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PROF. DRA. CARMEN PROF. DR. MANUEL
CARDA BATALLA MATA ROIG

La Profesora CARMEN CARDA BATALLA es Es Profesor Titular en el departamento de
Catedratica de la UNIVERSITAT DE VALENCIA de la Patologia de la facultad de Medicina vy
Facultad: Medicina Y Odontologiq, en el Odontologia de la UNIVERSITAT DE VALENCIA.
Departamento: Patologia. Es Licenciada y DOCTORA Licenciado y Doctor en Biologia.

en Medicina Y En Odontologia .

El Microscopio como Herramienta para el Diagnéstico y el Tratamiento. De la
investigacién Basica a la Aplicada

El reto para la ciencia histolégica ha pasado a lo largo de los afios en la mejora continua de los sistemas
adaptativos para incrementar la calidad de las muestras a observar, la posibilidad de tipificar de manera
especifica algunos de sus componentes y la magnificacién del estudio a realizar.

El avance multidisciplinar de la ciencia ha permitido que los estudios microscépicos aplicados a la investigacidn
basica, el diagnéstico anatomopatoldgico o la docencia de las disciplinas estructurales sea hoy diferente.
Ademés, esta misma confluencia del avance cientifico, permitié al final del siglo pasado la creacién de una
nueva drea de interés para los microscopistas: la ingenieria tisular.

En los dltimos afios la ingenieria tisular ha experimentado un gran desarrollo de manera y en estos momentos se
pueden generar neoestructuras validas para su uso en medicina regenerativa, sustituyendo tejidos y érganos que
han perdido su funcién por diferentes patologias o la senescencia. Esto ha permitido, de manera colateral, la
adaptacién de las metodologias desarrolladas por la ingenieria de tejidos para generar modelos experimentales
“in vitro” que, siendo capaces de reproducir algunas de las caracteristicas de los tejidos nativos, permiten el
estudio tanto de aspectos concretos de patologias como del efecto de diferentes farmacos sobre los mismos.
Asi es posible reproducir parte de la mucosa respiratoria a fin de estudiar el mecanismo de infeccién de
diferentes virus respiratorios o mimetizar microambientes tumorales a fin de estudiar los fenémenos de
transicién epitelio-mesénquima implicados en la metdstasis tumoral o estudiar qué elementos concretos de la
matriz extracelular interaccionan con las células estromales o inmunitarias en diferentes patologias.

La evaluacién de estos elementos requiere tanto del desarrollo de nuevas técnicas microscépicas como de la
adaptacién de las cldsicas para cada modelo especifico de estudio. En nuestra disertacién detallaremos
algunas de estas metodologias utilizadas, que incluyen desde el andlisis de videos microscépicos de alta
velocidad para la determinacién de la frecuencia de batido ciliar hasta la adaptacién de la microscopia
confocal para el estudio de la expresién de diferentes marcadores en el interior de organoides tumorales
generados a partir de células tumorales y estromales de cdncer de pulmdén cultivadas en ambientes
tridimensionales. Mostramos ademds la correlacién entre los resultados aportados por dichas tecnologias y otras
como la determinacién de la expresién de marcadores de transicién epitelio-mesénquima o la viabilidad celular.
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DR. JOSE REYES GASGA

Fisico en la Facultad de Ciencias de la UNAM en 1983. Obtuvo el grado de Maestria en Fisica de
Materiales en 1986 y el grado de Doctor en Ciencia de Materiales en el CICESE de Ensenada Baja
California en 1988. Obtuvo la Medalla Gabino Barreda de la UNAM en 1986 por sus estudios de Maestria
y Mencién Honorifica en el examen de doctorado. Sus lineas de investigacién son la Fisica del Estado
Sélido y la Ciencias de Materiales, en particular la Microscopia Electrénica y Cristalografia.
Actualmente el Dr. José Reyes Gasga es Investigador Titular "C” de T.C., Nivel Ill del SNI en el Area |,
Nivel D del PRIDE en la UNAM. En 1999 fue nominado por el Consejo Interno del Instituto de Fisica al
Premio UNAM para Jovenes Universitarios. Ocupd el puesto Vicepresidente (1995-1997) y de Presidente
(1997-1999) de la Asociacién Mexicana de Microscopia A. C.. Fue Co-Chairman del 14vo Congreso
Internacional de Microscopia Electrénica, celebrado en septiembre de 1998, y forma parte de la Mesa
Directiva del Comité Interamericano de Sociedades de Microscopia Electrénica (CIASEM) del cual es fue
presidente de 2018 a 2019. De 2015 a 2018 fue presidente de la Sociedad Mexicana de Cristalografia y
es presidente de la Asociacién Latinoamericana de Cristalografia (LACA) en el periodo 2019-2020.

Estructura Atémica del Esmalte Dental Humano por SEM, TEM y STEM

En esta presentacién se comentard la observacién, estudio y andlisis estructural y quimico por
microscopia electrénica del esmalte dental humano, mostrando al final de la presentacién el
arreglo atémico por imdgenes de STEM de aberracién corregida.
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DOCTOR SANTIAGO NAVA

Lic. en Biologia, Doctor en Ciencias Naturales, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad
Nacional de La Plata. Investigador del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria. -Investigador
Independiente del Conicet. Linea de ftrabajo: Sistemética, ecologia y control de garrapatas vy
epidemiologia de enfermedades transmitidas por garrapatas. Su lugar de trabajo es el Laboratorio de
Inmunologia y Parasitologia, Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria, Estacién Experimental
Agropecuaria Rafaela.

El uso de la microscopia electrénica de barrido en los estudios taxonémicos de
garrapatas

Las garrapatas son ectopardsitos hematéfagos de vertebrados anfibios y terrestres, cuya
importancia veterinaria, econémica y para la salud publica radica en su rol como vectores de
microorganismos patédgenos como protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus que afectan a
los animales y al hombre, ademds de los efectos deletéreos causados por el parasitismo per
se cémo disminucidn en la ganancia de peso en animales de produccidn, y el potencial para
provocar toxicosis, pardlisis, irritacién y alergia a sus hospedadores. Estos pardsitos son
considerados junto con los mosquitos como los mdas importantes artrépodos vectores de
agentes patégenos. Los estudios taxondmicos de las garrapatas son fundamentales no solo
como estimadores de diversidad, sino también para comprender la ecologia, evolucién e
impacto epidemiolédgico de estos pardsitos y de los microorganismos patdgenos que
transmiten. Asimismo, el cuerpo de conocimientos taxondmicos sobre este grupo de pardsitos
se constituye en la base sobre la que se sustentan las herramientas aplicadas al diagndstico y
control de especies con impacto econdmico y en salud publica y animal. A pesar del auge que
los marcadores moleculares tienen en la actualidad como herramientas aplicadas para
estudios de la sistemdtica y evolucidén de las garrapatas, el uso de caracteres morfoldgicos
sigue siendo de vital importancia para la descripcidn y el diagndstico a nivel especifico. Y en
este punto el empleo de la microscopia electrénica de barrido cobra una marcada relevancia.
En el marco de esta presentacién se describird la contribucién que el empleo de la MEB ha
tenido en el desarrollo del conocimiento de la sistemdtica de garrapatas neotropicales en las
dltimas décadas.
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DOCTOR MARIO PERELLO

Bioquimico y Doctor de la Facultad de Ciencias Exactas, UNLP. Magister en Fisiopatologia
Endocrinolégica: Bioquimica y Métodos Diagndsticos, UNLP. Postdoctoral Certificated Program in
Research. Graduate School of Biomedical Sciences, UT Southwestern Medical Center.Responsable del
grupo de Neurofisiologia, Instituto Multidisciplinario de Biologia Celular (IMBICE), La Plata, Argentina.
Investigador Principal de CONICET. Director del IMBICE, La Plata, Argentina. Investigador del
Department of Surgical Sciences, Functional Pharmacology and Neuroscience, Uppsala University,
Uppsala, Suecia.

Aplicacién de diferentes técnicas de microscopia el estudio de los mecanismos
que transportan la hormona ghrelina al cerebro

La ghrelina es una hormona secretada por el estémago que actia principalmente en el
sistema nervioso central. La ghrelina ejerce potentes efectos neuroendocrinos, metabdlicos,
autondmicos y sobre la conducta, entre los que se destaca su capacidad de estimular el
apetito y que ha llevado a que la ghrelina sea conocida como “la hormona del hambre”. Al
igual que otros péptidos plasmaticos, la ghrelina no ingresa libremente al cerebro y los
mecanismos a través de los cuales dicha hormona accede a sus sitios de accién son un tema
de controversias. El grupo de Neurofisiologia del IMBICE hace mds de una década que utiliza
diferentes técnicas de imagenes en diversos modelos de ratones modificados genéticamente
o modelos in vitro para caracterizar cémo la ghrelina accede al cerebro. En la presente
charla se revisardn las evidencias experimentales que existen a la fecha y se discutirdn no
sélo los posibles mecanismos que median el transporte de la ghrelina plasmatica al cerebro
sino también sus implicancias fisiolégicas.
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DRA. MONICA FERNANDEZ LORENZO DE MELE

Investigadora Principal Contratada del CONICET, ejerciendo sus actividades en el INIFTA. Es Dra.
en Ingenieria. Su drea de investigacién actual comprende el estudio de las Interacciones de los
Materiales, tanto masivos como nanoestructuras, con los Medios Biolégicos en particular con
células y bacterias y el Desarrollo de Nanotecnologias Ecocompatibles

Interacciones de células y bacterias con materiales.
Analisis microscépico en la micro y nanoescala.

