hecho, SANA estimula una via
termogénica dependiente de creatina recientemente descrita, mientras que la deplecién de creatina
anula los efectos impulsados por SANA.

Finalmente, los estudios toxicologicos, de farmacocinética y farmacodinamica realizados con el
objetivo de solicitar la aprobaciéon de las agencias regulatorias, demostraron que el SANA es una
molécula segura para el uso en humanos. Esto permitié conseguir la autorizacién para consumar el
Fase | clinico en humanos, el cual fue realizado en Australia, obteniendo resultados auspiciosos
respecto de la seguridad y tolerabilidad del SANA.

Este trabajo resume los principales resultados obtenidos de una nueva droga para el tratamiento de
la obesidad, que fue desarrollada integramente en Uruguay, desde su sintesis hasta su primera
prueba en humanos.
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La cepa UYMMaO02A fue aislada de nddulos de la leguminosa nativa Mimosa magentea, en
el Departamento de Lavalleja, Uruguay. Los analisis filogenéticos revelaron que esta cepa
pertenece al género Cupriavidus, pero se separa de las especies conocidas del género,
sugiriendo que podria tratarse de una nueva especie. Nuestro equipo identificd
previamente una serie de genes y proteinas que se expresan diferencialmente en la cepa
UYMMa02A en respuesta a flavonoides, exudados radiculares o a la presencia de la planta
hospedera modelo Mimosa pudica. El papel de estos genes y proteinas en el proceso de
reconocimiento y establecimiento de la simbiosis es desconocido.

El objetivo general de nuestro trabajo es definir la importancia de estos genes y proteinas
tanto en vida libre como durante el establecimiento de asociaciones simbioticas con
plantas hospederas.

En el presente trabajo decidimos clonar 6 de los genes identificados, en el plasmido
pSEVA238, de forma que quedaran bajo la accion del promotor xy/S-pm. Esto nos permite
inducir la expresion génica en presencia de 3 metil-benzoato. Los insertos fueron
confirmados mediante su secuenciacion y los plasmidos corroborados se transformaron en
la cepa UYMMaO02A. Para evaluar el impacto de la sobreexpresion de los genes en el
fenotipo bacteriano en vida libre, se analiz6 el crecimiento bacteriano bajo diferentes
condiciones ambientales: medios de cultivo ricos y definidos, distintos pH y temperatura,
movilidad y produccién de biofilms, resistencia a metales y al estrés oxidativo.

La construcciéon de estas herramientas moleculares, junto con el posterior proceso de
caracterizacion de las cepas generadas, proporcionaran informacion valiosa sobre el rol de
estos genes, ayudando a dilucidar la funcion de los mismos en vida libre y durante el
establecimiento de simbiosis efectivas con plantas hospederas.
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La carcinogénesis es un proceso complejo que implica la acumulacién de mutaciones
genéticas y epigenéticas como resultado de una creciente inestabilidad gendmica. Estas
mutaciones permiten que las células cancerosas adquieran caracteristicas diferentes a las
células normales como: proliferacion descontrolada, evasion, angiogénesis, metabolismo,
invasion y metastasis. Ademas, un microambiente hipdxico constituye otro cofactor en la
transformacion maligna y en la resistencia a los medicamentos. Los cambios morfolégicos
a nivel celular, y nuclear, generados por la transformacion maligna, pueden ser observados
mediante microscopia. En este caso, se utilizé el microscopio confocal y el microscopio
Nanolive 3D Cell Explorer de alta resolucién, el cual permite obtener imagenes de indice
de refraccion y también de fluorescencia. En este trabajo estudiamos el efecto de la hipoxia
en la transformacién maligna en dos modelos celulares in vitro: un modelo pretumoral que
consiste en queratinocitos humanos transducidos con tres oncogenes virales del VPH-18
(HaCaT E5, E6, E7-18), y en la linea celular tumoral CAL-27, derivada de un carcinoma de
células escamosas de lengua. Uno de los aspectos que se estudid, fue con respecto a la
arquitectura nuclear. En este sentido, las células CAL-27 mostraron un menor nimero de
focos nucleares de la proteina de unién a cromatina HP-1 en comparacion con las células
HaCaT y HaCaT E5/E6/E7-18. Ademas, las células CAL-27 exhibieron regiones de mayor
densidad nuclear, en comparaciéon con las células HaCaT.

Por otra parte, estudiamos la produccién mitocondrial de ATP en ambos modelos, la linea
celular pretumoral HaCaT E5/E6/E7-18 y en la linea celular tumoral CAL-27. En relacién
con este ensayo, observamos que, tras 24 horas de hipoxia, los queratinocitos control y los
queratinocitos transducidos con oncogenes virales presentaban una ligera disminucién en
la fluorescencia del ATP. Sin embargo, la intensidad de la fluorescencia del ATP en las
células tumorales disminuyo significativamente después de 24 horas de cultivo en hipoxia.
En cuanto al ensayo de muerte celular, las células CAL-27 mostraron un incremento
significativo en la intensidad de fluorescencia de las caspasas en comparacion con los
queratinocitos de control y las células pretumorales HaCaT E5/E6/E7-18. Estos resultados
sugirieron que las células tumorales CAL-27 presentaron una mayor muerte celular en
comparacion con las células HaCaT después de 24 horas de hipoxia. En conclusion,
nuestros resultados mostraron que las células pretumorales y las células tumorales diferian
en algunas caracteristicas relacionadas con la carcinogénesis, como el metabolismo
mitocondrial, la apoptosis y la arquitectura nuclear.
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El omeprazol es un profarmaco que actua inhibiendo la bomba de protones (H*,K*-ATPasa)
de las células parietales del estdbmago. Quimicamente es un sulféoxido que a pH acido
produce un acido sulfénico en equilibrio con una sulfenamida, cuya reacciéon con un tiol
(RSH) forma un disulfuro mixto (RSSR'), el cual en presencia de reductor, decae a un
tioéter (RSR). Considerando que el sulfuro de hidrégeno (H,S/HS") reacciona con los
acidos sulfénicos formando persulfuros (RSSH/RSS™), se hipotetiza que podria reaccionar
también con los derivados de omeprazol y formar un persulfuro. Este ultimo podria decaer
a un disulfuro para finalmente producir el tiol 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol.
Alternativamente, la reaccion del persulfuro con otra molécula de H,S podria dar un tiolato
que se convierte en un tioéter. La reaccion de omeprazol con exceso de H,S se estudié en
amortiguador citrato a pH 4.5 y 25 °C, mediante espectrofotometria UV-Vis. Se observo la
aparicion de turbiedad, que fue revertida por la adicion del reductor tris(2-carboxietil)fosfina
(TCEP) y que no fue observada con omeprazol solo ni en presencia de 3-mercaptoetanol,
sugiriendo formacion de polisulfuros y azufre elemental. Los productos del omeprazol y
H,S fueron analizados por HPLC de fase reversa, detectandose un pico que también
estaba presente en muestras de omeprazol con reductor TCEP. Sin embargo, no se
detectaron picos correspondientes al tiol 5-metoxi-2-mercaptobencimidazol, de acuerdo a
la comparacion con un estandar. Los experimentos de espectrometria de masas
evidenciaron la formacién del tioéter. Estudios de modelado computacional DFT en
solucion acuosa demostraron que, si bien la formacion del disulfuro del omeprazol se
encuentra favorecida termodinamicamente, la formacion del tioéter se encuentra mucho
mas favorecida cinéticamente, lo cual explica que se observe la formacion de este ultimo.
Por otro lado, mediante el método de ciandlisis fria se demostré la formacién de
compuestos con azufre sulfano (atomo de azufre unido a dos atomos de azufre o a un
atomo de azufre e hidrégeno ionizable), lo cual es consistente con la formacién de
polisulfuros sugerida por experimentos de espectroscopia Raman. Si bien no es probable
que estas reacciones ocurran en contextos fisioldgicos, los resultados demuestran que el
omeprazol y el H,S reaccionan a pH acido produciendo el tioéter derivado del omeprazol,
polisulfuros y azufre elemental.
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Actualmente casi el 80% de la superficie total forestada de nuestro pais pertenecen a las
especies Eucalyptus grandis y Eucalyptus dunnii. El frio es uno de los principales factores
limitantes para la produccion de cultivos y de especies arboreas subtropicales como los
Eucalyptus. Las bajas temperaturas producen danos a nivel fisiolégico y bioquimico que
incluyen: inhibicién del crecimiento, deshidratacion, dafo en las membranas celulares,
acumulacion de especies reactivas al oxigeno y vaciamiento de electrolitos entre otros.
Algunas especies como Eucalyptus dunnii, Eucalyptus benthamii Maiden & Cambage,
Eucalyptus gunnii Miq. y Eucalyptus nitens (H. Deane y Maiden) Maiden son conocidas
por ser mas tolerantes al frio, al contrario de Eucalyptus saligna Sm., Eucalyptus grandis
W. Mill ex Maiden y Eucalyptus urophylla S.T. Blake. A través de estudios fisiologicos y
bioquimicos es posible identificar las caracteristicas y los posibles mecanismos asociados
a la tolerancia al frio en de Eucalyptus de interés. Los objetivos de este trabajo fueron
identificar las caracteristicas y los posibles mecanismos asociados a la tolerancia al frio de
E. grandis y E. dunnii. El estudio se realizoé en la Sede Tacuarembd del CENUR Noreste,
en una camara de crecimiento. Para el experimento, se utilizaron hojas sanas de plantines
de 4 genotipos de E. grandis (Lumin S.A) y de E. dunnii (UPM). El experimento consistio
en mantener discos de hojas 24 h a 25°C y 4 dias a 6°C. Los discos fueron ubicados en
placas de Petri de 9mm de diametro con discos de papel de filtro embebidos en medio de
cultivo Murashige y Skoog al 10% v/v (30 discos por placa). Los muestreos se realizaron
los dias 0, 2 y 4. Durante esos dias se retiraron 3 placas por especie y se separé material
vegetal para realizar determinaciones de clorofila total, vaciamiento de electrolitos, prolina,
carbohidratos solubles totales (TSS), actividad super oxido dismutasa, antocianinas,
carotenoides, contenido de malonaldehido, H,O,, fenoles totales y proteina soluble total
(TSP). Los resultados del experimento muestran que existen diferencias a nivel de las dos
especies en cuanto al tiempo de respuesta y a los parametros de proteccién al estrés. En
este sentido, en E.dunnii los sistemas de proteccién tienen una maxima respuesta el dia 2
(fenoles totales, TSS) mientras que en E.grandis la respuesta maxima se alcanza el dia 4
(prolina, TSP, Antocianinas).
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Los glébulos rojos (GRs) almacenados para transfusion experimentan cambios
progresivos que afectan la calidad y la eficacia terapéutica de la preparacién. Estas
alteraciones, conocidas como lesiones de almacenamiento, incluyen cambios
bioquimicos y morfolégicos, que conducen a la liberacidn de microvesiculas,
alterando la membrana de los GRs. Estos eventos son inducidos, al menos en
parte, por el estrés oxidativo. El uso de técnicas de leucorreduccidn en los paises
de la Unidn Europea y en parte de los Estados Unidos ha disminuido la incidencia
de reacciones adversas de la transfusion, lo que sugiere que los leucocitos y sus
mediadores son responsables. En Uruguay, solo el 15% de los volumenes de GRs
transfundidos son leucorreducidos. Con el fin de colaborar en el establecimiento de
politicas de salud tendientes a mejorar la provision de esta importante herramienta
terapéutica, nos propusimos evaluar el efecto de la leucorreduccién en
concentrados de GRs para transfusién. En este trabajo analizamos el efecto del
almacenamiento en el estado de la membrana de los GRs, evaluando cambios en
los lipidos y proteinas de la membrana y el citoesqueleto, con especial énfasis en
las modificaciones oxidativas. Analizamos el contenido de alfa-tocoferol en la
membrana de los GRs como un reflejo de su estado oxidativo y encontramos una
leve disminucion con el tiempo de almacenamiento, lo que indica una baja
peroxidacion lipidica. También estudiamos la fragmentacién de la banda 3 del
intercambiador de aniones cloruro/bicarbonato, la principal proteina de membrana
de los GRs, la cual aumentd con el tiempo de almacenamiento. Finalmente,
analizamos las proteinas de la membrana mediante protedmica, comparando las
diferentes condiciones y el tiempo de almacenamiento. Aunque encontramos
modificaciones oxidativas en diferentes proteinas, no se observaron diferencias con
el tiempo de almacenamiento. No se observaron diferencias entre los GRs
regulares y los leucorreducidos, lo que sugiere que los leucocitos afectan a los GRs
no mediante la oxidacion de biomoléculas, sino probablemente al aumentar la
inmunorreactividad. Esto esta respaldado por los resultados de nuestro grupo de
investigacion, que encontroé concentraciones mas altas de inmunoglobulinas e IL-1b
en sobrenadantes de muestras no leucorreducidas y su capacidad para activar
macrofagos en cultivo.
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Un aspecto importante del mantenimiento de la homeostasis celular y las respuestas al
estrés es la regulacién de la composicién de los transportadores de membrana plasmatica.
Los mecanismos generales que controlan este proceso estan altamente conservados entre
los organismos eucariotas e involucran tanto la regulacion transcripcional como la
regulacion del trafico intracelular a través de la modulacién del equilibrio de secrecion,
reciclaje y degradacién de transportadores en respuesta a cambios en el entorno
extracelular. La remocion selectiva de transportadores, mediada por un proceso de
endocitosis (el cual requiere de la ubiquitinaciéon de residuos de lisina), es uno de los mas
importantes mecanismos de regulacion, ya que permite una rapida adaptacion de las
células a cambios en el ambiente. En el hongo ascomicete Aspergillus nidulans, la
ubiquitinacion de los transportadores es realizada por una ubiquitin-ligasa denominada
HulA, altamente conservada en hongos. HulA reconoce motivos PPxY en sus proteinas
blanco. No obstante, la mayoria de los transportadores de membrana carecen de este
motivo, lo que hace necesaria la participacion de proteinas adaptadoras llamadas
a-arrestinas, que contienen dichos motivos. EI modelo actual propone que las a-arrestinas
reconocen parches acidicos en los extremos citosdlicos de los transportadores, proximos a
las lisinas a ubiquitinar, para luego ser reconocidos por las ubiquitin-ligasas.