Se describiran investigaciones realizadas por el grupo de trabajo y en
colaboracién con otros grupos que involucran la interaccién de materiales
(masivos o nanoestructurados, MMyN) con células eucariotas y bacterias en
fluidos biolégicos simulados, cuyos resultados se han visto sustentados por
observaciones microscépicas, tanto en escalas micro como nanoscépicas. A
través de microscopias AFM, SEM y éptica (MO) (con accesorios de EDS y
epifluorescencia, respectivamente) se ha podido demostrar el impacto que la
rugosidad y la topografia de las submicro/nanocroestructuras y la composicién
superficial tienen sobre la adhesién de las bacterias. Se ha probado que el
nimero de bacterias adheridas, tamafo, orientacidn, movilidad, velocidad de
duplicacién, direccién de los flagelos, distribucién del material polimérico
extracelular y la auto-organizacién, son condicionados por la composicién y las
dimensiones caracteristicas de las submicroestructuras.

Por otra parte, los estudios de microscopias TEM, MO y multidimensional (MOM)
han sido poderosas herramientas a la hora de estudiar la cito/genotoxicidad de
los MMyN, asi como el efecto de los iones liberados por los mismos. Las
observaciones por TEM han permitido detectar el ingreso de nanoparticulas al
citoplasma de células osteobldsticas y fibrobldsticas. Asimismo, utilizando MO y
MOM, se evidenciaron cambios en la morfologia, duplicacién, movilidad vy
cinética de muerte de células en contacto cercano con MMyN degradables que
dependian de la distancia al sustrato liberador de iones o moléculas.

Estos estudios demostraron que el uso conjunto de distintos tipos de nano y
microscopias constituye un arma poderosa a la hora de investigar las
inferacciones de las células y bacterias con los materiales tanto con fines
ambientales como médicos.
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PROFESOR DOCTOR ISMAEL ANGEL RODRIGUEZ

Profesor Titular de Histologia en la Facultad de Odontologia de la Universidad Nacional de
Cérdoba (UNC). Responsable de la materia optativa Ingenieria Tisular en dicha facultad. Doctor en
Odontologia por la UNC y por la Universidad de Granada (Espafia). Investigador Categorizado |.
Profesor Visitante con cardcter regular en el Departamento de Histologia de la Universidad de
Granada.

Ingenieria tisular en odontologia

En la actualidad existen distintos biomateriales odontolégicos que nos ofrecen diversas
soluciones clinicas. Sin embargo, estas terapéuticas no estdn exentas de limitaciones. En este
sentido, la investigacién odontolédgica busca estar a la vanguardia con la busqueda de
soluciones mds biomiméticas a través de la implementacién de terapias avanzadas como la
ingenieria tisular. La ingenieria tisular es una ciencia que, asentada en la histologia, busca
formar tejidos artificiales que sean funcionalmente activos para reemplazar aquellos tejidos u
érganos que se han visto dafiados por distintas circunstancias El objetivo de esta
presentacién es mostrar los avances que se estdn dando en el campo de la ingenieria tisular
vinculado especialmente a estructuras de la cavidad bucal.
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PROFESOR DOCTOR VICTOR ARANA CHAVEZ

Graduado en Odontologia en la Universidad Peruana Cayetano Heredia, Lima (1981). Maestria (1991) y
Doctorado (1994) en Histologia y Biologia Celular en la Universidad de S&o Paulo, Brasil. Post-Doctorado
(2000) en Biologia de los Tejidos Mineralizados en la Facultad de Medicina Dentdria de la Universidad de
Montreal, Canadd. Profesor de Histologia y Embriologia Oral en la Fac. de Estomatologia, Univ. Peruana
Cayetano Heredia (1985-1992). Profesor de Histologia y Biologia Celular en la Universidad de S&o Paulo
(1993-2008). Profesor Titular de Biologia Oral, Fac. de Odontologia, Univ. de S&o Paulo (2009-actualidad).

Procesamiento de Tejidos Mineralizados para Microscopia Electrénica de
Transmision

El estudio microscépico de los tejidos requiere que las células y la matriz
extracelular sean excelentemente preservados durante las diversas etapas del
procesamiento histolégico, sobre todo cuando se trata de evaluaciones
ultraestructurales.

Los tejidos mineralizados presentan dificultades técnicas inherentes a su alto
contenido de cristales de hidroxiapatita durante el procesamiento para microscopia,
especialmente para microscopia electrénica de transmisidn.

La presente ponencia abordard diversos aspectos del procesamiento para
microscopia electrénica de transmisién de hueso vy dientes, resaltando los
relacionados a fijacién, descalcificacién y deshidratacidon, los cuales consideramos
importantes para la obtencién de muestras de excelente calidad que permita tanto el
estudio de su morfologia ultraestructural, como estudios de citoquimica e
inmunocitoquimica con oro coloidal.
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DR. GABRIEL LAVORATO

Doctor en Ciencias de la Ingenieria en el Instituto Balseiro en 2016. Realizé estadias postdoctorales
en el Centro Brasileiro de Pesquisas Fisicas en Rio de Janeiro y en la Universidad de South Florida, en
Estados Unidos, como becario Fulbright. En 2019 se incorporé al CONICET como Investigador Asistente
en el Grupo de Nanomateriales de Interés en Biomedicina del INIFTA, y a la Facultad de Ingenieria de
la UNLP como docente. Obtuvo el premio “Instituto Sdbato” 2016-2018 por su trabajo de tesis doctoral
y actualmente sus investigaciones se concentran en la fisicoquimica de nanoestructuras hibridas
basadas en éxidos de hierro y sus potenciales aplicaciones.

Microscopia electrénica de transmisién aplicada al estudio de
nanoparticulas hibridas

Los métodos modernos de sintesis quimica permiten preparar materiales basados en
nanoparticulas hibridas, es decir formadas por varios componentes combinados en la
misma nanoestructura. A diferencia de los materiales bulk, las propiedades
fisicoquimicas de estos sistemas son sensibles a las caracteristicas de la interfaz
entre sus componentes, determinando muchas veces sus potenciales aplicaciones.
Estudios recientes demostraron que dichas interfaces son mds complejas de lo que se
creia originalmente y la presencia de gradientes de composicién, defectos
estructurales y tensiones en la red pueden gobernar la estabilidad quimica o las
propiedades magnéticas del material.

Con los microscopios electrénicos de (barrido) transmisién modernos, (S)TEM, es
posible adquirir una imagen de la dispersién eldstica e ineldstica para cada posicidn
del haz de electrones en el espacio real, reciproco o espectral, posibilitando
experimentos de difraccién, andlisis quimicos y estudios de la estructura electrénica
o del momento magnético local con resoluciones por debajo de los nandmetros.
Debido a ello, la microscopia electrénica y técnicas asociadas son una herramienta
fundamental para el estudio de nanomateriales.

En esta charla repasaré cémo la microscopia electrénica de (barrido) transmisién
contribuyé a responder interrogantes en el estudio de distintos sistemas de
nanoparticulas hibridas basadas en 6xidos de Fe con los que trabajamos en los
Ultimos afios, incluyendo nanoparticulas de Fe304 encapsuladas en polimeros vy
nanoparticulas de CoO/CoFe204 y Fe304/MFe204 (M=Co,Zn) con estructura
core/shell. Finalmente, presentaré algunos conceptos bdsicos de técnicas asociadas
al (S)TEM como nanodifraccién y dicroismo circular magnético de electrones vy
discutiré sus potenciales aportes al estudio de nanoparticulas hibridas.
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DR. ALBERTO CANEIRO

Ha sido Investigador Superior de CNEA y Conicet y actualmente Investigador ad-honorem en el CONICET
y como consultor en Y-TEC. Su drea de investigacién son los éxidos que presentan no-estequiometria de
oxigeno. Ha sido pionero en el Centro Atémico Bariloche generando varias facilidades para
Caracterizacién de Materiales, tales como: la Termogravimetria de alta resolucién, la Microscopia
Electrénica de Barrido, la Difraccién de rayos-X y la Espectroscopia de Impedancia Compleja con control
de atmésferas.En 2016 fue invitado por Y-TEC para colaborar en la implementacién de un laboratorio de
Microscopia Electrénica. En 2021 fue designado Profesor Emérito por el Instituto Balseiro