En este trabajo pretendemos aportar al conocimiento de estos mecanismos de regulacion,
utilizando como modelo UreA, el transportador de urea de A. nidulans. Nuestro grupo de
investigacion ha identificado elementos en frans (e.g. ubiquitin-ligasa HulA y un adaptador
para ésta, ArtA) que estan involucrados en el proceso de degradacion de UreA mediado
por endocitosis, asi como elementos en cis (lisinas candidatas a ser ubiquitinadas y un
parche acidico de potencial interaccion con ArtA) presentes en el dominio C-terminal del
transportador. Con respecto al posible sitio de union a la arrestina ArtA, no podemos
descartar la posibilidad de que la secuencia identificada pueda formar parte de un motivo
tridimensional, interactuando con otras partes de la molécula de UreA. Para verificar esto,
en este trabajo nos propusimos fusionar la regidon C-terminal de UreA a la region C-terminal
de AzgA, un transportador de purinas, practicamente insensible a la endocitosis inducida
por amonio. Para ello generamos las quimeras AzgA:Ct-UreA:GFP vy
AzgA::Ct-UreA(m)::GFP (versidén mutada en el parche acidico) para dilucidar si el dominio
C-terminal de UreA es capaz, por si solo, de inducir la internalizacién endocitica y posterior
degradacion de AzgA en presencia de amonio.
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La principal neuropatia periférica hereditaria humana (Charcot-Marie-Tooth, CMT) se
manifiesta en un progresivo déficit funcional-estructural de musculos y nervios periféricos.
Mas del 50% de todas las CMTs estan asociadas con alteraciones en pmp22. Su
traduccion produce una proteina (PMP22), que se expresa mayormente en la mielina
compacta de la célula de Schwann (CS). La variante CMT1E, representa un grupo de
mielinopatias portadoras de micromutaciones en pmp22. El modelo murino Trembler-J
(Trd), presenta una mutacién espontdanea en pmp22, idéntica a una familia CMT1E
humana. Esta impide la correcta insercién de PMP22 en la membrana, generando
agregados citoplasmaticos que dificultan el trafico intracelular y bloquean las vias de
detoxificacion celular. En este contexto la estimulacién de la proteostasis hacia procesos
de degradacion, parece ser una alternativa para disminuir el volumen de proteina
agregada; siendo el eje PIBK/AKT/mTOR, la via autofagica, y las chaperonas citosélicas;
puntos claves para de analisis.

Estas vias se pueden regular con miméticos de restriccion caldrica, siendo un ejemplo el
compuesto natural Curcumina, polifenol extraido de Curcuma longa. Este actia de manera
dosis y tiempo-dependiente: bajas dosis se relacionan con efectos antiinflamatorios,
antioxidantes y neuroprotectores; pero a altas dosis es utilizada por su accién antitumoral.
Debido a su caracter fuertemente hidrofdbico, la Curcumina suele solubilizarse en
compuestos organicos (etanol y DMSO). Recientemente hemos informado los efectos
inesperados de ambos vehiculos sobre la viabilidad de cultivos primarios de CS de ratones
sanos (Wt)y Trd.

El uso de nanoparticulas como sistemas de administraciéon se ha convertido en una
estrategia alternativa exitosa para diversas moléculas. Particularmente, el uso de
nanoparticulas de Polidopamina (PDA) ha sido sefialado por su versatilidad para
funcionalizar superficies y por su capacidad para vehiculizar compuestos.

Asi, sintetizamos PDA y la cargamos con Curcumina (Curc-PDA) sin utilizar solventes
organicos, para luego aplicarla a bajas dosis (0,1 yM de curcumina) a cultivos de CS en
ratones Wt y TrJ durante 5 dias. Hacia el final de tratamiento, se observo un incremento de
la viabilidad y la proliferacion en ambos genotipos, en comparacién a los cultivos tratados
con PDA. Evaluamos la expresion de AKT, mTOR, HDAC6 y HSF1, encontrando en
general que los valores tienden a nivelarse entre genotipos, pero HDAC6 y mTOR
presentan diferencias con Curc-PDA, siendo mayor la expresién en Trd. Estos resultados
parecen indicar una inhibicion de la macroautofagia, pero una activacion de la autofagia
mediada por chaperonas, como mecanismo de accién activado por la Curcumina.
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En los animales, la principal via de desintoxicacion del sulfuro (H,S) implica su conversion
en formas menos toxicas a través de una via de oxidacion mitocondrial. La primera enzima
de esta via es la sulfuro-quinona oxidorreductasa(SQRD/SQOR), que cataliza la oxidacion
del sulfuro y la reduccidon de la ubiquinona (UQ). Dado que el H,S inhibe la citocromo c
oxidasa (CitC-ox), y asi la regeneracion de UQ, esta via puede verse comprometida en
altas concentraciones de H,S.

El nematodo de vida libre C. elegans se alimenta de bacterias y en su entorno natural
puede enfrentar altas concentraciones de sulfuro. Este organismo tiene una cadena de
transporte de electrones (CTE) alternativa que utiliza rodoquinona (RQ) como
transportador de electrones lipidicos y fumarato como aceptor final de electrones. Este
trabajo demuestra que la RQ es esencial para la supervivencia en sulfuro. Los animales sin
RQ (kynu-1) no pueden sobrevivir a altas concentraciones de H,S, mientras que los
animales sin UQ (clk-1) muestran recuperacion. Adicionalmente, describimos que en C.
elegans el gen Y9C9A.16 (o sqrd-2), descrito previamente como pseudogen, estaria
involucrado en la respuesta al sulfuro. Nuestros resultados destacan que SQRD-1 y
SQRD-2 utilizan ambas benzoquinonas y que la CTE dependiente de RQ confiere una
ventaja clave (regeneracién de RQ) sobre la UQ en condiciones ricas en sulfuro. C.
elegans también se enfrenta al cianuro, otro inhibidor de la CitC-ox, cuya desintoxicacion
conduce a la producciéon de H,S, a través de CYSL-2. Nuestro estudio revela que la RQ
retrasa la muerte por parte de la bacteria productora de HCN Pseudomonas aeruginosa
PAO1.

Recientemente, estamos estudiando una via de respuesta al H,S de C. elegans
independiente de la SQRD vy su relacion con la RQ. Dicha via involucra las proteinas
RHY-1 y RIPS-1 (RHY-1-interacting protein in response to sulfide). RHY-1 tiene dos roles:
i)actua como regulador negativo del factor HIF-1 (el cual aumenta la expresién de sqrd-1
en H,S); ii)participa en otra via, en la cual en presencia de H,S, el factor de transcripcion
SKN-1 aumenta la expresion de rhy-1, el cual es necesario y suficiente para la eliminacién
de H,S. Interesantemente, los gusanos dobles mutantes deficientes en RQ y RHY-1
sobreviven al sulfuro, a diferencia de los mutantes simples (deficiente en RQ el cual es
sensible al H,S y deficiente en RHY-1 el cual es resistente al H,S).
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En nuestro Departamento estamos generando nuevos aportes al campo de la biologia
sintética, identificando y caracterizando nuevas partes bioldgicas y nuevos modelos
bacterianos para su utilizacién en aplicaciones de biologia sintética. En este contexto
hemos avanzado en la caracterizacién de la cepa Pseudomonas sp. UYIF39, aislada de
una muestra de la Antartida, como potencial chasis biologico. Hemos evaluado distintas
herramientas moleculares, contando actualmente con una caja de herramientas (toolbox)
funcional en este microorganismo. Contamos con distintos origenes de replicacion,
secuencias promotoras canénicas, y genes de resistencia a antibiéticos que pueden
utilizarse en esta cepa, asi como genes reporteros funcionales. Contamos también con el
genoma secuenciado y cerrado de la cepa, y hemos avanzado en la utilizacién de una
aproximacién de TnSeq para elucidar la funcionalidad de los genes anotados, identificando
genes esenciales y genes requeridos en condiciones especificas. Para continuar
avanzando en el conocimiento y la caracterizacion de este potencial chasis bacteriano de
origen antartico, nos proponemos identificar in vivo secuencias promotoras funcionales en
Pseudomonas sp. UYIF39. Identificar y conocer qué secuencias de ADN actuan como
promotores funcionales en este microorganismo aportara mas elementos a la toolbox
disponible. Con esta finalidad estamos utilizando una aproximaciéon de “trampa de
promotores”, la cual se basa en la utilizacidon de un vector plasmidico conteniendo un gen
reportero carente de secuencia promotora, y por ende no se expresa. En este sistema,
clonaremos secuencias de ADNg de la cepa UYIF39 corriente arriba del gen reportero de
manera que, si la secuencia introducida es reconocida por la maquinaria transcripcional, el
gen reportero se expresara y detectaremos una sefal. Actualmente nos encontramos
construyendo la biblioteca gendémica de trampa de promotores, la cual evaluaremos en
distintas condiciones de cultivo de manera de identificar secuencias promotoras
constitutivas, asi como secuencias inducibles por distintos estimulos.
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La cicatrizacién es un proceso complejo modulado por variedad de sefiales. En este
contexto, diferentes autores han estudiado el efecto de los oxidantes como moléculas
moduladoras o como agentes de dafo tisular. En particular se ha demostrado que la
formacion de H,0O, es fundamental para la estimulacion de la proliferaciéon, migracion y la
quimiotaxis de diferentes tipos celulares (Lisse et al.,, 2017). Asimismo, otros autores
demostraron que en el endotelio de cérnea la actividad de la NADPH oxidasa 4 (NOX4)
tiene efecto negativo sobre la transparencia y capacidad de cicatrizacion de la cérnea. Por
otra parte, se ha encontrado que como resultado directo de la lesidn, se libera ATP al
medio extracelular. Esta molécula actla sobre receptores purinérgicos que promueven la
formacion de H,O, por activacién de la NADPH oxidasa dual dependiente de calcio (Van
der Vliet et al., 2014).

En este trabajo se busca determinar si el incremento de calcio citosélico que ocurre de
forma inmediata a la lesion, afecta la expresién de la NOX1 (dependiente de calcio). Los
experimentos fueron realizados en células de endotelio de cornea de bovino (BCEC) en
cultivo. Se analiz6 la expresion de NOX1 y NOX4 durante la cicatrizacién o la adicién de
ATP 100 uM, mediante Western blot, In-Cell Western e inmunofluorescencia. La fosfolipasa
C (PLC) fue inhibida con U73122, la PKC con Ro 31-8220 y Cheleritrina, la CaMKII con
KN-62.

Los estudios revelan que durante la cicatrizacion de BCEC en cultivo la expresion de
NOX1 disminuye significativamente en el borde de la herida. Los resultados inhibiendo el
incremento temprano de calcio, inhibiendo la PKC o la CaMKII muestran que la expresiéon
de NOX1 aumenta hasta valores similares al control. Asimismo, la incubacién con ATP,
induce la disminucion de la expresién de NOX1, en forma dependiente de calcio, PKC y
CaMKIl. Por otro lado, los analisis preliminares de la expresién de NOX4 sugieren que la
proteina aumenta en el borde de la herida.

En conjunto los resultado sugieren que, en BCEC en cultivo, la sefal de calcio
desencadenada al inicio de la cicatrizacion, estimula la liberacion de ATP, la activacion de
receptores purinérgicos y la activacion de las quinasas antes mencionadas, que provocan
la disminucion de la expresion de NOX1. Asimismo, el aumento de NOX4 observado
podria sugerir que existen diferencias en la modulacion de la expresion entre estas dos
proteinas.
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El cilio primario (CP) es un organelo unico con forma de antena que se encuentra presente
en la mayoria de las células eucariotas durante las fases no mitéticas. Es una cilia no movil
y esta especializada en la transmision de sefales al resto de la célula. Por esta razén
contiene gran variedad de receptores asociados a proteina G trimérica y mecanosensores.
Frecuentemente se la ha asociado a la modulacién de sefales de calcio en respuesta al
flujo extracelular y ofros estimulos. Es de gran importancia en la regulacién de la
cicatrizacién y se ha observado que individuos con ciliopatias presentan una cicatrizacién
defectuosa o irregular. Por otra parte, son varias las sefiales que modulan la cicatrizacion,
entre ellas el incremento de calcio durante los primeros 5 min de realizada la lesion (FCW,

“Fast Calcium Wave”) o la formacién de H,O,, *NO y otras especies oxidantes.

En el presente trabajo se busca determinar si el CP sufre cambios en su estructura durante
los primeros minutos de realizada la lesion y el rol del calcio y H,O, sobre los mismos. Los
experimentos fueron realizados en células de endotelio de cornea de bovino (BCEC) en
cultivo. Los cilios fueron evidenciados por inmunofluorescencia especifica para tubulina
acetilada y ARL13B, la FCW fue inhibida mediante incubacién con U73122, inhibidor de
fosfolipasa C (PLC) y se utilizé catalasa para la descomposicion del H,O, a nivel
extracelular. Se obtuvieron imagenes por microscopia confocal y los parametros
estructurales fueron determinados utilizando la herramienta CiliaQ del ImageJ.

Nuestros resultados muestran que el CP de las células del borde de la herida se alarga

significativamente ~20% y vuelve a acortarse durante los primeros 15 minutos de realizada

la herida. No se logré observar diferencias significativas en otros parametros como la
curvatura, orientacion o complejidad de forma. Sin embargo, en algunos experimentos se
observé la aparicion de fragmentos esferoides separados de los extremos, que podrian
indicar un proceso de deciliacion. Por otra parte, no se observaron cambios en el largo del
CP en los experimentos en los de se inhibié la FCW con U73122 o se incubd con catalasa.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que el CP de las células del borde de la herida
se alarga durante la cicatrizacién de BCEC en cultivo y que dicho proceso esta relacionado
con la FCW y la formacién de H,0,.
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Durante la cicatrizaciéon se producen dos ondas de incremento de calcio. La onda fugaz de
calcio FCW (Fast Calcium Wave) y la onda lenta de calcio SCW (Slow Calcium Wave) que
se inicia a la hora de generada la lesién. Se ha demostrado que la SCW depende del
funcionamiento en modo reverso del intercambiador de sodio calcio (NCX). Por otra parte,
se ha demostrado que durante la cicatrizacion se forman especies oxidantes como el H,0,
y el 'NO que pueden modular la migracion y proliferacion celular.

En este trabajo se busca determinar si durante la cicatrizacion de células de endotelio de
cérnea de bovino (BCEC) en cultivo se forma peroxinitrito (ONOO™) y el rol de las sefales
de calcio sobre este proceso. Para detectar la formacion de ONOO™ se utilizé las sonda
Fluoresceina Boronato (FI-B). Se intent6 evidenciar la formacion de «NO utilizando la sonda
DAF-2 DA sin embargo esta generaba una senal artefactual no especifica. Se inhibieron
las NOS (NO sintasas) por incubacion con L-NAME o amino-metil piridina (AMPyr), la FCW
con U73122 (inhibidor de la fosfolipasa C) y la SCW con SN-6 o KB-R7943 (inhibidores del
NCX).

El uso de la sonda FI-B permitié evidenciar, tanto por microscopia de epifluorescencia
como por fluorometria, la formacion de ONOO™. Este fenédmeno resulté medible desde dos
horas de realizada la lesién en adelante. Se constatdé que la inhibicién de la FCW no
provoca cambios en la senal de FI-B. Sin embargo, la inhibiciéon de la SCW provoca una
disminucion significativa de la sefial. Asimismo, la inhibicion de las NOS también provocé
la disminucion de la formacion de ONOO™.

En conjunto, los resultados sugieren que la SCW induce la formacion de ONOO™ en forma
dependiente de la actividad de la NOS.
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En Uruguay, el cancer es la principal causa de muerte en personas menores de 70 afos.
La oncologia esta en transformacion con el avance de diagndsticos mas precisos y nuevos
farmacos. Esta “Medicina de Precision” utiliza la gendmica de los tumores para elegir
tratamientos personalizados. Actualmente, los analisis gendmicos personalizados en
Uruguay suelen ser costosos y lentos debido a la fragmentacion del proceso en varios
laboratorios, lo que dificulta la estandarizacion del diagndstico y la decision terapéutica.El
objetivo fue desarrollar un test integrado que, a partir de una Unica muestra de tumor
embebido en parafina (FFPE), permita secuenciar genes con mutaciones accionables y
detectar inestabilidad de microsatélites (MSI) utilizando Next Generation Sequencing
(NGS).Se seleccionaron 17 genes y se disefid un panel con cebadores especificos para
amplificarlos mediante PCR. Ademas, se amplificaron 76 regiones para estudiar
inestabilidad de microsatélites. Diferentes cantidades de ambos productos de PCR se
combinaron para generar una Unica libreria de secuenciacion por muestra. Se extrajo ADN
gendémico de las muestras de parafina (FFPE), que fue cuantificado con absorbancia
260/280 nm (NanoDrop) y con sondas especificas para ADN en un fluoréforo (Qubit). Se
crearon librerias de secuenciacion AmpliSeq (lonTorrent), cuantificadas con Qubit y
Bioanalyzer, y luego se combinaron de manera equimolar para la secuenciacién en el lon
GeneStudio™ S5 System del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable.

El analisis bioinforméatico incluyé la deteccidén de variantes accionables y la determinacion
de MSI. Para probar el flujo de trabajo, se secuenciaron muestras comerciales de tumores
con mutaciones conocidas vy, finalmente, muestras de tumores de pacientes en FFPE del
Banco de Tumores del Hospital Central de Las Fuerzas Armadas.

Validamos las condiciones de amplificacion para detectar mutaciones en genes del panel y
la inestabilidad de microsatélites en las muestras analizadas. Se identificaron mutaciones
en muestras tumorales de diferentes antigiedades. Estos resultados destacan el potencial
del test como herramienta util para el analisis integral de muestras tumorales mediante
NGS.
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En Uruguay se diagnostican aproximadamente 375 casos nuevos de cancer de rindn por
afio, ubicandose en el noveno lugar en incidencia en hombres y onceavo en mujeres. El
fondo nacional de recursos estima que esta enfermedad cobra 210 muertes anualmente.
Las terapias dependen de la edad y el estado de salud del paciente asi como la severidad
de la enfermedad. En los ultimos afos, el uso de la inmunoterapia por puntos de control
aparece como una nueva avenida de tratamiento para el cancer de rifidn. El éxito de esta
terapia, sin embargo, es altamente variable y dificil de predecir. El conjunto de
microorganismos que habitan nuestro intestino, llamado microbiota intestinal, tiene la
capacidad de modular el sistema inmune del hospedero y juega un papel relevante en la
respuesta a la inmunoterapia. De hecho, el uso de antibiéticos previo al comienzo de esta
terapia esta asociado a peor respuesta. Hasta ahora, el estudio del rol del microbioma
intestinal se ha enfocado mayoritariamente en las bacterias que habitan el intestino y no en
otros componentes del microbioma.

Utilizando metagendémica shotgun de alta profundidad caracterizamos el microbioma
intestinal de dos pacientes con cancer de rifién. A partir de estos resultados, evidenciamos
como los elementos genéticos méviles, como plasmidos y bacteriéfagos, actian en forma
dinamica en el intestino moldeando las comunidades microbianas presentes. Uno de estos
pacientes fue inicialmente tratado con antibiéticos previo a comenzar la inmunoterapia
mientras que el otro no. Si bien ambos pacientes muestran una respuesta favorable, los
genes de resistencia a antibioticos demuestran dinamicas diferentes en ambos.

Las bacterias presentes en el intestino tienen la capacidad de producir metabolitos que
interfieren con el hospedero y modular asi el sistema inmune. Utilizando metaboldémica
cuantificamos los acidos grasos de cadena corta de la materia fecal en dos momentos
diferentes. Ambos pacientes muestran mayor cantidad de acidos grasos de cadena corta
totales, y se observa un aumento en el valerato que ha sido reportado relevante para la
funcién renal. Los resultados obtenidos pueden guiar el desarrollo de nuevas herramientas
de prediccién de respuesta para esta enfermedad.
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Trypanosoma cruzi, el agente causante de la enfermedad de Chagas, representa un
desafio significativo para la salud publica en Latinoamérica, afectando a aproximadamente
10 millones de personas, con millones mas en riesgo de infeccion. Este protozooario
exhibe caracteristicas unicas, especialmente en su expresion geénica, lo que plantea retos
especificos para combatir la enfermedad.

Los genes de T. cruzi estan organizados en policistrones, que suelen transcribirse de
manera constitutiva, aunque muestran niveles variables en el estado estacionario de sus
transcritos, lo que sugiere mecanismos de regulacion post-transcripcional. Los estudios
transcriptdmicos a lo largo de su ciclo de vida han revelado patrones de expresién
diferencial que subrayan la complejidad de sus mecanismos de regulacién génica.

El ciclo de vida de T. cruzi implica transiciones entre las formas epimastigota,
tripomastigota metaciclico, amastigota y tripomastigota sanguineo, cada una de las cuales
se caracteriza por cambios morfolégicos y moleculares significativos, adaptados a
diferentes hospedadores y ambientes. A diferencia de otros tripanosomatidos, T. cruzi
carece de mecanismos de variacion antigénica, pero depende de diversas proteinas de
superficie codificadas por grandes familias multigénicas, como trans-sialidasas, mucinas,
MASP y GP63, cruciales para su infectividad y evasion del sistema inmune.

A pesar de la extensa investigacion sobre los perfiles de expresidon génica a nivel
poblacional, la variabilidad intra-poblacional en la expresién de proteinas de superficie
sigue siendo poco comprendida. Los avances recientes de single cell RNA-seq ofrecen una
via prometedora para descubrir mecanismos moleculares sutiles relevantes para la
patogénesis, como se ha demostrado en parasitos relacionados como P. falciparum 'y T.
brucei.

Este proyecto tiene como objetivo dilucidar la heterogeneidad transcriptémica de parasitos
de T. cruzi en la forma tripomastigota utilizando datos de single cell RNA-seq. En particular,
al centrarnos en el estudio de la diversidad de expresion de genes de proteinas de
superficie, esta investigaciéon busca profundizar en la comprensiéon de la biologia celular y
las estrategias de infeccion de T. cruzi.
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Tannat grapes (Vitis vinifera L. cv. Tannat) are prized for producing high-quality wines with a
striking deep purple color, a characteristic attributed to their unusually high concentrations
of anthocyanins, a subgroup of polyphenolic compounds, including malvidin, delphinidin,
and petunidin monoglucosides. The present research investigates the relationship between
gene variants in Tannat, the structure and function of the enzymes they produce, and how
these factors influence anthocyanin accumulation and, consequently, grape color
development. The central enzyme in this study is anthocyanidin-3-O-glucosyltransferase
(UFGT), which plays a pivotal role in the formation of glucosylated
anthocyanins—precursors to the pigmented polymers that give grape skins their intense
color. By identifying eight UFGT variants through sequence homology, we filtered these
potential UFGTs by assessing their gene expression patterns and correlating them with key
stages of grape color development. Of these, four variants were distinct from those found in
Pinot Noir PN40024 clone (V. vinifera reference genome), featuring point mutations in
regions likely to affect the enzyme's catalytic efficiency. These mutations could alter
anthocyanin synthesis, thereby impacting the intensity and quality of the grape's color.To
explore the structural and functional differences among these UFGT variants, molecular
models were generated using the threading method, followed by 100 ns molecular
dynamics simulations in NAMD3, employing the Amber ff19SB force field under periodic
conditions with explicit solvent. Each UFGT variant was simulated in complex with
UTP-Glucose and four different anthocyanins: malvidin, petunidin, peonidin, delphinidin,
cyanidin and a flavonol, quercetin.The modeled structures revealed two symmetrical
Rossmann-like fold parallel domains for UFGTs. The binding sites for both, the substrate
and the sugar donor (UDP-Glu), were located at the domain's interface, involving shared
amino acids from both sides. Notably, the simulations indicated selective binding
capabilities for each UFGT variant, suggesting a degree of specificity in their glucosylation
targets. Analysis of the interatomic distances between the UTP donor and anthocyanin
acceptors aligns with a glucose transfer reaction, further supporting the observed catalytic
behavior. These findings pave the way for further investigation using quantum
mechanics/molecular mechanics (QMMM) simulations to better characterize the catalytic
efficiency of these UFGT variants, deepening our understanding of the molecular processes
that contribute to the vibrant color of Tannat grapes.



Poster #71

Perfiles de pequeios RNAs no codificantes en mujeres con Lupus
Eritematoso Sistémico

Sofia Dacosta', Maria Rosa Garcia-Silva', Tamara Fernandez?, Sergio Bianchi'?.