Observando la roca productora de hidrocarburos con Microscopia
Electrénica

La Argentina posee la segunda reserva mundial de gas en reservorios no-convencionales y la
cuarta de petréleo. Estos reservorios no-convencionales contribuyen cada vez més a la
produccién total de hidrocarburos del pais. Las rocas productoras de hidrocarburos no-
convencionales, shale y tight, se diferencian fundamentalmente en su microestructura, siendo
la roca tipo shale la que posee una microestructura compuesta de granos mds finos. En
particular, entre las caracteristicas mds relevantes de la roca shale se encuentran su alto
contenido de materia orgdnica (TOC: Total Organic Carbon), con valores que pueden llegar
al 10 %, y su baja permeabilidad (entre 1 nD y 1 pyD). La baja permeabilidad de la roca tipo
shale es consecuencia de que los hidrocarburos estdn alojados en pequefias cavidades con
tamafios que van desde algunos nandmetros hasta micrones. Por consiguiente, un buen
conocimiento de la red poral (porosidad, distribucién de tamafios de poros, formas y
conectividades)es esencial en la caracterizacién de este tipo de reservorio. La microscopia
electrénica en sus distintas variantes es una técnica muy utilizada en la caracterizacién de
rocas no-convencionales, ya que permite una visualizacidén directa de su microestructura. Sin
embargo, las rocas tipo shale son sistemas heterogéneos con una gran variabilidad de sus
caracteristicas (facies) en rangos de metros y/o centimetros. Esto condiciona la
representatividad de la propiedad de la roca que se desea caracterizar mediante
microscopia electrénica, ya que esta técnica releva informacién en pequefias escalas. Un
desafio muy importante es poder determinar dreas (REA, Representative Elementary Area) o
volumenes (REV, Representative Elementary Volume) a observar mediante microscopia
electrénica y estimar su grado de representatividad en escalas mayores. En la presentacidn
se mostrardn ejemplos de caracterizacién de roca de reservorios convencionales y no
convencionales utilizando microscopia electrénica en sus distintas variantes, SEM
convencional, microscopia SEM de alta resolucién (FESEM) y microscopia TEM, en su modo
STEM. Se mostrard un nuevo método para cuantificar porosidad 2D denominado Z-contrast,
basado en el uso de FESEM y técnicas de andlisis de imdgenes, que incorpora informacidn
mineralégica en la bisqueda de REA de porosidad en roca tipo shale. Se mostrard que la
porosidad cuantificada en REAs de 150 uym x 150 pm, es representativa de esta propiedad en
escalas 2 d4rdenes de magnitud mayores. Asimismo, mediante la buisqueda de dreas
correlativas, se presentard una estrategia de escalado (upscaling) para cuantificar porosidad
en dreas mayores. Finalmente, se discutird un método para obtener la distribucién de
porosidad en materia orgdnica, fases minerales, e interfases.
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DR. ALFREDO TOLLEY DRA. ADRIANA CONDO

Licenciado y Doctor en Fisica Instituto Balseiro Licenciada y Doctora en Fisica Instituto Balseiro Postdoctorados en
Postdoctorados en el Instituto Hahn-Meitner de Berlin 1993 Institut de Micro- et Optoélectronique, Ecole Polytechnique Fédérale de
Lausanne. 1998, Lausanne, Suiza y Divisién Fisica de Metales, Centro
Atédmico Bariloche, CNEA. Jefa de la Divisién Fisica de Metales, Centro
Atémico Bariloche. Investigadora Independiente CONICET. Profesora

y 1994 y National Center for Electron Microscopy, Lawrence
Berkeley National Laboratory, 2002 - 2003. Responsable

del Laboratorio de Microscopia Electrénica de Transmisién Adjunta Instituto Balseiro, Area Ciencias. Area de especializacién:

de la Divisién Fisica de Metales, Centro Atémico Bariloche. Microscopia electrénica de transmisién (Convencional, Difraccién de

Investigador CNEA. Profesor Asociado Instituto Balseiro, electrones, Alta resolucién, Difraccién de electrones por haz
Area Ingenieria. Investigador Independiente CONICET. convergente, Simulacién de imdgenes por la teoria dindmica),
Areas de especializacién: - Caracterizacién de aleaciones Difraccién por Rayos X. Caracterizacién de defectos cristalinos.
metalicas por microscopia electrénica de transmisién. - Transformacién martensitica en materiales ’con memoria de’ forma
Precipitacién en aleaciones de aluminio, entre otras (microestructura, defecfos, cristalografia). 4 Mlcroscoelé de

nanoestructuras (semiconductores IlI-V, nanohilos magnéticos vy

catalizadores).

Aplicaciones de espectroscopia de pérdida de energia de electrones en un
microscopio electrénico de transmisién.

En enero de 2019 se instald un espectrémetro GIF Quantum ER en el microscopio electrdnico
de transmisién Tecnai F20 en el Centro Atédmico Bariloche, CNEA. Este espectrémetro
permite obtener espectros de pérdida de energia de los electrones (EELS) a partir de la
interaccién del haz de electrones con la muestra y también imagenes filtradas en energia
(EFTEM). Se presentardn ejemplos de aplicaciones de EELS y EFTEM que se ilustran en la
figura 1.

Figura 1. a) Patrén de difraccién de haz convergente en condicién de dos haces en una
muestra de Al, formado por electrones que sufrieron una pérdida de energia menor a 5 eV
(EFTEM de pérdida “cero”). Se muestra el perfil de intensidad en el haz difractado 111, a
partir del cual se puede obtener el espesor local de la |dmina y la longitud de extincién con
muy alta precisién (1%). b) Mapa de espesores (t/A) de una muestra FIB de una multicapa
crecida sobre soporte de Si donde A es el camino libre medio, en cada capa, para la
excitacién de plasmones. ¢) Espectro EELS de alta perdida de energia correspondiente al
borde L de Ge obtenido en una multicapa Si/Si-20%Ge. Se detalla el ajuste del fondo,
sustraido para obtener la imagen EFTEM. d) Imagen EFTEM correspondiente al borde de
absorcién del Ge L en la multicapa Si/Si-20%Ge. Se muestra el perfil de intensidad a lo
largo de la linea indicada en la imagen. Las capas de Si y Si-20% Ge son de 11 nm de
ancho.
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Microscopia electrénica y su impacto en el estudio de Toxoplasma gondii

La microscopia de luz y electrédnica, cada una trajo, desde el momento de su aparicién,
avances superlativos para la ciencia. Hoy en dia, vemos que las imagines cientificas son un
campo en expansién que favorece el conocimiento en casi todos los campos de investigacidn.
Hemos estado investigando varios aspectos de la biologia celular de Toxoplasma gondii
durante las dltimas 2 décadas y la microscopia electrénica nos trajo muchas de las
respuestas que estdbamos buscando. T. gondii es el protozoo pardsito que es el agente
causal de la toxoplasmosis, una enfermedad de distribucién mundial que puede causar
aborto, dafio neural congénito de diversos grados y es una amenaza para las personas
inmunodeprimidas, como pacientes con VIH.

T. gondii tiene tres formas infecciosas; y los mdas conocidos y estudiados son los taquizoitos
de multiplicacién rdpida, presentes durante la fase aguda de la toxoplasmosis. Los
taquizoitos son parésitos intracelulares obligatorios y pueden invadir activamente cualquier
célula nucleada de cualquier huésped de sangre caliente (mamiferos y aves) donde se
establecerd en una vacuola parasitéfora y se dividird por endodiogenia (un tipo especifico de
esquizogonia) varias veces. Las células hijas permanecen unidas entre si por el extremo
posterior unido al llamado cuerpo residual, asumiendo un ensamblaje de roseta. Al final de
varios ciclos, dependiendo del tamafo de la célula huésped, entre otros factores, los
pardsitos se liberan del cuerpo residual, escapan de la vacuola parasitéfora y alcanzan la
membrana plasmatica de la célula huésped en una salida masiva que la destruye.

La microscopia electrénica fue una herramienta clave para despejar algunos aspectos de la
dindmica de este proceso. Ya sea a través de la disponibilidad de una nueva generacién de
microscopios de alta resolucién, a saber, los microscopios electrénicos de barrido con una
pistola de emisién de campo, el microscopio electrénico de barrido de doble haz y el
microscopio de barrido de iones de helio. Cada uno de ellos, con soluciones creativas de
preparacién de muestras, nos ayudé a construir una secuencia de eventos para explicar la
salida de Toxoplasma y el destino del cuerpo residual y otras estructuras intravacuolares.

En resumen, combinando varios enfoques de microscopia electrénica avanzada, concluimos
que la salida se desencadena por la fusién y liberacién del contenido de acidocalcisomas que
se acumulan progresivamente dentro del cuerpo residual. Esa observacién trajo un nuevo
papel y relevancia para esta estructura, que ahora se muestra muy lejos de ser un
receptdculo de residuos. Esta investigacién recibié el apoyo de las Agencias Brasilefias de
Financiamiento: Consejo Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico - CNPq, y
Fundacién Carlos Chagas de Amparo & Pesquisa do Rio de Janeiro- FAPERJ.
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Aportes de la Microscopia Electrénica de Barrido en la investigacién forense

Con el avance cientifico-tecnolégico, la utilizacién de las técnicas analiticas aplicadas en la
resolucién de hechos de inseguridad ha aumentado en los dltimos afios produciendo una
esperada disminucién de resolucién de casos basados en exposiciones testimoniales. Este
hecho es altamente positivo debido a la objetividad de la aplicacién de la metodologia
cientifica en el dmbito forense en detrimento de la subjetividad que implica la resolucién de
casos basada en testimonios personales. En particular, las técnicas complementarias de
Microscopia de Barrido Electrénico (MBE) y Espectroscopia de Energia Dispersiva de Rayos X
(EDRX) es una de las técnicas experimentales con una amplia diversidad de aplicaciones en
el campo forense y con resultados muy satisfactorios en la resolucién de casos penales. En
esta charla describiremos algunas de las aplicaciones de la MBE-EDRX tales como:
comparacién atémica y morfolégica de fibras; deteccién de residuos de disparo; andlisis de
pinturas en accidentes de transito e investigacién de diatomeas en asfixias por sumersidn.
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Microscopia de una Nano RNP