'Laboratorio de Genomica Funcional, Institut Pasteur de Montevideo. 2Unidad de Bioinformatica,
Institut Pasteur de Montevideo. 3Laboratorio de Biomarcadores Moleculares, Departamento de
Fisiopatologia, Hospital de Clinicas, Universidad de la Republica.

La pérdida de la autotolerancia por parte del sistema inmune genera respuestas aberrantes
contra el propio organismo, lo que estd en la base patogénica de las enfermedades
autoinmunes (EA). En particular, el Lupus Eritematoso Sistémico (LES) es una enfermedad
autoinmune sistémica, que presenta problemas diagndsticos importantes y aun no tiene un
tratamiento curativo. El transcriptoma humano incluye una amplia gama de &cidos
ribonucleicos que no codifican para proteinas (ncRNAs). Estas moléculas, o sus
fragmentos, han sido descritos a nivel extracelular como moléculas circulantes en el
plasma. Desde entonces, la comunidad cientifica se ha interesado en la deteccion de estos
ncRNAs en distintos biofluidos, con la finalidad de establecer a estas moléculas como
analitos identificables en biopsias liquidas minimamente invasivas, ya que podrian facilitar
el diagnostico, seguimiento y prediccion la evolucion de distintas enfermedades. Distintos
ncRNAs han sido reportados alterados en la circulacion de pacientes con LES, y por lo
tanto han sido propuestos como prometedores biomarcadores de la enfermedad a través
de su deteccidon en biopsias liquidas. En este trabajo se secuenciaron pequefios RNAs de
muestras de plasma de 3 pacientes con LES en actividad, 3 pacientes con LES en
remision y 3 controles sanas. Los resultados obtenidos constituyen evidencia preliminar de
que las pacientes con LES en actividad comparten algunas caracteristicas en cuanto a la
composicion de miRNAs en plasma. Estos resultados sugieren la existencia de un perfil de
mMiRNAs asociados a la actividad del LES. Sin embargo, no todos tienen caracteristicas
que los posicionen como buenos candidatos a ser un biomarcador de la enfermedad. En
este sentido se plantea como un resultado interesante la disminucion de miR-150 y
miR-106b en el plasma de las pacientes cursando un periodo de actividad. Se trata de
mMiRNAs especificos de linfocitos, y sus fluctuaciones han sido asociadas a procesos
relevantes para la patologia del LES, como lo es la pérdida de la autotolerancia. Estos
resultados son un punto de partida para futuros ensayos en los que se buscara validar lo
observado y continuar explorando el potencial de miRNAs como biomarcadores en
biopsias liquidas minimamente invasivas.
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Pese a que la fraccion codificante del genoma protagoniza nuestra bisqueda de
comprender a los complejos sistemas biolégicos, la vasta mayoria de nuestros genes se
transcriben como ARNs no codificantes (hcRNA), clasificados en familias segun su tamafio
y funcion. Ellos regulan la expresiéon génica en multiples niveles ademas de participar en
un amplio repertorio de otros procesos. Entre los ARNs no codificantes pequenos
(sncRNA) encontramos la clase de los microRNAs. Estas moléculas se asocian a las
proteinas Argonauta (AGO) del complejo RISC para modular la expresiéon de ARNs
mensajeros (MRNA) de forma post-transcripcional, y su desregulacion cumple un rol
fundamental en la iniciacién y progresion del cancer y otras patologias.

Los vault ARNs (vtRNAs) son ncRNAs de 88-102nt transcritos por la ARNpol Ill. En
humanos hay cuatro, distribuidos entre dos loci. En conjunto con algunas proteinas,
conforman un organelo ribonucleoproteico que es ubicuo y abundante en eucariotas cuya
funcion es elusiva: la particula vault. Sin embargo, la vasta mayoria de los viRNAs no
integran a la particula, sugiriendo que cumplen otras funciones en la célula.

Inicialmente descartados como productos de degradacion, actualmente se reconocen
sncRNAs derivados de familias como los tRNAs, rRNAs, y otras. Entre otras funciones, se
propone para ellos roles novedosos en cancer, enfermedades neurodegenerativas y otras
patologias. Se suman a esta lista los vault ARNs pequefios (sviRNASs).

Nuestro grupo previamente reportd la existencia de dos fragmentos derivados del
vtRNA2-1 cuya expresion se regula diferencialmente entre la condicion normal y tumoral en
cancer de prostata. Motivados por estos antecedentes, y por la ausencia de estudios de
expresion global de los sviRNAs en lineas celulares humanas, desarrollamos un pipeline
de anotacion computacional para estudiar su expresion en datos transcriptomicos de
sncRNAs.

Generamos un catalogo de los fragmentos con mejor representacion producidos a partir
del procesamiento de viRNAs en muestras de smallRNA-seq publicamente disponibles de
distinto origen tisular y en distintas condiciones. Validamos nuestro pipeline al observar la
presencia de los svtRNAs y otros sncRNAs previamente identificados. Luego, con el fin de
ponderar la posibilidad de un rol tipo microRNA para svtRNAs, estudiamos su presencia en
datos de asociacion a proteinas AGO disponibles en la literatura. Los resultados indican
que algunos fragmentos estan asociados a AGO, lo que apoya la posibilidad de que
participen de la represion de ARNm mediada por RISC.
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Aunque el cédigo genético es una caracteristica compartida por todos los organismos, el
codigo geneético universal presenta ligeras variaciones. Los cédigos genéticos alternativos
son adaptaciones de uno o varios codones, tipicamente codones de terminacion (stop).
Los codones stop candnicos son UAA, UAG y UGA. En eucariotas, por ejemplo, las algas
dasicladaceas y algunos protistas como los ciliados y las hexamitas, utilizan
exclusivamente UGA como codén de terminacién, mientras que UAA y UAG codifican
glutamina. La gran mayoria de los procariotas, por su parte, utilizan un coédigo genético
idéntico al estandar, con la diferencia de algunas alternativas de codones de inicio de
traduccion mejor documentadas. Mycoplasma y Spiroplasma son algunas de las
excepciones, dado que el codon UGA (que suele ser un codon stop) se ha reprogramado
para codificar triptéfano.  El objetivo de este estudio fue describir algunos patrones
composicionales que emergen de la interaccion de los virus con sus hospederos y, mas
particularmente, su dependencia de la maquinaria de traduccién del hospedero. En
general, los virus utilizan el cddigo genético candnico, como en la mayoria de los genomas
celulares. Los codones stop co-optados en los diferentes codigos alternativos se utilizan
con alta frecuencia en los virus que infectan hospederos que emplean dichos cédigos.
También describimos la distribucion de frecuencias de codones y de aminoacidos segun
los cddigos genéticos presentes en los genomas virales disponibles. Observamos que,
aunque los virus muestran adaptacion y especificidad en su uso de codones segun el
coédigo genético del hospedero, esto no se traduce necesariamente en una mayor
frecuencia de los aminoacidos codificados por los codones co-optados.
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Desde el comienzo de la pandemia por el virus SARS-CoV-2, se han realizado humerosos
esfuerzos para desarrollar vacunas eficaces para controlar la enfermedad. La mayoria de
estas vacunas de administracion parenteral potencian una fuerte respuesta inmune
sistémica, pero no asi a nivel de mucosas, la cual es esencial para evitar la entrada y
transmisidn del virus. En el presente trabajo se propuso disefiar, construir y evaluar una
vacuna oral contra SARS-CoV-2, utilizando Salmonella Typhimurium LVR01 como vector,
la cual generaria una fuerte respuesta a nivel de mucosas.

Se desarrollaron dos estrategias diferentes presentando como antigeno dos copias del
dominio de union al receptor de la proteina Spike del SARS-CoV-2 (RBD) en tandem. La
primera estrategia fusiona el antigeno con el fragmento C de la toxina tetanica (TetC) para
aumentar la inmunogenicidad, mientras que la segunda lo fusiona a Ssed, una proteina del
sistema de secrecién tipo 3 de la isla de patogenicidad SPI2 de Salmonella, este sistema
es necesario para la infeccion sistémica del patégeno. La experiencia previa con proteinas
heterélogas de otros patdégenos sugiere que la primera estrategia puede inducir una fuerte
respuesta de IgA en mucosas, mientras que la segunda se ha demostrado que un antigeno
fusionado a Ssed es translocado por Salmonella a células eucariotas y provoca la
generacion de anticuerpos especificos en modelos murinos. Cabe mencionar que los
prototipos de vacunas basados en Salmonella se caracterizan ademas por inducir fuertes
respuestas de anticuerpos sistémicos y de células Th1.

Se evaluaron ambas construcciones, se determind estabilidad plasmidica, expresion de
ARNm y de proteinas de fusion. Se realizaron ensayos de seguridad e inmunogenicidad
por dos vias, oral e intravenosa, mostrando inesperadamente una baja respuesta inmune.

Se plantearon hipotesis para explicar estos hallazgos: (i) Salmonella podria tener
dificultades para expresar los antigenos debido al gran tamafo de las proteinas de fusion
resultantes; (ii) en condiciones in vivo los plasmidos que codifican los antigenos vacunales
son inestables, y (iii) podria haber problemas en el plegamiento tridimensional de las
proteinas, lo que podria resultar en epitopes que no son reconocidos por el sistema
inmune. En base a esto, se decidié construir y evaluar dos estrategias nuevas, similares a
las ensayadas, pero expresando una sola copia del RBD, lo que podria reducir el tamafio
de los antigenos, mejorar la estabilidad plasmidica y conformacion tridimensional, esto
ultimo segun analisis in silico de biologia estructural entre las diferentes estrategias.
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Las Enfermedades Tropicales Olvidadas son infecciones que afectan mayoritariamente
poblaciones que viven en situacién de pobreza, donde las condiciones higiénicas y
sanitarias son carenciales. Dentro de los agentes causales de estas enfermedades estan
los protozoarios parasitos Trypanosoma cruzi y Leishmania spp., causantes de la
Enfermedad de Chagas y la Leishmaniasis, respectivamente, enfermedades prevalentes
en América Latina. Debido a que el tratamiento farmacoldégico para las infecciones
causadas por estos parasitos se ha desarrollado hace muchos afios y presenta efectos
secundarios y toxicidad es importante continuar desarrollando nuevos farmacos para el
tratamiento de dichas enfermedades. En tal sentido, el Laboratorio de 1+D de Moléculas
Bioactivas del CENUR LN ha sintetizado y evaluado diferentes compuestos con potente
actividad contra Trypanosoma cruzi y Leishmania spp, con capacidad de matar los
parasitos in vitro y reducir la carga parasitaria en modelos animales in vivo. De los
compuestos disefados actualmente estamos trabajando con dos compuestos que
resultaron hits luego de la evaluacion de actividad, selectividad, citotoxicidad vy
mutagenicidad. Dada la cercania filogenética entre T. cruzi, Leishmania spp. y T. brucei es
posible que los compuestos puedan tener actividad antiparasitaria frente a los 3
kinetoplastidos.

Los compuestos ensayados han demostrado mayor actividad que Nfx, Bnz, y Miltefosine
en T. cruzi y Leishmania, asi como también presentaron actividad sobre una cepa de L.
infantum aislada en Uruguay. No obstante, como estos compuestos han sido identificados
mediante cribados fenotipicos es importante investigar las posibles vias implicadas en el
modo de accidén para poder guiar la optimizacion de estas moléculas. Datos previos
permitieron identificar genes involucrados en el mecanismo de accion de los compuestos.
Para ello se emplearon librerias de ARN de interferencia de T. brucei (RIT-seq) y
bibliotecas de cosmidos que sobreexpresan el genoma de T. brucei y se pudieron
identificar genes asociados al mecanismo de accion de los compuestos. Para continuar
con la determinacion de las posibles vias implicadas en el mecanismo de accién de los
compuestos se continuaran empleando estas herramientas gendmicas de silenciamiento y
sobreexpresion. Nos planteamos continuar con la validacion individual de estos genes
identificados previamente y realizar estudios transcriptomicos en T. cruzi como otra
herramienta para la comprension del mecanismo por el cual estos compuestos llevan a la
muerte de los parasitos.

Con esta investigacion se espera apuntamos a lograr identificar el mecanismo de accion de
los compuestos hits identificando genes cuyos productos influyan en la accion de los
compuestos (ya sea que estén vinculados con el ingreso, transporte y metabolismo de los
compuestos, asi como redes de proteinas o vias intracelulares que se alteran en presencia
del compuesto y/o blancos moleculares que interaccionen directamente con los mismos). .
Este proyecto permitira identificar y validar procesos, vias metabdlicas o de senalizacion
alteradas en presencia de los compuestos, tanto en T. brucei como en T. cruzi.
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Trypanosoma cruzi es un parasito unicelular causante de la enfermedad de Chagas.
Durante su ciclo de vida, este parasito alterna entre 2 hospederos, un insecto vector y un
hospedero mamifero, atravesando diferentes estadios diferenciados. En el insecto se
encuentran las formas epimastigota no infectiva y tripomastigota metaciclico infectiva y en
el mamifero se encuentra mayoritariamente en las formas tripomastigota celular y
amastigota intracelular.

Las amastinas son una familia de proteinas hidrofébicas con 4 dominios transmembrana
identificadas inicialmente en T. cruzi y luego en Leishmania donde se describieron 4
subfamilias (a-, B-, y- y 6-amastinas) segun posicion gendmica, estructura y evolucién. En
T. cruzi solo se encontraron B-, y 6-amastinas. A través de analisis filogenéticos, nuestro
grupo identificé un tercer grupo no reportado en T. cruzi (w-amastinas), con origen mas
ancestral. La ubicacién subcelular y funciéon de estas proteinas aun se desconoce.
Mediante qRT-PCR se constataron niveles de expresion diferencial estadio especifico de
B-, 0- y w -amastinas y amastinas, lo que sugiere que estas subfamilias podrian cumplir
funciones diferentes en el parasito y poseer también una ubicacion subcelular diferente.

Para estudiar la localizacion subcelular de cada una de las diferentes subfamilias de
amastinas, se generaron en el laboratorio anticuerpos anti B-amastinas, anti d-amastinas y
anti w -amastinas con las cuales se realizé inmuno localizacion y microscopia confocal en
epimastigotas, amastigotas y tripomastigotas salvajes, obteniendo resultados que
muestran una diferente localizacién de las diferentes subfamilias dependiendo del estadio
del parasito en su ciclo de vida.

Por otro lado, para analizar el rol de las diferentes subfamilias de amastinas en la infeccion
y persistencia se esta realizando edicién gendémica mediante el método de CRISPR-Cas9,
generandosé parasitos carentes de cada uno de los 3 grupos de amastinas para estudiar
funcién en la infeccion. Se disenaron los ARNs guia para dirigir el corte por la enzima Cas9
a regiones cercanas al codon de inicio de los genes de las B-, 6- y w-amastinas y se
clonaron en el vector sgRNA/Cas9/pTREX-n. Se generaron también ADN donor,
conteniendo el gen de resistencia a hygromicina flanqueado por las regiones 5 y 3’
homologas al gen de interés para cada subfamilia de amastina para sustituir estos genes
por el gen de resistencia a hygromicina.



Poster #77

Diseino bioinformatico de nuevos candidatos vacunales frente al Virus de la
Diarrea Viral Bovina

Gonzalo Menafra', Mariana Rivera-Patron', Leticia Maya?, Rodney Colina?, Maria
Barrandeguy?®, Ingryd Merchioratto®, A. Menchaca®, Sebastian Miles', José A. Chabalgoity’

'"Unidad Académica de Desarrollo Biotecnologico, Instituto de Higiene, Facultad de Medicina,
Universidad de la Republica. 2Laboratorio de Virologia Molecular, Centro Universitario Regional
(CENUR) Litoral Norte, Universidad de la Republica. *Plataforma de Investigacién en Salud Animal,
Estacion Experimental La Estanzuela, Instituto Nacional de Investigacion Agropecuaria (INIA), Ruta
50, km 11.5, 70006 La Estanzuela.

El Virus de la Diarrea Viral Bovina (BVDV) es el agente etiolégico de la “Diarrea viral
bovina” y la “Enfermedad de las mucosas”. Es un patdgeno de distribucién mundial con
gran impacto econdémico ya que afecta la produccion y reproduccion de los bovinos. En
Uruguay se han detectado cepas de BVDV-1a, BVDV-1i y BVDV-2b, siendo BVDV-1a el
subtipo mas predominante. Las vacunas contra BVDV de aplicacién en Uruguay son a
virus inactivado, no se realizan con las cepas de circulacion en Uruguay y su eficacia es
menor comparado con los paises de donde son originarias dichas cepas. La glicoproteina
E2 es el antigeno inmunodominante de BVDV y es crucial para el ingreso del virus a la
célula. E2 tiene 3 dominios y una regién transmembrana, posee 374 aminoacidos, 4
glicosilaciones y 9 enlaces disulfuro. En este trabajo, disefiamos nuevos candidatos
vacunales frente a BVDV usando cepas uruguayas para mejorar su efectividad. A partir de
genomas de BVDV-1a de aislamientos uruguayos se adquirié la secuencia de E2, y se
comparo filogenéticamente con todos los genomas completos disponibles de BVDV-1,
tomando a la cepa NADL como referencia. A partir de este estudio se generd una
secuencia consenso utilizando el aminoacido mas abundante para cada posicion
aminoacidica. Luego se realizé un estudio inmunoinformatico de las E2 uruguayas, NADL y
la consenso, donde se analizaron los epitopes T para MHC-I y MHC-II bovinos y murinos,
observandose presencia de estos epitopes para todos los MHC-II estudiados, y la mayoria
de los MHC-I. También fueron analizados los epitopes B lineales y conformacionales.
Aunque se observd una co-localizacion de las glicosilaciones con varios epitopes B, el
dominio | presenta un epitope conformacional altamente conservado que no presenta
glicosilaciones, y dado que E2 se une al receptor celular mediante el dominio Il, se evalu6
el uso de los primeros dos dominios como candidatos vacunales. A este constructo,
correspondiente a la region N-terminal de E2 lo denominamos E2N. En comparacién con
E2, E2N posee una mayor solubilidad y antigenicidad tedrica, y mantiene epitopes T contra
los mismos MHC-I y MHC-II. Ademas, su expresion en E. coli podria ser mas sencilla, ya
que es de menor tamano y presenta solamente 1 glicosilacion y 4 enlaces disulfuro.
Actualmente estamos produciendo de forma recombinante tanto las E2 de las cepas
uruguayas, la NADL y la secuencia consenso, asi como la E2N, para evaluar su potencial
uso como candidatos vacunales.
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Trypanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas, es un parasito
intracelular obligado perteneciente a la familia de los kinetoplastos, que puede invadir y
proliferar dentro de las células de mamiferos. Para establecer la infeccion, el parasito debe
sobrevivir al ataque nitrooxidativo de los macréfagos en respuesta a la invasion
(generacion de superoxido (O,), perdxido de hidréogeno (H,O,), 6xido nitrico (‘(NO) y
peroxinitrito (ONOOQO")). T. cruzi posee una amplio y complejo sistema antioxidante que le
permite defenderse del ataque nitroxidativo en el fagosoma del macroéfago, y asi proliferar y
establecer la infeccién en el huésped vertebrado. Entre las enzimas antioxidantes de T.
cruzi hay una peroxidasa de ascorbato-citocromo ¢ hibrida de tipo A que contiene hemo
(APx-CcP) que puede utilizar tanto ascorbato como citocromo ¢ como sustrato reductor. En
este trabajo mostramos, mediante estudios cinéticos y determinacion de productos de
reaccion, que la APx-CcP de T. cruzi reacciona eficientemente con peroxinitrito (k = 4 x 106
M s') mediante un mecanismo de dos electrones generando compuesto tipo |
(Fe"V=0,Trp233*) y NO,.

A nivel celular, se ha mostrado que los parasitos que sobreexpresan APxCcP aumentan la
infectividad tanto in vitro (macréfagos) como in vivo (modelo murino). Con estos
antecedentes, evaluamos y profundizamos en el papel de APxCcP durante la infeccion de
macrofagos inmunoestimulados (que expresan iINOS y por lo tanto generan peroxinitrito),
asi como estudiamos el papel del contenido de ascorbato durante el proceso de infeccion.
Este punto es importante sabiendo que la enzima se encuentra en la mitocondria y también
en la membrana plasmatica de los estadios infectivos (tripomastigotas y amastigotas), por
lo que podria utilizar el ascorbato del hospedador como sustrato reductor. Evaluamos el
efecto de la presencia de ascorbato durante el proceso de infeccion a macroéfagos por
tripomastigotas salvajes y sobreexpresantes de APx-CcP. Resultados preliminares
muestran que el agregado de ascorbato, como sustrato reductor de la APx-CcP, le
conferirle al parasito mayor capacidad de detoxificacion de oxidantes, y un mayor nivel de
infeccidon en comparacion con la condicion sin suplementacion. Esto se cumple tanto para
la cepa WT como para la sobreexpresante de APx-CcP, siendo esta ultima mas resistente
al peroxinitrito en cualquiera de las condiciones ensayadas, lo que indica que ademas el
parasito podria estar utilizando su propio ascorbato ya que, a diferencia de los macréfagos,
tiene capacidad de sintesis.
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Invasive pulmonary aspergillosis (IPA) is a severe and often fatal lung infection cause by
Aspergillus fumigatus, a ubiquitous mycopathogen. Recognized as the primary airbone
fungal threat, A. fumigatus has been classified as a critical public health concern by the
World Health Organization. Infection typically occurs through the inhalation of spores
(conidia) into the respiratory tract, followed by the colonization of host tissue. To establish
successful infections, this fungus must withstand oxidative stress imposed by the host.
AfPrx1 (Afu4g08580) is a 1-Cys Peroxiredoxin (Prx) involved in A. fumigatus virulence,
probably by reducing hydroperoxides, including H,O,. AfPrxC (Afu8g07130) is another
1-Cys Prx from A. fumigatus, is located in the mitochondria, while AfPrx1 resides in the
cytosol. Our research focuses on the biochemical and structural characterization of
recombinant AfPrx1 and AfPrxC, which were expressed in E. coli strain BL21 (DE3) at 37
°C and purified using metal affinity chromatography (IMAC) and size exclusion
chromatography (SEC).Previous findings revealed the rate constants for the oxidation of
AfPrx1 and AfPrxC by various hydroperoxides, which ranged from 10* to 10’ M' s, In this
study, we observed that the oxidized forms of AfPrx1 and AfPrxC (sulfenic acid form,
Cys-SOH) are reduced by ascorbate, with second-order rate constants in the range of 10°
M- s, which were measured through a competitive assay with dichlorophenolindophenol
(DCPIP). Mutant proteins with reactive Cys residues replaced by Ser were used as
negative controls. Additionally, we successfully crystallized recombinant AfPrx1, which may
enable the determination of its crystallographic structure. Crystallization trials for
recombinant AfPrxC are also underway. Moreover, we are developing a redox western blot
technique tailored specifically for 1-Cys proteins, employing
4-(5-methanesulfonyl-[1,2,3,4]tetrazol-1-yl)-phenol (MSTP) for thiol alkylation and
4-Acetamido-4'-maleimidylstilbene 2,2°-disulfonic acid (AMS) for subsequent analysis in
cellular systems. These efforts aim to deepen our understanding of how A. fumigatus copes
with host-induced oxidative stress during infection.
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El virus Dengue (VDEN) es el agente causal de la fiebre de Dengue y de la fiebre
hemorragica de Dengue. VDEN es un importante patégeno a nivel mundial responsable
por 105 millones de infecciones por afio. En 2024 las infecciones por VDEN en la region
sudamericana han sido aproximadamente 11 millones, asi como en Uruguay se registra el
mayor numero de casos en décadas, contabilizado 702 a junio de 2024. VDEN es
transmitido por mosquitos Aedes aegypti y Aedes albopictus. EI genoma de VDEN esta
constituido por una sola hebra de ARN de polaridad positiva y se clasifica en cuatro
serotipos de acuerdo a su antigenicidad en (VDEN1-4) con diversos genotipos en cada
serotipo. Actualmente, existe una vacuna licenciada CYD-TDV (Dengvaxia®) y otra en
ensayos de fase lll (TetraVax-DV-TV003, TV003). La glicoproteina E es el principal
componente de la capside viral y el blanco dominante de la respuesta inmunitaria de
anticuerpos contra VDEN. En estos estudios, el analisis filogenético de la proteina E de
VDEN que han circulado y circulan en la region sudamericana revelan la presencia
significativa de VDEN1 genotipo V desde 2016 al presente y particularmente en 2023 y
2024. Diferentes polimorfismos se observan dentro del genotipo V, con sustituciones de
amino acidos en todos los dominios de la proteina, particularmente en el domino Il
responsable de la unidon a moléculas receptoras en la membrana de la célula huésped.
Asimismo, en este estudio se discuten las relaciones genéticas, antigénicas y estructurales
de VDEN1 genotipo V asilados en la regidn sudamericana con el componente VDEN1 de
las vacunas disponibles.
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La enfermedad de Chagas, causada por el protozoo Trypanosoma cruzi, sigue siendo un
importante problema de salud publica. Los macrofagos residentes en la piel y el tejido
submucoso, junto con los neutrdfilos reclutados al sitio de invasion, forman parte de la
primera linea de defensa en la respuesta inmune, cumpliendo un rol fundamental en el
control de la proliferacion y diseminacién parasitaria a través de la fagocitosis, produccion
de especies reactivas y destrucciéon del parasito internalizado. T. cruzi posee un sistema
antioxidante altamente eficiente en la detoxificacion de especies reactivas, compuesto por
una red de enzimas antioxidantes y tioles de bajo peso molecular, el cual resulta
determinante para la propagacion y persistencia parasitaria en los tejidos. La cepa de T.
cruzi C8C3 aislada de humano, se ha mantenido en pasajes por ratéon y de forma axénica
desde su aislamiento hace mas de 30 afos. Los cultivos de T. cruzi mantenidos de forma
axénica perdieron su virulencia (C8C3lvir) mientras que los mantenidos por pasajes en
ratén presentan una alta virulencia (C8C3hvir). Considerando los antecedentes, ratones
Balb/c se infectaron con las variantes de alta y baja virulencia. C8C3hvir exhibidé un
aumento en la parasitemia, presentando aproximadamente el doble de parasitos
circulantes durante el pico de la misma. Cabe destacar, que la supervivencia de ratones
infectados con C8C3hvir disminuyo al 20% (11 dpi), mientras que 100% de los ratones
infectados con C8C3lvir permanecieron vivos hasta el momento de la eutanasia (25 dpi).
Se analizé los niveles de enzimas antioxidantes para ambas variantes y se observé un
aumento en la variante C8C3hvir con respecto a C8C3lvir. En particular, las
peroxirredoxinas (PRX) citosodlica (CPX) y mitocondrial (MPX), destacando el rol de estas
enzimas en la virulencia y persistencia parasitaria. Mediante la transfeccion de
epimastigotas C8C3lvir con el vector de expresion pTREX conteniendo la secuencia
codificante de CPX se obtuvo un incremento en la expresiéon de 2,2 veces para la enzima
de interés. Posteriormente, se infectd la linea celular de macréfagos J774A.1 (parasito:
célula, 5:1) estimulados o no con LPS/IFN-y para la induccion de la expresion de la iNOS y
se evalud la proliferacion por conteo de amastigotas intracelulares (DAPI, 24 hpi). La
sobreexpresion de CPX determind un aumento de aproximadamente 2,7 veces en la
proliferacién tanto en cultivos estimulados como naive. Ademas, se infectaron cultivos de
cardiomiocitos de la linea celular H9c2 y se evalué la capacidad infectiva (24 hpi) mediante
conteo de amastigotas intracelulares para parasitos salvajes (C8C3hvir y C8C3lvir) y
sobreexpresantes CPX. Se observé en parasitos C8C3/vir sobreexpresantes de CPX la
recuperacion del fenotipo virulento, alcanzando niveles de proliferacion similares a los
observados para C8C3hvir. En suma, los niveles de las PRX, en particular CPX, resultan
determinantes para el establecimiento de la infeccién, proliferacion y persistencia
parasitaria de T. cruzi.
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Las infecciones virales representan una gran amenaza para la salud publica, con
significativos costos sociales y econdmicos. Comprender cémo los factores celulares
intrinsecos influyen en la infeccién es fundamental para mejorar las estrategias preventivas
y terapéuticas. En estudios previos, identificamos que la proteina reguladora de sefiales
alfa (SIRPA), un regulador negativo de la fagocitosis, limita la endocitosis de virus
envueltos y que la fosforilacion de sus dos motivos de inhibicién basados en tirosina (ITIM)
de su dominio citoplasmatico es esencial para la actividad antiviral. Uno de los blancos
celulares principales de la sefializacion inhibitoria de SIRPA durante la fagocitosis es la
cadena pesada de la miosina IlA no muscular (MYH9), la cual contribuye activamente a la
ingestion fagocitica y a otros procesos celulares a través de su actividad motora/contractil.