En el ndcleo de células de animales se presentan varias estructuras
ribonucleoproteicas relacionadas con la expresién de los genes. Una de ellas es el
nucléolo y otfra corresponde a un grupo de particulas fibrosas o granulares de
dimensiones nanométricas denominadas fibras pericromatinianas, grdnulos
pericromatinianos, granulos intercromatinianos y cuerpos de Cajal. En las plantas se
presentan unas estructura similar denominada grdnulos de Lacandonia. A las
estructuras mencionadas -incluyendo a los grénulos de Lacandonia- las
denominaremos en adelante nanoRNPs, debido a su composicién y dimensiones. Los
grénulos de Lacandonia fueron observados por primera vez en 1991 y descritos en
1992, al estudiar la planta Lacandonia schismatica. Desde entonces se han estudiado
varias de sus caracteristicas con el microscopio electrénico y de fuerza atdédmica. Los
grdnulos son estructuras redondas, de unos 32 nm de didmetro. Estudios de
citoquimica ultraestructural indican que se trata de particulas fibrogranulares de
naturaleza ribonucleoproteica, que contienen RNA poliadenilado. Su cantidad varia a
lo largo del desarrollo de la flor. Estan distribuidas en el espacio alrededor de la
cromatina compacta y también en el espacio intercromatiniano. Estudios recientes
sugieren que se trata de estructuras presentes en varios grupos del reino de las
plantas y son equivalentes a los grdnulos pericromatinianos descritos en células de
mamiferos y a los grédnulos de los anillos de Balbiani descritos en dipteros.
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Microscopia éptica de superresolucién en la escala molecular

LLa microscopia electrénica y de efecto tunel revolucionaron la comprensién de la estructura

de la materia, alcanzando resoluciones espaciales nanométricas y sub-nanométricas. No
obstante, la microscopia éptica ha mantenido un rol preponderante en diversos campos, en
particular en las ciencias biolédgicas. Esto se debe a que posee una serie de ventajas Unicas
como el acceso no invasivo al interior de las células vivas y la deteccidn, altamente sensible y
especifica, de componentes sub-celulares a través de la inmunomarcacién fluorescente. Sin
embargo, hasta hace algunos afios, obtener una resolucién espacial en la escala nanométrica
a través de microscopia dptica con lentes convencionales y luz visible era considerado
imposible. La microscopia de super-resolucién o nanoscopia éptica [1] preserva las ventajas
de la microscopia de fluorescencia y aumenta el rango de resolucién de 200-300 nm a 20-30
nm. En esta charla, se presentardn los fundamentos de las principales técnicas de nanoscopia
(STED y STORM) y su aplicaciones en biologia molecular [2]. Se describirdn ademds esfuerzos
para adaptar la super-resolucién a microscopia en células vivas [3]. Si bien la microscopia
de super-resolucién posee, en principio, resolucidn ilimitada, en condiciones tipicas a nivel
experimental, con las técnicas STED y STORM se obtienen 20-30 nm, ain lejos de la escala
natural de las proteinas (1-4 nm). Una serie de desarrollos en los dltimos afios [4, 5] permiten
alcanzar resoluciones de "1-2 nm a temperatura ambiente utilizando fluordforos
convencionales. Se presentardn los ultimos trabajos y desarrollos con el objetivo de
establecer la nanoscopia éptica con resolucidn molecular [6, 7, 8].

[1] S. W. Hell, Science 316, 1153-1158 (2007)

[2] S. Sahl et al, Nature Reviews Molecular Cell Biology 18, 685-701 (2017)
[3] L. A. Masullo et al, Nature Communications 9, 3281 (2018)

[4] F. Balzarotti et al, Science 355, 606-612 (2017)

[5] S. Strauss et al, Nature Methods 17, 789-791 (2020)

[6] L. A. Masullo et al, Nano Letters 21, 1, 840-846 (2021)

[7] L. A. Masullo et al, Biophysical Reports 2, 100036 (2022)

[8] L. A. Masullo et al, Light: Science and Applications, aceptado (2022)
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Algunos ejemplos del empleo de microscopias electrénicas durante el
desarrollo de materiales amigables con el ambiente para aplicaciones
concretas

Actualmente hay una gran necesidad de usar materiales que sean amigables con el
medio ambiente con el objetivo de reducir la contaminacién. Es por ello que muchas
investigaciones se encuentran dirigidas a obtener materiales que sean respetuosos
con el medioambiente en el proceso de produccién y después de usarlos. En este
marco, en el Grupo de Materiales Termopldsticos (CoMP) de INTEMA (CONICET-
UNMdP) nos dedicamos a desarrollar materiales con estas caracteristicas y que se
puedan aplicar en diferentes sectores, principalmente envases y embalajes,
agroindustria, industria textil, biomedicina y remediacién de aguas.

Las microscopias electrénicas de barrido (SEM) y de trasmisiéon (TEM) son
herramientas muy utiles en diversos campos de investigacién, desarrollo e innovacidn.

En esta charla abordaremos algunos ejemplos del desarrollo de materiales
amigables con el ambiente en los que se utiliza la microscopia electrénica como
parte del estudio y la caracterizacién que permite definir si los mismos podrian ser
utilizados en las aplicaciones para las cuales han sido disefiados.
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Micro-Morfologia Estructural de Tejidos Biomineralizados en Diferentes

Especies.

La construccién de tejidos bio-mineralizados es una de las estrategias de supervivencia
utilizadas por organismos vivos. Los mismos se presentan en especies extintas y actuales, a
través de muchos taxones, siendo las cdscaras de huevos unos de los mds sobresalientes. El
carbonato de calcio es el principal componente mineral, actuando como proteccién para las
crias en dinosaurios, pdjaros, reptiles, tortugas, moluscos, etc. La Calcita y la Aragonita son
las dos formas cristalograficas mdas importantes y abundantes del CaCO3. La Calcita es uno
de los minerales més abundantes en la corteza terrestre. La Aragonita, a pesar de ser mas
inestable en condiciones normales de presidén y temperatura, también puede encontrarse en
grandes depdsitos naturales. Ambos se encuentran como constituyentes principales de
caparazones de moluscos, ya sea individualmente o combinados entre si. Muchas de esas
estructuras han sido ya investigadas utilizando EBSD como una de las principales técnicas
experimentales. En huevos de reptiles o aves la calcita es dominante. Algunas preguntas
pueden surgir respecto de la distribucién de las microestructuras caracterizadas entre los
diferentes taxones y si una ulterior determinacién de detalles menores y sutilezas pueden ser
consideradas “morfologias ocultas” de avanzada para la clasificacién. Mostraremos las
microestructuras de huevos de Megalobulimus oblongus (Giant South American Snail),
Molusco, Strophocheilidae; Chelonoidis chilensis (South American Land Turtle), Testudinidae,
Chelonoidis; y varias especies de aves. Los estudios efectuados en huevos de Tortuga,
Chelonoidis chilensis, muestra una estructura compuesta de cuatro capas de calcita-
aragonita, que probablemente mejora las propiedades mecdnicas, constituyendo uno de los
primeros reportes de huevos compuestos. Con respecto a huevos de aves se mostrardn
microestructuras intentando explicar su mayor resistencia a la rotura en varios linajes de aves
parasitarias, que depositan sus huevos en nidos de otras aves huéspedes. La mayor
resistencia se debe tipicamente a espesores mayores, sin embargo, hay evidencia de que la
microestructura de las mismas puede mejorar en gran medida su comportamiento mecdnico.
Mediante ensayos mecdnicos de compresién y caracterizaciones por SEM/EBSD/XRD, se
estudian las propiedades y correlaciones més importantes. Las propiedades mecdnicas de
resistencia a la rotura son influenciadas por propiedades micro y ultraestructurales, con
particular dependencia de la longitud especifica de redes de bordes inter-cristalinos, los que
ocasionan un gasto energético mayor durante la propagacién de las fisuras.
References:
“How to build a puncture and breakage-resistant eggshell? Mechanical and structural
analyses of avian brood parasites and their hosts”. Lopez, A.V., Bolmaro, R.E., Avalos, M.,
Gerschenson, L. N., Reboreda, J. C., Fiorini, V. D., Tartalini, V., Risso, P., Hauber, M.E. 2021. J.
of Exp. Biology (2021) 224, jeb243016. doi:10.1242 /jeb.243016
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Caracterizacién por EBSD de la Deformacién Heterogénea en
Materiales Severamente Deformados

En materiales severamente deformados los defectos de superficie interna, o tamafio
de dominio, asi como dislocaciones y maclas acumuladas son las caracteristicas
nanoestructurales que comandan las propiedades y comportamientos del material. El
orden orientacional de la nanoestructura desarrollada agrega una complejidad mas a
los materiales nanoestructurados volumétricos. La misma necesita ser descripta
cuantitativamente para explicar y predecir los comportamientos macroscépicos.
Durante el proceso de produccién de metales y aleaciones, la deformacién pléstica
es combinada con tratamientos térmicos que procuran disminuir o incrementar
algunas propiedades del material, resultantes de la acumulacién de defectos como
dislocaciones, tamafio de granos, precipitados y tensiones residuales asociadas.
Existen numerosos casos donde tanto la acumulacién como la modificacién posterior
por ftratamientos térmicos resulta altamente dependiente de la orientacidn
preferencial (textura) del material, de la geometria y distribucién espacial de los
cristales constituyentes. Esta heterogeneidad y anisotropia juegan un papel decisivo
en el éxito o fracaso del disefio de cualquier tratamiento térmico. El objetivo de este
trabajo es mostrar avances en la determinacién experimental de la distribucidn
orientacional y espacial

de defectos, su andlisis y visualizaciéon. Se presentan experimentos de deformacidn
en acero 304, aleaciones de Al y Zn por medio de ECASE (Equal Chanel Shear
Extrussion) que impone una deformacién preferencial por corte en la superficie de
chapas. Esta técnica de deformacién puede introducirse en los trenes de laminacidn
existentes con modificaciones de

costo moderado. Los resultados obtenidos por medio de Electron Backscatter
Diffraction (EBSD), en combinacién con ensayos mecdnicos, muestran que la
producciéon de materiales con deformacién heterogénea logra aumentar el limite de
deformacidén a rotura con un incremento simultdneo de la tensién de fluencia del
material. Los materiales con microestructura compuesta presentan una oportunidad
para las técnicas de deformacién plastica severa para la produccién de aleaciones
con propiedades novedosas.
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Hallazgos histopatolégicos en la evaluacién farmacolégica de un extracto de
Acrocomia crispa en un modelo de nefrotoxicidad por kanamicina"

La Lesién Renal Aguda representa un problema de salud relevante a nivel mundial. El estrés oxidativo y la respuesta
inflamatoria estan estrechamente relacionados entre si en la fisiopatologia de la LRA, tanto de origen isquémico como
nefrotéxico. Por esto, las sustancias de origen natural con efectos antioxidantes y/o antiinflamatorios constituyen
alternativas terapéuticas prometedoras en el tratamiento y prevencidn de esta patologia. En estudios previos, un extracto
lipidico obtenido del fruto de la palma endémica de Cuba Acrocomia crispa (D-005) previno la LRA inducida por
isquemia-reperfusién renal asociado, al menos parcialmente, a efectos antioxidantes. El objetivo de este trabajo fue
evaluar los efectos del D-005 sobre los cambios histopatolégicos inducidos por kanamicina en rifiones de ratas. Se
analizaron los rifiones de ratas no tratadas (controles negativos), tratadas con kanamicina (500 mg/kg, durante 7 dias)
(controles positivos) y tratadas con cuatro dosis de D-005 o con un extracto de semilla de uva, que se usé como sustancia
de referencia, una hora antes del tratamiento con kanamicina. La evaluacién histopatolédgica se realizé mediante
microscopia 6ptica, utilizando escalas creadas para este estudio. En el grupo control positivo, el tratamiento nefrotéxico
causé alteracién de la morfologia normal del parénquima renal en la regién cortical, que se caracterizé principalmente
por la presencia de dreas de necrosis tubular y retraccién del ovillo glomerular. Asimismo, se observé infiltracién de
células inflamatorias asociada a los tubulos necréticos. El extracto de semilla de uva disminuyé significativamente los
dafios histopatolégicos de las estructuras renales, en comparacién con el grupo control positivo, lo que demuestra la
validez del modelo animal utilizado y de los resultados obtenidos. El D-005 (25-400 mg/kg) disminuyd significativamente
el dafio histopatolédgico renal a nivel de los tubulos y glomérulos, asi como el infiltrado inflamatorio respecto al grupo
control positivo. Estos resultados se corresponden con cambios bioquimicos obtenidos en plasma y rifién de los animales
tratados con D-005: disminucidn de los niveles de urea y dcido drico, inhibicién de la peroxidacién lipidica y la oxidacién
proteica, incremento de la actividad antioxidante enddégena; pardmetros afectados por la nefrotoxicidad inducida por
kanamicina. Los resultados de este estudio demuestran los efectos protectores del D-005 administrado de manera
concomitante con un tratamiento nefrotéxico y confirman los resultados previos de prevencién de la LRA inducida por
isquemia-reperfusién renal. En conclusién, el extracto lipidico del fruto de Acrocomia crispa (D-005) previno los cambios
histopatoldgicos inducidos por el tratamiento nefrotéxico con kanamicina, asociado a sus efectos antioxidantes y
antiinflamatorios, lo que le confiere un beneficio potencial sobre la LRA.
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LEs Docente Investigadora de la Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La
Plata y dirige el Laboratorio de Estudios de Anatomia Vegetal Evolutiva y Sistemdtica (LEAVES) en esta
unidad académica. Es Lic. en Ecologia; Dra. en Cs Naturales y Especialista en Ingenieria Ambiental.

Su interés incluye a la palinologia, sus distintas aplicaciones, la ecologia de la polinizacién, su
conservacién y sustentabilidad. Realiza extensidén sobre el origen botdnico y geografico de mieles y
cargas de polen, contribuyendo a la certificacién de calidad.

MICROSCOPIA EN LA BIOLOGIA DE POLEN Y ESPORAS

Los granos de polen y esporas son pequefios milagros, estas células de entre 3 y 300
Hm, participan en el ciclo de la reproduccién de las plantas. Se forman en el interior
de los esporangios y estambres y, una vez maduros, son liberados. Su funcién
biolédgica es la de propiciar la fecundacién de la ovocélula. Podemos encontrarlos en
el aire, en el agua, en el suelo, o en alimentos. La ornamentacién y caracteristicas
de la pared que recubre estas estructuras ha atraido la atencién por su variabilidad
y significado evolutivo, siendo consideradas como huellas digitales de las plantas ya
que estos caracteres permiten conocer de donde provienen y aportar a diferentes
disciplinas como la Sistemadtica, alergias, ciencias forenses, cambio climdatico,
mieles, etc. Ademés, la informacién oculta en su interior es adn mds importante
desde el punto de vista bioldgico, la informacién genética, otorgando a los granos
de polen relevancia directa en la agricultura, la horticultura, la mejora de cultivos y
la biotecnologia. Por lo tanto, comprender la biologia del polen es imprescindible
para mejorar la reproducciéon de las especies vegetales y para la implementacidn
exitosa de programas de mejoramiento genético y conservacién. Con el fin de contar
con informacién sobre las caracteristicas morfolégicas, fisiolégicas y de desarrollo
de los granos de polen y esporas utilizamos diversas técnicas microscépicas, (MO de
fluorescencia, MEB, MET) que debido a su gran potencial han contribuido al actual
conocimiento. Se presentan aqui casos que documentan la importancia de cada
técnica microscépica utilizada en este material.
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Neuroesteroides activos como agentes neuroprotectores frente
a los efectos neurodegenerativos inducidos por la injuria
hipoxico-isquémica perinatal

Nicolas Toro-Urrego®?, Juan Pablo Luaces'?, Camilla Guimarges Costa Tabosa'?, Bet Bardaji-Bofill*,
Soffa Bordet*, Francisco Capani®?3*

1Centro de Altos Estudios en Ciencias Humanas y de la Salud. Universidad Abierta Interamericana, Buenos
Aires, Argentina

2.Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas-CONICET. Buenos Aires, Argentina

3. Facultad de Medicina, Fundacién H. A. Barcel6. Buenos Aires, Argentina

4 Facultad de Psicologia y Psicopedagogia, Universidad Cat6lica Argentina, Buenos Aires, Argentina

La injuria cerebral hipdxico-isquémica es a largo plazo una de las principales causas de morbilidad,
discapacidad neuroldgica y muerte alrededor del mundo en nifios y adultos. Constituye un problema de salud
publica y es principalmente caracterizado por una disminucién en la concentracién del oxigeno y el flujo
sanguineo que llega a los tejidos. A nivel celular ocasiona la muerte por deplecién energética y un aumento
en la generacién de especies reactivas de oxigeno e inflamacién, causada por un ineficiente suministro de
nutrientes al cerebro. La injuria hipdxico-isquémica ocurre en el contexto de la asfixia perinatal (AP), una
complicacién obstétrica asociada a un intercambio gaseoso deteriorado (1). La incidencia de AP es estimada
en 1/1000 nacidos vivos en paises en desarrollo. Actualmente, no existen estrategias farmacoldgicas efectivas
para prevenir la injuria secundaria ocasionada por las cascadas celulares durante la reoxigenacion, incluyendo
estrés oxidativo y disfunciones metabdlicas. Los esteroides neuroactivos como los moduladores selectivos de
los receptores estrogénicos (MSRE) ejercen distintos efectos neruprotectores. Estos incluyen una disminucién
en las especies reactivas de oxigeno, supervivencia mitocondrial y un mantenimiento de la viabilidad celular.
En este contexto, estos neuroesteroides resultan moléculas de interés, ya que son potenciales moduladores
de la respuesta cerebral a la injuria. Utilizando modelo reconocido para el estudio de la injuria hipdxico-
isquemica, el modelo de privacién de oxigeno y glucosa (POG) (1), se investigd el rol del Raloxifeno (un MSRE)
en células astrocitarias. Células T98G fueron sembradas en placas de 24 pocillos en medio de cultivo DMEM
con 10% de SFB a una densidad de 10.000 células por pocillo e incubadas por 48-72 horas. Una vez que
alcanzaron la confluencia, el medio fue cambiado a medio DMEM sin glucosa, y luego fueron incubadas en 1%
02 en hipoxia por 9 horas. Luego se realizé una reperfusion, se reemplazé el medio por DMEM con alta glucosa
suplementado con 10 % SFB incubando en condiciones normales a 37°C en 95% aire/ 5% CO2. El grupo control
fue mantenido en condiciones de normales de O, y glucosa durante todo el experimento. Para los tratamientos
con el Raloxifeno las células fueron incubadas en medio DMEM con privaciéon de suero con 1; 0,1 y 0,01 uM
del farmaco, como co-tratamiento de la privacion de oxigeno y glucosa y la reperfusion. La determinacion de
la masa mitocondrial fue evaluada usando naranja de acridina (NAO), una sonda catidnica fluorescente
secuestrada por la mitocondria activa (2). Después de 3 h de tratamiento, las células fueron cargadas en
oscuridad con NAO 5 uM a 37°C por 20 min y luego lavadas con PBS. La masa mitocondrial fue posteriormente
evaluada por intensidad de fluorescencia. Las imagenes DIC y de fluorescencia fueron obtenidas con el
microscopio NIKON - Eclipse Ti-E PFS. El andlisis de la fluorescencia celular fue realizada utilizando Fiji (3). Las
microfotografias fueron cargadas en el software Fiji y las sefiales de fondo fueron eliminadas de las imagenes.
Utilizando una grilla numerada, 50 células fueron aleatoriamente seleccionadas en cada microfotografia. El
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valor medio de fluorescencia de las 50 células fue determinada en 8 microfotografias por cada tratamiento
usando el algoritmo de medida de Fiji y seleccionando cada célula manualmente via manejo de Regién de
Interés. No hubo variaciones en las condiciones del procesamiento de las imagenes. Cada ensayo fue realizado
con un minimo de 6 replicas por pocillo para cada condicidn y los experimentos fueron repetidos 3 veces. Los
resultados cualitativos sugieren que la privacidn de oxigeno y glucosa pueden inducir una perdida de la masa
mitocondrial (Fig. 1) y el Raloxifeno reduce este efecto. Los estudios cuantitativos que usan la intensidad de
fluorescencia para NAO confirman estas observaciones (Fig. 2). La POG reduce significativamente la masa
mitocondrial (p= 0,0094) en comparacién al grupo control, y el tratamiento con 0,1 uM de Raloxifeno
incrementa significativamente la fluorescencia en células expuestas a POG (p < 0,0196). Nuestros resultados
sugieren que el Raloxifeno podria ser considerado como un agente neuroprotector promisorio para la injuria
Hipdxico-isquémica.