Aqui, analizamos si MYH9 también favorece la infeccién viral y cédmo su actividad durante
la infeccion es regulada. Nuestros resultados muestran que la expresion de MYH9
aumenta los niveles de infeccion de virus que explotan distintos mecanismos endociticos
para ingresar a las células pertenecientes a diversas familias virales, incluyendo flavivirus,
arenavirus, rhabdovirus, y togavirus, en células humanas y murinas. Ademas,
demostramos que MYH9, una proteina citoplasmatica, es activamente translocada a la
membrana plasmatica durante infecciones virales para facilitar los procesos de
internalizacion viral y fusion virus-célula, y que la fosforilacién de dos residuos de tirosina
es esencial para su funcién en la entrada viral. Finalmente, identificamos que miembros de
la familia de tirosina quinasas no receptores Scr fosforilan MYH9 durante la entrada viral, lo
cual podria ser explotado terapéuticamente para limitar infecciones virales en etapas
tempranas.
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El virus de Mayaro (MAYV) es un arbovirus transmitido por mosquitos del género Aedes,
que ha sido detectado principalmente en humanos en regiones tropicales del norte de
Sudameérica. Los sintomas de la infeccidén son similares a los de otras arbovirosis, como la
producida por el virus chikungunya, incluyendo fiebre, dolor articular y malestar general.
Aunque este virus presenta un riesgo significativo, sigue siendo subdiagnosticado vy
desatendido, lo que lo convierte en un virus con un potencial epidémico latente.
Actualmente no existen tratamientos especificos ni vacunas aprobadas para prevenir la
infeccion por MAYV, lo que sumado a la reciente aparicion de casos autoctonos de
arbovirus relacionados como el chikungunya en Uruguay, resalta la importancia de
desarrollar métodos de deteccion eficientes y un prototipo de vacuna eficaz.

Las vacunas de ARNm han demostrado ser una tecnologia revolucionaria, como se
evidencié en la pandemia de COVID-19, pues su capacidad para generar respuestas
inmunitarias robustas y su rapidez de produccién las hace ideales para abordar amenazas
emergentes. Este proyecto se centra en el disefio de una vacuna de ARNm optimizada
para el virus de Mayaro. Utilizamos ingenieria genética para mejorar la eficiencia
traduccional mediante la optimizacion del uso de codones en las proteinas antigénicas y la
inclusion de regiones no traducidas (UTR) especificas. EI ARNm se produce con
nucledtidos modificados, un CAP en el extremo 5’ y una cola de poliadeninas en el extremo
3’, lo que mejora su estabilidad y capacidad de traduccion.

En este trabajo disefiamos un plasmido molde para la produccion del ARNm mediante una
PCR de fusion. Esta PCR integra distintas secuencias clave para la transcripcion in vitro 'y
la traduccion a través de la union de fragmentos de ADN con regiones solapantes. El
disefio del plasmido incluye un promotor para la ARN polimerasa T7, seguida de la
secuencia codificante de la proteina viral de interés, junto a las UTRs seleccionadas para
maximizar la estabilidad y eficiencia traduccional del ARNm. A partir de este plasmido,
realizaremos la produccién in vitro del ARN y ensayaremos su traducibilidad en cultivos
celulares. Estudios previos del laboratorio utilizando estrategias similares han mostrado
resultados prometedores.
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Las células liberan diversas moléculas de ARN al entorno extracelular, donde circulan en
fluidos biolégicos y pueden permanecer estables durante largos periodos de tiempo. El
ARN extracelular (exRNA) desempefia un papel crucial en la comunicacién intercelular.
Inicialmente, se creia que esta comunicacion ocurria principalmente a través de su
encapsulacion en vesiculas extracelulares (EVs), que proporcionaban una proteccion fisica
al ARN. Sin embargo, hemos identificado que la mayor parte del exRNA circulante no esta
asociado a EVs, lo que plantea grandes interrogantes sobre la estabilidad de estas
moléculas en un entorno extracelular repleto de nucleasas. Nuestro equipo ha identificado
que la mayoria de los exRNAs no vesiculares (nv-exRNAs) son fragmentos derivados de
tRNAs (tDRs). Estos fragmentos presentan una gran estabilidad, debido a su capacidad
para formar dimeros o porque, en su mayoria, corresponden a formas melladas del tRNA
completo (nicked-tRNA), siendo la liberacion de los fragmentos un artefacto de la
extraccion de ARN en laboratorio. Tanto los dimeros como los nicked-tRNAs circulan como
ARN de doble cadena, lo que les confiere proteccion frente la degradacion por RNasas
extracelulares, otorgandoles asi una gran estabilidad en el medio extracelular. En este
estudio, demostramos que tanto los tRNAs como sus productos derivados son captados
espontaneamente por células epiteliales humanas. Ensayos funcionales revelaron que los
tRNA capturados espontaneamente no parecen cumplir su funcién candnica en la
traduccion de proteinas. Sin embargo, creemos que estas moléculas podrian estar
involucradas en la comunicacion celular. En este sentido, a través de analisis
transcriptomicos observamos que la captacion de nicked-tRNAs provoca cambios
significativos en la expresién de proteinas involucradas en los mecanismos de splicing en
las células receptoras. A partir de estos resultados, y mediante el reanalisis de los datos
utilizando algoritmos disefiados para detectar variaciones en la expresién de isoformas,
identificamos cambios en la isoforma de splicing prevalente de varias proteinas y se
observaron varios ARN mensajeros con retencién de intrones. Estos hallazgos posicionan
a los nicked-tRNAs como mediadores potencialmente relevantes en la comunicacion
intercelular. Profundizar en el estudio de la comunicacién celular mediada por ARNs
extracelulares estables abrira nuevas posibilidades para decodificar los mensajes que
portan estas moléculas. Esto nos permitiria utilizarlas como antenas moleculares o
biomarcadores en biopsias liquidas, para predecir alteraciones celulares incluso antes de
la aparicion de sintomas clinicos.
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Trypanosoma cruzi, el agente causante de la enfermedad de Chagas, experimenta
cambios significativos en la expresion génica a lo largo de su ciclo de vida, regulados
principalmente a nivel post-transcripcional. Aunque se han estudiado reguladores
proteicos, el papel de los ARN largos no codificantes (INncRNAs) no es comprendido en T.
cruzi. Los IncRNAs son moléculas de ARN de mas de doscientos nucleétidos que tienen
nulo o casi nulo potencial codificante. En diversos organismos, se ha demostrado que los
IncRNAs regulan la expresién génica, ayudan en la diferenciacion celular a través de su
interaccion con el ADN, ARN, proteinas y cromatina. Aunque las secuencias de IncRNAs
evolucionan mas rapidamente que las de proteinas, son mas conservadas que otras
regiones no codificantes. Ademas, pueden actuar como esponjas moleculares,
interactuando y compitiendo por los factores reguladores del gen de origen.
Recientemente, se han identificado IncRNAs en T brucei utilizando métodos
bioinformaticos aplicados a datos de secuenciacion de segunda y tercera generacion.
Ademas, se ha descrito el rol funcional de un IncRNA en la diferenciacién de T. brucei.
Estos descubrimientos subrayan la necesidad de investigar los IncRNAs codificados en el
genoma de T. cruzi y su posible relevancia funcional.Dada la importancia de los IncRNAs
como reguladores de la expresiéon génica y su relevancia particular en organismos que
dependen en gran medida de la regulacidon post-transcripcional, nuestro objetivo es
identificar INcRNAs en T. cruzi y evaluar su funcionalidad potencial a través de sus
patrones de expresion.

En este trabajo, desarrollamos un pipeline bioinformatico para anotar los INncRNAs en T.
cruzi, identificando cientos de estas moléculas. La mayoria muestra bajos niveles de
expresion, aunque muchos alcanzan niveles comparables a los de los ARNm. Nuestro
analisis de expresion diferencial revelé que numerosos INncRNAs estan regulados durante
el desarrollo del parasito. A pesar de la alta tasa de mutacion de este tipo de moléculas,
encontramos secuencias homologas de algunos IncRNAs en tripanosomatidos
relacionados, lo que sugiere una posible conservacién funcional.

Con base en estos hallazgos, proponemos una lista de IncRNAs biolégicamente
significativos en T. cruzi, que podrian desempenfar roles cruciales en la regulacion de la
expresion génica y la diferenciacion celular del parasito. Estos descubrimientos abren
nuevas vias para la investigacién del papel de los IncRNAs en la biologia de T. cruzi y su
potencial como objetivos para nuevas estrategias terapéuticas contra la enfermedad de
Chagas.
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La proteina supresora de tumores p53 es esencial en el control de la homeostasis celular y
la prevencion del cancer. Su funcidbn como factor de transcripcion se encuentra
ampliamente caracterizada. Posee dominios de unién a ADN y de transactivacion que
contribuyen con su capacidad de regular genes vinculados a funciones celulares vitales,
actividad afectada por muchisimas mutaciones descritas en cancer. Evidencias mas
recientes indican que p53 también controla la traduccién de ARN mensajeros (ARNm),
actividad que parece ser particularmente relevante durante la respuesta a proteinas
desplegadas (UPR). La UPR engloba un conjunto de vias de sefalizacién desencadenadas
para restaurar la homeostasis del reticulo endoplasmatico (RE) cuando ocurre una
acumulacion excesiva de proteinas mal plegadas o agregadas en su lumen. Es una
respuesta normal en células que producen grandes cantidades de proteinas y se encuentra
alterada en patologias como diabetes, enfermedades neurodegenerativas y cancer. En el
laboratorio, tenemos evidencias que sugieren que p53 podria controlar la traduccién de
ciertos ARNm, algunos de los cuales tienen secuencias ricas en guaninas en sus regiones
5’ no traducidas (5’UTRs). Estas regiones podrian formar G-quadruplex (G4), estructuras
no canonicas de acidos nucleicos implicadas en muchos procesos como transcripcion,
splicing, ensamblaje de RNPs, localizacion y traduccion de ARNs. Nuestro objetivo es
evidenciar interacciones p53-ARNm y estudiar si esas interacciones estan mediadas por
estructuras de tipo G4. Para eso, estamos desarrollando un modelo celular para identificar
ARNmM cercanos a p53 y su isoforma p47 durante la UPR junto con un sistema in vitro para
estudiar la formacion de G4 en oligos de ARN. Los ARNs cercanos a p53 y p47 se
identificaran por una aproximacion de marcaje con la enzima ascorbato peroxidasa APEX2
acoplado a secuenciacion masiva. Para ello, construimos plasmidos que codifican p53 y
p47 fusionadas en sus extremos C-terminal a APEX2. Hemos validado su patrén de
expresion en células H1299 carentes de p53 y su funcionalidad determinando la expresién
de algunos de sus blancos principales mediante western blot y RT-PCR en tiempo real. En
paralelo, evaluamos si las secuencias ricas en guaninas encontradas en los 5UTR de
ARNm candidatos a ser regulados por p53 podrian formar G4 en contexto celular. El
analisis in silico de estas regiones nos permitié evidenciar que varias de las secuencias
tienen potencial de formar G4. A su vez, verificamos in vitro la formacion de G4 en algunas
de las secuencias analizadas mediante electroforesis en gel de poliacrilamida utilizando
una sonda fluorescente especifica.
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Trypanosoma cruzi es el agente etiologico de la tripanosomiasis americana o enfermedad
de Chagas. Esta parasitosis afecta a mas de 6 millones de personas a nivel mundial,
focalizadas en 21 paises de Latinoamérica donde el vector que la transmite es endémico.
Solo un bajo porcentaje de individuos son diagnosticados y aproximadamente un tercio de
estos sufriran dafios cardiacos, que eventualmente llevaran a una insuficiencia cardiaca
progresiva o incluso a muerte subita. T. cruzi es un protozoario parasito con un ciclo de
vida complejo, donde multiples formas alternan entre su hospedero mamifero y el insecto.
Los mecanismos que gobiernan el ciclo celular de T. cruzi aun no estan del todo
comprendidos, aunque la evidencia reciente muestra que existe divergencia con los que
operan en el hospedero mamifero. Como antecedente, en nuestro grupo de trabajo
determinamos el transcriptoma, traductoma (mediante Ribosome Profiling) y proteoma de
la transicion proliferativa G1/S de epimastigotas de T. cruzi. Seleccionamos grupo de genes
co-regulados, para los cuales analizamos el enriquecimiento de motivos de secuencia en
las regiones UTR de sus ARNm. Identificamos un motivo de secuencia de 7 nucledtidos
(WUWAGAU) en las regiones 3'-UTR de 77 genes con mayor eficiencia de traduccién durante
la fase S. Entre ellos, seleccionamos el gen TcKKT14, el cual codifica para una proteina
cinetocorica especifica de tripanosomatidos y es el segundo gen de mayor cambio
traduccional en la transicion S/G1. Usando a TcKKT14 como modelo, nos propusimos
evaluar la capacidad del motivo para modular la expresion de un sistema reportero a lo
largo del ciclo celular de T. cruzi. Para ello, emplearemos un sistema reportero dual, donde
se inserta la regién 3'-UTR del gen de interés bajo un gen de luciferasa (Firefly), mientras
que el vector codifica también para otra luciferasa que actua de control (Renilla).
Transfectamos por electroporacién el vector con la secuencia 3'-UTR de TcKKT14 en
cultivos de epimastigotas de T. cruzi. Sincronizamos los cultivos empleando hidroxiurea
para obtener muestras enriquecidas en las diferentes etapas del ciclo celular. Para estas,
analizamos el patrén de expresion del gen reportero bajo el control de la 3-UTR de
TcKKT14. Observamos una modulacién en las distintas muestras al comparar la expresion
de la luciferasa Firefly, contra la luciferasa Renilla control. Nuestros resultados sugieren
que la regién 3-UTR puede afectar los patrones de expresion génica durante el ciclo
celular de T. cruzi.
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Los ARN no codificantes representan una familia diversa de moléculas presentes en la
mayoria de los eucariotas, entre los que destacan los Vault RNAs, una subclase altamente
conservada. A pesar de haber sido descubiertos hace mas de tres décadas, sus funciones
moleculares siguen siendo enigmaticas. Inicialmente identificados como componentes de
la particula vault, una organela ribonucleoproteica implicada en el transporte nuclear, la
mayoria de los Vault RNAs (~95%) existen de forma independiente, participando en
multiples procesos celulares.

En humanos, cuatro Vault RNAs son codificados en dos loci del mismo cromosoma, bajo el
control de promotores tipo 2 de la ARN polimerasa lll. Estos ARN son sintetizados con un
extremo 5' trifosforilado, que esta sujeto a modificaciones por una fosfatasa especifica.
Ademas, su corta vida media, de aproximadamente una hora, los convierte en ideales para
una respuesta rapida a diversos estimulos celulares.

Estudios recientes han demostrado la implicacién de los Vault RNAs en la autofagia y en la
respuesta antiviral. Durante infecciones virales por influenza, herpes o Epstein-Barr, se
observa un aumento significativo en los niveles de Vault RNAs, y su impacto en la
respuesta celular depende de su estado de fosforilacion. En nuestro laboratorio, hemos
evidenciado un incremento en los niveles de Vault RNAs en respuesta al estrés celular,
utilizando células en cultivo tratadas con arsenito de sodio. Para explorar el estado de
fosforilacion de estos ARN, realizamos ensayos con la enzima Terminator, que degrada
ARN con extremos monofosforilados, revelando cambios significativos en la actividad de la
fosfatasa que los desfosforila.

Este estudio proporciona nuevos conocimientos sobre los Vault RNAs, subrayando su
papel en la interconexion entre la respuesta al estrés y la inmunidad innata, y ofrece una
perspectiva intrigante sobre su participacion en procesos celulares esenciales.
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Los glucocorticoides (GC) forman parte de los regimenes estandares de tratamiento de
muchas patologias, particularmente enfermedades hematolégicas y hematooncoldgicas.
Dentro de las enfermedades hematoldgicas cuyo tratamiento involucra altas dosis y/o
administracion prolongada de GC, se encuentran la leucemia linfoblastica aguda (LLA),
cancer pediatrico mas frecuente en Uruguay, y en adultos el purpura trombocitopénico
inmune (PTI) y la anemia hemolitica autoinmune (AHAI) mediada por anticuerpos calientes.
El principal mecanismo de accién de los GC es la regulacion de la expresion génica, la
induccién de la apoptosis y su efecto anti-proliferativo y antiinflamatorio. Como contraparte,
provocan efectos adversos de diferente intensidad, condicionando la vida del paciente. La
via metabdlica de los GC involucra muchas enzimas, transportadores, receptores, etc., por
ende, muchos genes/polimorfismos podrian influir en la ocurrencia de efectos adversos y
en la respuesta al tratamiento. Se plantea estudiar variantes alélicas de genes vinculados
al metabolismo de la prednisona, metilprednisolona y dexametasona; y establecer relacion
con la respuesta terapéutica y la toxicidad a los mismos, en pacientes con LLA, PTl y
AHAI. Se seleccionaron genes con variantes que podrian estar presentes en nuestra
poblacién y que participan en diferentes puntos de la via de accion de los GC: las enzimas
de la familia de las GSTs que participan en el metabolismo de los GC (GSTM1, GSTT1y
GSTP1), la enzima que convierte la prednisona en el metabolito activo prednisolona
(11B-HSD1), el receptor de GC (GR), y el factor de transcripcion Ikaros (IKZF1), que es un
regulador de la diferenciacion del linaje linfoide. En este trabajo se presentan resultados
preliminares donde se pusieron a punto los protocolos para estudiar las variantes en el
numero de copias de los genes de GSTT1 y GSTM1 mediante multiplex-PCR, y el SNP
r1695 (I1105V) de GSTP1 por PCR-RFLP. Se procesaron las primeras muestras de
pacientes con LLA del banco de ADN gendmico del Laboratorio de Genética Molecular
Humana. Se identificaron individuos con deleciones en homocigosis y/o heterocigosis para
los genes GSTT1 y GSTM1 y los 3 genotipos del SNP r1695 de GSTP1. Se completara el
genotipado del banco de ADN y se ampliara la muestra incluyendo ADN de pacientes con
AHAI y PTI, para realizar posteriormente los estudios de asociacion entre genotipo y
respuesta/ efectos adversos. Las herramientas genéticas para predecir la respuesta
individual al tratamiento con GC podrian permitir ajustar las dosis para optimizar la
respuesta terapéutica y disminuir la incidencia de toxicidad.
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El cancer de préstata ocupa el cuarto lugar dentro de las neoplasias mas prevalentes a
nivel mundial. En Uruguay, el 87% de los casos de PCa se dan en hombres mayores de 60
afnos, (tasa ajustada por edad a la poblacion mundial estandar expresada en casos
x100000, datos publicados en junio de 2024 que comprenden el periodo 2016-2020). El
principal factor de riesgo para padecerlo es la edad. La membrana basal (MB) del tejido
epitelial brinda soporte mecanico, abastece de factores de crecimiento, hidratacién y regula
la proliferacién celular, la migracion y la estructura del citoesqueleto. La célula interactua
con los componentes proteicos de la MB mediante mecano-receptores, entre ellos,
Endo180 (CD280, MRC2, uPARAP), es un mecano-receptor que interactua con el
colageno tipo IV, enviando sefiales regulatorias a la célula. La formacion de AGEs (del
inglés, Advanced Glycation End products) es producto de una reaccién no enzimatica entre
un grupo amino y un azucar reductor y su acumulacién (por consumo en la dieta y por
produccion endogena del metabolismo), genera un incremento en la rigidez de la MB,
modificando las fuerzas tensionales que ejerce sobre la célula epitelial, promoviendo un
fenotipo migratorio y proliferativo. Utilizando una linea celular knock-out (KO) para
Endo180 generada en nuestro laboratorio realizamos un analisis de migracion. Se
disefiaron e imprimieron en 3D, stoppers que al apoyarse en el fondo del pocillo de la placa
de cultivo generan area donde las células no pueden adherirse. Con los stoppers se
sembraron células RWPE-1 Endo180 KO, control y células wild-type (WT) a confluencia.
Después de 24 horas, se retiraron los stoppers y se tomaron fotos de los pocillos en campo
claro, registrandose ese momento como tiempo cero. Luego se tomaron fotos a las 24
horas, 48 horas y 120 horas. Las imagenes se analizaron utilizando el software libre
Fiji/lmaged, donde se midi6 el area de la circunferencia en cada una de las tomas. Las
células Endo 180 KO migraron menos que las células WT y control. Este resultado
contribuye a los esfuerzos realizados para determinar a Endo180 como marcador de peor
prondstico en cancer de préstata.
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El estrés psicologico afecta el sistema inmunolégico, particularmente la concentracion de
inmunoglobulina A secretada (s-IgA) salival. Mientras que factores estresantes agudos
pueden aumentar los niveles de s-IgA, el estrés crénico, como el experimentado durante el
embarazo, suprime su produccion, lo que aumenta la susceptibilidad a infecciones. En el
posparto, altos niveles de depresion y ansiedad, también incrementan el riesgo de tener
problemas de salud. La asistencia a clases preparativas para el nacimiento (CPPN)
aumenta la autoconfianza durante la gestacién, el parto y el puerperio, reduciendo la
ansiedad y el dolor, lo que podria tener efectos beneficiosos en la inmunidad materna.

El presente estudio tuvo como objetivo evaluar el estrés materno durante el puerperio, su
repercusion en el sistema inmune y su variabilidad en base a la participacién de las madres
en CPPN. Se seleccioné una muestra de 88 pacientes puérperas, en las primeras 48 horas
postparto, del Centro de Maternidad CASMU 3. Dichas pacientes fueron inicialmente
separadas en dos grupos segun su participacion en las CPPN pero fueron evaluadas en
conjunto para la determinacion de correlacion de las variables principales del estudio. Se
realizaron cuestionarios sociodemograficos y de escalas de estrés percibido (PSS) a las
participantes, se realizd una toma de muestra de saliva para cuantificar los niveles de s-IgA
mediante la técnica de ELISA sandwich y se efectudé la revision del SIP (Sistema
Informatico Perinatal).

Ninguna de las variables sociodemograficas analizadas posee una correlacién significativa
con el estrés percibido, con los niveles de s-IgA salival, ni con el outcome neonatal. Sin
embargo, las CPPN poseen una influencia significativa en la edad gestacional de los recién
nacidos. Por otro lado, la asistencia a las CPPN no demostré tener ningun impacto en el
valor de la PSS ni en la concentracién o tasa de secrecion de la s-IgA salival. A pesar de
esto, se pudo encontrar, en concordancia con lo reportado en otros trabajos, que existe
una correlacion negativa entre el estrés percibido y la concentracion de s-IgA salival. Este
resultado evidenciaria que el estrés percibido durante el puerperio es la continuacion de un
estrés crénico probablemente asociado al transcurso del embarazo y, por tanto,
consideramos como principal perspectiva la realizacién de un estudio longitudinal que
permita analizar el estrés vivenciado a lo largo del embarazo y su relacion con la
concentracion de s-IgA salival.
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El melanoma es responsable de la gran mayoria de las muertes por cancer de piel. Las
opciones terapéuticas disponibles son limitadas, costosas y tienen un éxito restringido. En
este contexto, el uso de bacterias como agentes antitumorales ha ganado interés debido a
su potencial. En particular, la Salmonella ha demostrado ser una candidata prometedora:
tiene un efecto antitumoral directo al inducir la muerte de células tumorales, y un efecto
indirecto al fomentar una respuesta inmune proinflamatoria robusta.