Referencias[1] N. Toro-Urrego, D. J. Vesga-liménez, M. |. Herrera, ). P. Luaces, and F. Capani. Curr.
Neuropharmacol.17(2018), p.874.[2] N. Toro-Urrego, L. M. Garcia-Segura, V. Echeverria, and G. E. Barreto.
Front. Aging Neurosci. 8 (2016), p. 152.[3] J. Schindelin et al., Nat. Methods. 9 (2012), p. 676

Figura 1. Microfotografias de NAO. el panel muestra las microfotografias representativas de fluorescencia de
NAO en células T98G a 9h de POG y 3h de reperfusion.

Control

POG

POG+0,01uM POG+0,1uM

Figura 2. Raloxifeno preserva la masa mitocondrial. El grifico de barras muestra los valores de la
fluorescencia media de NAO, los datos son representados como la Media + SEM de 3 experimentos
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independientes: Control (452,2 + 22,28), POG (330,4 + 23,45), POG+0.1 uM Raloxifene (397,8+12,74), POG+
0.01 uM Raloxifene (374,6 + 19,78).
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Aplicacion de la Microscopia de Contraste de Interferencia (DIC)
en el estudio de bioindicadores de la calidad del agua en un
tramo del Rio Uruguay

Martin Novoa®, Gladys Subovich?, Sofia Serfas®, Celia Williman®, Jorgelina Daruich?, Fernando
Parma’ y Fabricio Raviol®

! Universidad Nacional de Entre Rios
2 Universidad Nacional de San Luis

Las practicas agricolas en nuestra regidon son las tradicionales, es decir que el uso de agroquimicos y
plaguicidas, es habitual. Los controles y las buenas practicas no siempre llegan a ser implementadas para
permitir la eliminacién de contaminantes, facilitando la presencia de residuos en los cursos de agua. En los
rios, los sedimentos actGan como compartimientos de almacenamiento de informacion. Las algas, las
bacterias y los hongos, junto con polisacaridos, suelen formar un entramado denominado biofilm, donde las
diatomeas (fitobentos), son los productores primarios mas abundantes. Debido a las caracteristicas de este
grupo algal, de distribucidon ubiquitaria, elevado nimero de especies y su capacidad de respuesta a los
cambios del entorno, son consideradas indicadoras de la calidad del agua, sensibles a las condiciones
guimicas. Se consideré relevante monitorear y caracterizar la calidad del agua del Rio Uruguay, aguas abajo
de la represa Salto Grande, y la de dos de sus tributarios, utilizando diatomeas como bioindicadoras, su
relacion con parametros fisicoquimicos y pesticidas organoclorados. Se muestrearon 10 sitios distribuidos
sobre los rios Uruguay y Yuqueri Grande, y Arroyo Manzores, con una frecuencia estacional, durante 2021-
2022. Se tomaron muestras de agua para analisis fisicoquimicos y DBO; y de sedimentos, para determinacion
de plaguicidas organoclorados. Alicuotas de las mismas, se procesaron para la confeccidon de preparados
diatomoldgicos para determinaciones taxonémicas y recuentos en Microscopio Optico con Contraste de
Fases e Interferencia (DIC 100X). Se aplicaron los indices de Diversidad, Equitatividad y Diatomeas Pampeano
(IDP). Se presentan datos de los muestreos correspondientes a invierno y primavera 2021. Los valores de pH,
Conductividad, Sélidos, Alcalinidad y Dureza fueron superiores en los sitios del Rio Yuqueri Grande. Los
valores mas elevados de Nitratos se registraron en los diferentes sitios de muestreo del Rio Uruguay. Se
detectaron residuos de pesticidas organoclorados en todos los puntos de muestreo. Los valores de DBO,
fueron elevados en la mayoria de los sitios en estudio. En Invierno, se determinaron 132 taxones de
diatomeas, mientras que en primavera, 136. Los géneros con mayor numero de especies fueron:
Gomphonema, Placoneis, Navicula, Nitzschia y Pinnularia. Las especies de diatomeas que aportaron con un
mayor porcentaje de frecuencia respecto al numero total de especies fueron: Achnanthes exigua,
Aulacoseira granulata, Cyclotella meneghiniana, Gomphonema parvulum, Navicula cryptocephala, N.
erifuga, N. rostellata, Nitzschia amphibia, N. linearis, N. palea y N. umbonata. El maximo valor del indice de
Equitatividad se registrd en el Rio Uruguay: Playa los Sauces (invierno) y Antes del Yuqueri (primavera). Los
valores mas elevados del indice de Diversidad se registraron en los sitios: Antes del Yuqueri (invierno) y Post
Yuqueri (primavera), ambos sobre el Rio Uruguay. Los valores del IDP fueron mayores a 3 en la mayoria de
los sitios de muestreo, lo que indica una calidad de agua muy mala. Esto se corrobora con la presencia y
abundancia de especies muy tolerantes a condiciones de polucién y eutrofizacién (BCG niveles 4, 5). Lo que a
su vez se correlaciona con el fuerte impacto antrépico a la cual se encuentra sometida el area de estudio.
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“Aislamiento y caracterizacion de cepas Saccharomyces
Cerevisiae nativas de la IX regidn para aplicacion Biotecnoldgica
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2 Universidad de La Frontera, Av. Francisco Salazar 1145, Temuco-Chile

3 Carrera de Quimica y Farmacia, Facultad de Medicina

* Carrera de Biotecnologia, Facultad de Ciencias Agrondmicas y Forestales

Saccharomyces cerevisiae se ha utilizado durante milenios para la produccion de cerveza, vino, pan y otros
productos fermentados. La selecciéon y domesticacion a largo plazo condujeron a cientos de cepas con rasgos
de produccidn deseados que presentan importantes diferencias fenotipicas y genéticas con respecto a sus
ancestros silvestres (Hernandez et al., 1999). Este estudio presenta los resultados obtenidos del aislamiento,
andlisis en microscopia confocal, identificacion a través de MALDI biotyper y ensayos cinéticos y de
fermentacién de dos cepas salvajes Saccharomyces cerevisiae no domesticadas provenientes de la IX region
de la Araucania, Chile. En este proceso la fase de caracterizaciéon morfoldgica inicial es fundamental a la
hora de discriminar microorganismos para su identificacién molecular, en la cual se logré identificar 2
cepas como S.cerevisiae de un total de 62 muestras analizadas. El objetivo de los andlisis posteriores al
aislamiento de las dos cepas nativas fue caracterizarlas bioquimica y fisiolégicamente para su aplicacién en
productos biotecnoldgicos. La caracterizacion bioquimica se realizd a través ensayos cinéticos de crecimiento
los que demostraron que una concentracion dptima de sustrato para la fase de propagacion es de 20 g/L de
glucosa para las cepas aisladas C-11 y C-13. La caracterizacion fisioldgica se hizo a través de fermentaciones
analizando el consumo de azucares y produccion de etanol con el fin de establecer las condiciones
experimentales dptimas para un futuro escalamiento en fermentadores. Se observé una concentracion final
de etanol de 4,8 % v/v para C-11y 3,4 % v/v para C-13 en contraste con un 5,1 % v/v para US-05 fermentis,
no encontrandose diferencias significativas entre la cepa de referencia y C-11 en la produccién de etanol.
Finalmente de las 2 cepas identificadas como S.cerevisiae, la cepa C-11 presenté mejores caracteristicas en

comparacion con la cepa de referencia en cuanto a los ensayos de fermentacion.
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Uso de Microscopia de Contraste de Interferencia (DIC) y
Microscopia Electronica de Barrido, para el estudio de
Bioindicadores de la Calidad del agua del Embalse Salto Grande

Martin Novoa’, Martin Munitz!, M. B. Medina®?, Celia Williman®, Sofia Serfas®, Gladys Subovich?,
Fernando Parma’ y Fabricio Raviol®

! Facultad de Ciencias de la Alimentacién- Universidad Nacional de Entre Rios
2 Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas. CONICET-UNER