En nuestro grupo investigamos el potencial de la Salmonella Typhimurium LVRO1, una
cepa atenuada en aroC, como inmunoterapia para el tratamiento del cancer, mostrando
que puede ser una alternativa interesante, especialmente contra el melanoma. El
tratamiento de tumores primarios con LVRO1 retrasa el crecimiento tumoral y prolonga la
supervivencia, aunque su efecto es transitorio y limitado, sin alcanzar una remisién
completa. Sin embargo, cuando se utiliza como terapia neoadyuvante en ratones
sometidos a cirugia, del melanoma primario, LVRO1 reduce la diseminacién de la
enfermedad y permite alcanzar una remision completa en mas del 40% de los animales
tratados. Este fendmeno puede explicarse por dos hipdtesis: LVRO1 previene la metastasis
de las células tumorales y/o la respuesta inmune anti-tumoral inducida por Salmonella
elimina células tumorales residuales.

Por ello, nos planteamos estudiar los mecanismos inmunolégicos inducidos por Salmonella
que subyacen al control de la ocurrencia de metastasis, evaluando si la respuesta
antitumoral inducida es dependiente y especifica del tumor y/o del tratamiento con LVRO1,
y si previene la aparicion de metastasis pulmonares. Desafiamos con B16F1 o un tumor no
relacionado (3LL, carcinoma pulmonar de Lewis) a ratones que fueron sometieron a cirugia
posterior al tratamiento con LVRO1, lo que resulté en un crecimiento tumoral retardado y
una supervivencia prolongada, unicamente en el melanoma. También realizamos ensayos
de Winn, que permitieron determinar que los esplenocitos de ratones tratados tienen un
mayor potencial para retrasar la aparicion del tumor y extender la supervivencia en el
melanoma B16F1, pero no en el carcinoma 3LL. Asimismo, efectuamos ensayos de
desafio con células tumorales B16F10 a ratones tratados con Salmonella y sometidos a
remocion del tumor primario donde se evaluaron las metastasis a nivel pulmonar,
observando que LVRO1 disminuiria el desarrollo de metastasis pulmonares en ensayos de
desafio.
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El cancer continla siendo uno de los principales desafios en salud, impulsando la
busqueda de nuevas alternativas diagnosticas y terapéuticas. La Medicina Nuclear
desarrolla radiotrazadores especificos para tumores. La proteina activadora de fibroblastos
(FAP) es una proteasa ubicua que desempefia un papel fundamental en la regulacion y
activacion de los fibroblastos, facilitando la digestion de la matriz extracelular y la invasion
tumoral, convirtiéndose en un objetivo valioso para el desarrollo de agentes diagndsticos y
terapéuticos.

Este trabajo buscé generar un modelo celular para la evaluacion in vitro de nuevos
complejos de 99mTc derivados de la linagliptina, un inhibidor de la proteina activadora de
fibroblastos (FAP), con potencialidad como radiofarmacos oncoldgicos. Con este propésito
se realizaron dos aproximaciones. Por un lado, se busco generar lineas celulares con
expresion estable de la proteina FAP1 obtenidas por transfeccion de un plasmido
pLenti-GIIICMV que dirige la expresion del gen para FAP1 humana y de un gen de
resistencia a la puromicina controlados por promotor CMV y SV40 respectivamente. Se
transfectaron dos lineas celulares de cancer de préstata, PC3 y DU145, que no expresan
FAP1. Luego se aislaron clonas resistentes a la puromicina; sin embargo, no se observo la
marcacion de FAP1 en la membrana plasmatica. Esta ausencia de expresiéon en las células
seleccionadas podria indicar una seleccion negativa de las células que sobreexpresan
FAP1.

Por otro lado, se eligieron dos lineas celulares metastasicas de melanoma, IGR39 y
SKMEL28, que presentan expresion enddgena de FAP1 alta y baja respectivamente. La
expresion se determind primeramente a partir de datos dmicos del CellLine Encyclopedia
del Broad Institute y luego se confirmé por RT-qPCR. La presencia de la proteina FAP1 en
estas lineas se analizé usando un anticuerpo especifico por técnicas de citometria de flujo,
dot blot e imunocitoquimica. Si bien el nivel de expresion de FAP1 a nivel proteico
correlaciona con la abundancia del ARNm en cada linea, la localizaciéon de la proteina
muestra ser fundamentalmente intracelular. Esto coincide con la falta de afinidad de estas
células a los radiotrazadores desarrollados en ensayos in vitro, incluyendo el radiofarmaco
68Ga-FAPIO4 gold estandar para imagenologia de la FAP, a pesar de probar diversas
condiciones.

Si bien FAP1 tiene un dominio de anclaje en la membrana plasmatica, se ha caracterizado
poco su localizacion subcelular en la literatura. Nuestro trabajo sugiere que la misma no es
constitutiva y plantea limitaciones para la eleccién de modelos bioldgicos de evaluacion de
farmacos.
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La alimentacion saludable constituye un factor protector frente a la aparicién de diversas
enfermedades. La dieta juega un papel crucial en el envejecimiento saludable y la
prevencion de enfermedades relacionadas con la edad. Se ha demostrado que individuos
que se adhieren a dietas saludables presentan menor riesgo a desarrollar deterioro
cognitivo y demencia. Los bioactivos provenientes de alimentos son metabolitos
secundarios con funciones mas alld de las nutricionales, que aportan importantes
beneficios a la salud.

Este trabajo se propone evaluar los efectos neuroprotectores de compuestos bioactivos
presentes en los alimentos, con énfasis en las urolitinas. Las urolitinas son postbiodticos que
se generan por parte de la microbiota intestinal, tras el consumo de alimentos ricos en
acido elagico. El acido elagico esta presente en diversas frutas (granada, frutillas, frutos
rojos, uvas de la variedad Muscadine), semillas, nueces y almendras.

Se ha demostrado que la urolitina A logra atravesar la barrera hematoencefalica, por lo
cual nos planteamos estudiar su impacto a nivel de la neuroproteccion. Empleamos como
modelo una linea celular de microglia murina, células BV-2 expuestas a diferentes
estimulos (LPS, LPS e INF-Y). Se demostré que la urolitina A logra modular el fenotipo
inflamatorio de estas células, reduciendo la expresiéon de citoquinas pro-inflamatorias
(IL-1B, IL-6) y los niveles de nitrito determinados por Griess.

Por otra parte, la urolitina A a bajas concentraciones (entre 0.5 - 5 yM) presenta un impacto
sobre la viabilidad celular. Se determind, empleando diversas técnicas (ensayo MTT,
recuento de células tefiidas con trypan blue y citometria con la sonda fluorescente
diacetato de carboxifluoresceina) que la urolitina A tiene un impacto sobre la viabilidad
celular. Este efecto sobre la viabilidad se acompafia de una reduccién de los niveles de
nitrito en los cultivos BV-2. Estos resultados fueron obtenidos en la linea BV-2 asi como en
macrofagos de la linea J-774. Asimismo, se analizé el efecto de la urolitina A sobre la
proliferacién celular de las células BV-2 empleando el analogo de timidina BrdU.

En conclusién, los resultados obtenidos muestran que la urolitina A podria tener impacto
sobre la neuroproteccién, modulando la respuesta inflamatoria de células BV-2 activadas y
ademas, a bajas concentraciones, presenta un efecto sobre la viabilidad celular. Estos
resultados requieren ser explorados en profundidad para determinar los mecanismos
moleculares subyacentes.
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Las diiminas, como la fenantrolina (phen) y sus derivados, se utilizan ampliamente en
quimica inorganica medicinal en el desarrollo de nuevos metalo-compuesto con actividad
antitumoral. Uno de los problemas centrales a dilucidar en esta area, especialmente para
complejos de metales labiles como el Cu, es diferenciar si los efectos bioldgicos son
propios de los ligandos libres o es necesaria la formacién del complejo para la actividad. Si
la actividad citotéxica de los compuestos de coordinacion de la phen y sus derivados es el
resultado del complejo intacto, del ligando en si, si el metal transfiere el ligando a la célula,
o si la coordinacion se pierde antes de llegar a la célula, es un tema en debate. Nuestro
grupo de investigaciéon se dedica a encontrar nuevos compuestos de coordinacion con
actividad antitumoral, especialmente de Cu(ll). Como parte de ello, estamos dirigiendo
nuestros esfuerzos a dilucidar el papel de las diferentes especies de sistemas Cu-diimina y
Cu-diimina-coligando en la actividad bioldgica. En este trabajo se presentan los resultados
obtenidos para el sistema Cu-diimina (diimina: fenantrolina, neocuproina y tetrametilphen),
cuyos complejos de cobre son potentes agentes citotoxicos en varias lineas celulares
tumorales.

Se determinaron las constantes de equilibrio por potenciometria a 25 °C en KCI 0,10 M,
incluyendo la protonacion del ligando y la hidrélisis de la formacion de Cu(ll), Cu-diimina.
Las especies Cu-diimina son estables incluso a concentracion micromolar, correspondiente
a las condiciones de los estudios celulares. También se estudié la interaccién de las
especies binarias con la albumina sérica bovina, mediante espectroscopia UV-Vis y EPR,
encontrando que la diimina permanece coordinada en presencia de albumina. Finalmente,
se determind la citotoxicidad del ligando (determinando IC50) y complejos en células de
cancer de ovario humano A2780 para analizar la relevancia de la coordinacién,
evidenciando el papel central del complejo Cu-diimina para la actividad de la propia diimina
y de las diferentes especies.
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El modelo murino TrJ (Trj) es portador de una micromutacion en el gen Pmp22, igual a la
observada en familias humanas portadoras de la afecciéon Charcot-Marie-Tooth de tipo 1E
(CMT1E). Sdlo los heterocigotas son viables (efecto de dosis génica).

Dadas las dificultades para mantener la linea de ratones Trj debido al bajo éxito
reproductivo de los machos, decidimos investigar su fertilidad. Los mutantes presentaron
espermatogénesis completa, mostrando todos los tipos celulares de linea germinal.
Mostramos en este trabajo la caracterizacion de la expresién de PMP22 en los tubulos
seminiferos a nivel celular y subcelular, en machos de genotipo salvaje (wt) y Tr. La
presencia de proteina medida en sefial de intensidad de fluorescencia es el doble en Trj
respecto del wt. La distribucion de la inmunosenal de PMP22 esta asociada a las células
de Sertoli (CS), donde esta proteina forma grandes agregosomas, en forma de esferas
similares a adiposomas con un patron definido y consistente en CS de ratones Trj; ademas,
parecen estar acompanadas de otros desechos de origen lipidico y proteico. La dinamica
de estos acumulos es aun incierta, aunque sabemos que se asocian a organelos como
reticulo endoplasmico y nucleo. También parecen asociarse a filamentos de actina, lo que
podria vincularse a fendmenos de transporte entre compartimientos subcelulares a través
de miosinas. Los microfilamentos se disponen en forma de cesta, envolviendo los
agregosomas. Hipotetizamos que la funcion de esta estructura periagregosomal pueda ser
aislar estas moléculas téxicas, evitando un comportamiento de propagacion tipo “priénico”,
como se observa en otras proteinopatias.

Aunqgue desconocemos el rol testicular de PMP22, sabemos que en sistema nervioso
normalmente esta fuertemente expresada en células de Schwann (CSch).

Estas células gliales son nodrizas, es decir, se asocian a otras células para ayudarlas en
su desarrollo y sobrevida. Existe una interesante analogia como células nodrizas entre
CSch y CS, con sus células comensales siendo neuronas y células germinales
respectivamente; en ambos casos existe un intenso “cross-talk” mediante senales
moleculares que las vinculan, y una interdependencia vital. Ademas, ambos tipos celulares
proporcionan soporte y nutricion, regulan el crecimiento y mantienen la homeostasis del
nicho, teniendo ambos en estado adulto, su ciclo celular detenido en GO. Mas aun, ambos
tipos celulares establecen contacto directo con sus huéspedes. Tanto CSch como CS
presentan abundantes proteinas de unién, en las primeras, para anclar sus propias
membranas en la espiral mielinica alrededor del axdn, y en la segunda, con otras CS para
constituir la barrera hemato-testicular. Una de estas proteinas, al menos para las CSsh, es
PMP22. Resulta interesante, por ende, investigar el rol de esta proteina en las CS, y su
aumento de expresion en los ratones Trj.