Los problemas de calidad de agua en los lagos y embalses de Argentina se han incrementado por las
actividades agricolas, deforestacion, explotacion forestal, cria de animales, actividades mineras,
escurrimiento urbano y descargas de aguas residuales no tratadas. Esto trae aparejado que los cuerpos de
agua, experimenten una creciente contaminacion de la biota acuatica. Desde un enfoque global, podemos
observar que los lagos y embalses tienen un mayor tiempo de permanencia del agua, y por ende, menor
renovacion de la misma, que los hacen mas susceptibles a la contaminacién y deterioro que los rios. En los
sistemas acudticos Idticos y leniticos, incluyendo los urbanos, las comunidades de algas, y en particular las
poblaciones de diatomeas, son diversas y ocupan un amplio rango de habitats. Debido a las caracteristicas
de este grupo algal, de distribucion ubiquitaria, elevado nimero de especies y su capacidad de respuesta a
los cambios del entorno, son consideradas robustas indicadoras de la calidad del agua, sensibles a las
condiciones quimicas y referentes geoambientales. Se tomaron muestras estacionales en el Embalse Salto
Grande durante 2021-2022 en 6 sitios de muestreo. Se midieron in situ pH, Conductividad y Transparencia.
En el laboratorio se siguieron metodologias estandarizadas para analisis fisicoquimicos y DBO. Alicuotas de
las muestras fueron procesadas y se confeccionaron preparados diatomoldgicos para determinaciones
taxondmicas y recuentos en Microscopio Optico con Contraste de Fases e Interferencia (DIC 100X) y
Microscopia Electrénica de Barrido. Se aplicaron los indices de Diversidad, Equitatividad y el IDP (indice de
Diatomeas Pampeano). Se presentan datos de los muestreos correspondientes a otofio e invierno 2021. Los
valores de pH se mantuvieron cercanos a la neutralidad. Conductividad, Dureza y Nitratos registraron los
maximos valores en otofio. Los valores de DBO fueron menores a 15 mg/l en ambas estaciones. Se
identificaron 109 taxones infragenéricos de diatomeas. Los géneros con mayor nimero de especies fueron
Nitzschia, Navicula, Placoneis y Gomphonema. Las especies de diatomeas que aportaron con un mayor
porcentaje de frecuencia respecto al nimero total de especies presentes en la muestra fueron: Achnanthes
exigua, Planothidium frequentissimum, Gomphonema mexicanum, Amphora copulata, Melosira varians,
Navicula capitatoradiata, N. cryptocephala, N. rostellata, Nitzschia clausii, N. sigma, N. amphibia y N. palea y
N. acicularis. En otoiio se registraron los maximos valores del indice de Diversidad, mientras que los mayores
valores del indice de Equitatividad, se registraron en ambos muestreos, en los diferentes sitios. EIl IDP arrojé
valores superiores a 2, que indican una mala calidad de agua en todos los sitios de muestreo de ambos
bimestres. Esto se puede comprobar debido a la presencia y abundancia de especies tolerantes a
condiciones de polucién y eutrofizacion (BCG niveles 4, 5). Lo que a su vez, se correlaciona con la zona
circundante, donde hay fuerte actividad antrépica relacionada a la agricultura, ganaderia, actividad industrial
y una gran densidad poblacional.
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Microscopia Electronica de Presion Variable acoplada a Detector de energia
Dispersiva de Rayos X, una herramienta que permite el analisis simultineo de
Microestructura y Mineralizacion en Trucha arcoiris con Deformidad

Mandibular.

Godoy K.', Sandoval C.3, Mora-Saenz MG.3, Salazar L.2:3

! Doctorado en Ciencias Morfoldgicas,
2 Centro de Biologia Molecular y Farmacogenética-BIOREN, Universidad de La Frontera.
3 Nucleo Cientifico y Tecnologico de Biorecursos-BIOREN, Universidad de La Frontera.

Para evaluar desarrollo 6seo (cabeza, vertebral y las aletas) en peces de cultivo, cominmente se
utilizan imagenes de rayos X, pero esta técnica no permite estimar la mineralizacién del hueso, por
lo que se utilizan diferentes técnicas que son destructivas (TGA DSC, XRD, XRF, ICP OES). La
Microscopia Electrénica de Barrido de Presién Variable (VP SEM) acoplada a un detector de
Espectroscopia de rayos X de Dispersién de Energia (EDX), surge entonces como una alternativa
que nos permite analizar la morfologia, microestructura, deteccién y distribucién de los elementos
que componen la muestras, sin requerir ningun tipo de preparacion especial sobre el tejido (secado
punto critico y metalizacién) y ademds poder utilizar esas misma muestra con otros fines de andlisis.
Para evaluar la efectividad de la técnica se utilizard especimenes de trucha de cultivo sin erosiones,
lesiones, tumores o presencia de enfermedades bacterianas y/o parasitarias (n=10), separadas en dos
grupos: G1 truchas control, clinicamente sanos (n=5) y G2 truchas con deformacién mandibular
(n=5). Se analiz0 la estructura y mineralizacién en hueso mandibular por VP SEM-EDX, estos datos
fueron contrastados con técnicas convencionales destructivas como andlisis Termogravimétrico-
TGA-DSC (composicional) y Porosimetria (estructural). Los datos obtenidos han mostrado que el
hueso mandibular de trucha con deformidad presenta mayor cantidad de microfracturas, mayor
tamafio de poros, menor contenido de cenizas relacionada a % calcio y fésforo, ademds aumento del
% carbono. En conclusién, la técnica VP SEM-EDX permite una evaluacién directa, sin destruccién
y con una preparacion minima de la muestra, que potencialmente puede ser utilizada para otros

estudios.
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Ventajas del uso de las sefales obtenidas por SEM: un estudio de la reflectividad y relieve en secciones de
muestras bioldgicas procesadas para TEM.

Alfonsina Morales *, Vanina Tartalini 2, Pablo Risso %, Marcelo R. Esquivel 3

! Servicio de preparacion de muestras EM. (IHEM). Fac. Cs. Médicas UNCu. Mendoza. CONICET.
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*SMEB- DCM (CNEA) — GIA — GAATEN - Centro Atémico Bariloche (CNEA) — INN (CONICET) — UNCo-Bariloche.

En este trabajo aprovechamos las ventajas que brindan las imagenes obtenidas por SEM usando diferentes
detectores para el estudio de secciones de material bioldgico procesadas segln la técnica convencional para
microscopia electrénica de transmisidon (TEM). El material biolégico, en este caso médula espinal de ratén,
fue fijado en glutaraldehido y luego en OsQO,, incluido en taco de resina epoxi de baja viscosidad y cortado
con un ultramicrétomo Leica Ultracut R en secciones de 60-100 nm de grosor. Las secciones se montaron
sobre grillas de Cu y fueron luego contrastadas con acetato de uranilo (C4H¢OgU) y citrato de plomo
(C12H10014Pbs). Esta tarea se realizé en el IHEM de Mendoza'. Las imagenes, en modos barrido y barrido-
transmision, utilizando detectores ETD, BSD y FSD Y STEM, fueron obtenidas en los microscopios FEI-INSPECT
S50, y FEI NOVA NANO SEM 230 (SMEB-CAB-CNEA-Bariloche®) y FEI Quanta 200F (Lab. de Microscopia — CCT
- Rosario?).

La imagen a fue obtenida por SEM usando un detector BS a 5 kV. El Os incorporado a las membranas
fosfolipidicas durante la fijacion de la muestra, y que se encuentra dentro del grosor de la seccidn, produce
los puntos brillantes observados. La imagen b fue obtenida usando el detector ET a 5 kV. El Pb y el U usados
durante el contraste de las secciones de la muestra se depositan sobre las membranas fosfolipidicas y la
cromatina nuclear respectivamente, y producen el relieve observado en b. Esto fue verificado utilizando un
detector de Forward Scatter (FSD) inclinando la muestra a 70°, imagen que se presenta en c. La imagen d fue
obtenida por STEM-SEM a 10 kV. Nétese la calidad del contraste producido por el tratamiento con Os, Pby
U. Finalmente, en e, se presenta una imagen de TEM de la misma muestra, con brillos y sombras invertidos,
debido al contraste de masa que producen el Os, Pb y U ante el paso del haz de electrones.

Imagenes. a) SEM- BSD a 5 kV. b) SEM-ETD a 5 kV . c) SEM-FSD d) SEM- STEM a 10 kV. e) TEM.

En este trabajo estudiamos por qué las secciones ultrafinas de muestras bioldgicas montadas sobre grillas de
TEM pueden ser observadas también por SEM. Las grillas se pueden estudiar directamente (no se requiere
secado ni metalizado previo) y no se deterioran durante la observaciéon. Con SEM se obtienen buenas
imagenes a magnificaciones medias, aln con un detector estandar de electrones secundarios y bajo voltaje
de trabajo (5 kV) lo que hace la metodologia accesible a todo tipo de microscopios SEM.
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Mantenimiento preventivo del puesto de trabajo y pausas
activas para mejorar la Salud del Operador.

Ma. Silvina Lassa !, Lic. Mariana,'Soledad Bocardo

! MEByM -IANIGLA CCT CONCET Mendoza, Av. Adrian Ruiz Leal s/n, Parque Gral San Martin, M5502IRA, Ciudad
de Mendoza, Mendoza 2 PreHyS- Servicios de higiene, seguridad y medio ambiente laboral. Angel Godoy 31, Maipu
Mendoza.

Es comun prestar atencion al mantenimiento de los equipos, pero ;jcuéntas veces se ha planteado prestar atencion a la
salud ocupacional del operador? El microscopio sin operador, no es mas que un equipo.

Tradicionalmente este tipo de actividad se encasilla como de bajo riesgo para la salud. Si bien en las ultimas décadas las
actividades se han simplificado, existen diferencias e inequidades de trabajo muy notorias de las cuales surgen
potenciales riesgos de salud y bienestar para los operadores.

Es importante entonces preguntarse si el operador o el sistema de Higiene y Seguridad Laboral ;Sabe como hacer una
correcta identificacion y control de los factores de riesgos del trabajo? ;Sabe cudles son las consecuencias de no
identificarlos a tiempo?

Una “buena practica” consiste en detectar aquellas actividades que puedan ocasionar molestias, disconfort o lesiones
corporales. Ellas son las indicadoras de los factores de riesgos mas relevantes a los que el operador estd expuesto, sin
olvidar la interaccion personal con los usuarios. A continuacion, se realizan algunas preguntas que pretenden mostrar la
realidad actual del operador:

v' (Atiende a mas de un usuario por dia?

v" (Hace alguna pausa activa (como caminar o realizas ejercicios suaves, como estiramientos insitu) entre usuarios o
cada 1 hora?

v' (El monitor est4 a la altura de sus ojos?, ;Cuantas veces parpadeas? ;Cada 20 minutos observa objetos mas alejados
que su pantalla? ;La iluminacion en su area de trabajo es buena?

v' (Se sienta con las piernas cruzadas? ;Usa apoya pies? ;Y mouse ergonémico? ;Su silla es comoda, adecuada?

v" ;Pasea o hace actividades al aire libre durante la semana?

v/ (Mantiene una rutina alimenticia saludable? ;Come a horario? ;Bebe abundante agua?

Si la respuesta a la mayoria de estas preguntas es No, el operador es un serio candidato a sufrir dolor de espalda, cuello y

articulaciones, pérdida progresiva de la vista, sindrome de ojo seco, gripes y resfrios, venas varicosas, sindrome del tinel

carpiano, sindrome de fatiga cronica, trastornos digestivos y hasta alergias, estrés, ansiedad y depresion.

Entre los factores de riesgos mas cominmente encontrados, estin 1) la Organizacion del trabajo (como pausas o
alternancias de tareas), 2- Factores psicosociales, 3) Factores ambientales (como la iluminacién, el ruido de las bombas,
la calidad del aire,la temperatura del ambiente de trabajo y la externa),4) Posturas de trabajo (extremidades inferiores,
espalda, tronco, cabeza y cuello, extremidades superiores, 5- cansancio visual, 6) espacio de trabajo (superficie de
trabajo, distancia al microscopio, equipos y accesorios, mobiliario , silla, apoya pies, apoya mufiecas para el teclado y
mouse, apoya antebrazo externo, teclado y mouse).

Objetivo: Cuidar la salud psicofisica de los profesionales y técnicos responsable de la operacion de los microscopios.
Contar con una guia para quienes deben evaluar el riesgo de trabajo del operador.

Con la ayuda de una profesional, se propondran una seria de practicas sencillas que ayudarin a mantener una actividad
laboral mas saludable de una manera sencilla y econdmica, pero a la vez eficiente y efectiva si se la implementa como
una rutina simple dentro de la jornada laboral.
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SEM y TEM para el seguimiento de la sintesis de catalizadores
Cu0-CeO, basados en silices mesoporosas

Alicia Boix, Albano Lacoste, Inés Tiscornia

Instituto de Investigaciones en Catdlisis y Petroquimica (INCAPE-UNL), Santiago del Estero 2829, 3000 Santa Fe

Las silices mesoporosas ordenadas SBA-15 y SBA-16 han demostrado ser un soporte catalitico adecuado en
diferentes aplicaciones. A partir del control de las condiciones de sintesis, es posible el ajuste de
propiedades como morfologia, diametro de poro, silanoles superficiales, entre otras. En este trabajo, se
sintetizaron diferentes morfologias de SBA-15 y SBA-16 y se incorporaron posteriormente 6xidos de Cu y Ce
a través de las técnicas de impregnacion a humedad incipiente (WI) e impregnacién sélida por molino a
bolas (BM), para su aplicacién en la oxidacion preferencial de CO. Con diferentes estrategias de sintesis,
primero se obtuvieron silices mesoporosas con estructura bidimensional tipo SBA-15 en forma de fibras
aglomeradas (F) y bastones cortos (B); también las estructuras tridimensionales tipo SBA-16 en forma de
particulas irregulares (I) o esferas (S). En la Fig. 1 pueden observarse las imagenes SEM de los 4 materiales.

CP"ls o%e® 298 D

Figura 1. Imagenes SEM de los soportes: SBA-15, (A) fibras y (B) bastones, SBA-16, (C) irregular y (D) esferas.

Asimismo, por medio de TEM, se analizaron las estructuras porosas caracteristicas y la distribucion de
tamafio de nanoparticulas de CuO y CeO; en los catalizadores obtenidos. En la Fig. 2 se observan las
micrografias con los histogramas correspondientes de 4 muestras elegidas. Mientras que las estructuras
porosas fueron verificadas en ambos materiales, el tamafio promedio de la fase activa es menor a 10 nm.
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Figura 2. HR-TEM de catalizadores CuO-CeO2: (A) SBA-15B/WI, (B) SBA-15F/BM, (C) SBA-161/WI, (D) SBA-16S/BM.

En la SBA-15 preparada con W], las particulas presentaron una forma elongada en la direccién de los canales,
siendo la longitud bastante variable y con tamafio promedio de 8 nm. Por el contrario, la preparada con BM
mostro particulas mas esferoidales y una menor distribucién (tamafio promedio de 5,8 nm). Las imagenes
para los catalizadores basados en SBA-16 presentaron un tamafio homogéneo independiente del método de
impregnaciéon usado (6,4 y 5,3 nm), homogeneidad que puede atribuirse a las cavidades mesoporosas
esféricas caracteristicas del material, limitando el crecimiento de las particulas.
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Variacion del tamafio de burbujas de He en aleaciones de
AlCuSiGe irradiadas: Analisis con FIB-SEM y TEM.

Teobaldo E. Torres™?, David Ronddn Brito®", Esteban A. Sdnchez?*, Alfredo Tolley23.

! Instituto de Nanociencia y Nanotecnologia, CNEA-CONICET, R8402AGP, Av. Exequiel Bustillo 9500, S. C. de Bariloche,

Argentina.

2 |nstituto Balseiro, Universidad Nacional de Cuyo, R8402AGP, Av. Exequiel Bustillo 9500, S. C. de Bariloche, Argentina

3 Divisién Fisica de Metales, Centro Atémico Bariloche, CNEA, Av. E. Bustillo 9500, 8400, S.C. de Bariloche, Argentina.

4 Divisién Fisica de Superficies, Centro Atémico Bariloche, CNEA, Av. E. Bustillo 9500, 8400, S.C. de Bariloche, Argentina.
* Actualmente en: Centro Atémico Ezeiza, CNEA, Presbitero Juan Gonzélez y Aragén N°|15 (B1802AYA), Ezeiza, Buenos

Aires, Argentina.

La creciente escasez de energia a nivel
mundial, sigue poniendo de manifiesto Ila
necesidad de desarrollar nuevos materiales
capaces de soportar la integridad mecanica
en altas temperaturas y altas dosis de
irradiacion en los componentes
estructurales de reactores de generacion IV
y en componentes de primera pared de
reactores de fusion. Esto constituye una de
las principales motivaciones en el estudio
de nuevas aleaciones metalicas en Ia
actualidad [1].

Con el objetivo de estudiar la influencia de
la microestructura sobre los efectos de la
irradiacion, en este trabajo se irradiaron
muestras de una aleacién de Al-Cu-Si-Ge
con diferentes microestructuras, con iones
de He de 10 keV y una dosis de 5 dpa a
temperatura ambiente. La figura 1 muestra
una imagen de microscopia electrénica de
transmisién de una lamina delgada de
seccion perpendicular a la superficie
irradiada preparada utilizando microscopia
FIB-SEM, en un borde grano de una

Figura 1 a) Imagen TEM de una de las lamelas preparadas. b) y c) imagen
compuesta ampliacion de la zona sefialada en a) donde se aprecia un detalle
del borde de grano y distinta cantidad de burbujas. d) histograma de
tamarios de las burbujas mostradas en b) y c).

aleacidn solubilizada a alta temperatura. Se observa la distribucién en profundidad de burbujas de He con
didmetros de hasta 7 nm a una profundidad de 160 nm respecto de la superficie. Una importante
concentracion de burbujas fue observada en el borde de grano, lo que confirma que dichos bordes de grano
son centros que favorecen la nucleacién de burbujas.

Referencias

1. S. J. Zinkle, G. S. Was, Material challenges in nuclear energy. Acta Materialia, 2013. 61: p. 735-758.
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ACCION QUIMICA DE BEBIDAS COLAS Y SU EFECTO SOBRE LA
MICROESTRUCTURA DEL ESMALTE DENTAL ESTUDIADAS AL
MEB/EDX

Barcelo, A ; Lazo, G; Belloni, F; Abal, A; Merlo,D ;Tanevitch, A; Pérez, P; Dorati, P; Ingeniero, MJ;
Papasodaro, J; Guzman, MP; Ogas, C; Barrasa, E; Felipe, P; Motta, M; Saldias, A; Gdmez Bravo, F;
Procopio Rodriguez, M; De Landaburu, R; Pérez, D; Lazo, B; Loza, L; Demaria, V.

Universidad Nacional de La Plata. Facultad de Odontologia. Asignatura Histologia y Embriologia. Calle 50 e/ 1y 115 La
Plata (1900). Bs. As. Argentina.

Introduccion: La desmineralizacion de las estructuras que conforman la pieza dentaria se produce debido a
la pérdida gradual de los minerales que la componen, debilitdndola y volviéndola mas propensa a contraer la
enfermedad de Caries. La principal causa de esta disminucion es la accidn de los dcidos que encontramos en
las bebidas y comidas que ingerimos. El consumo de bebidas cola es un habito actualmente muy vigente en
la poblacién. Conocer los efectos que éstas ocasionan es de suma importancia en la practica odontoldgica,
por lo que es interesante adentrarse en la investigacion sobre los cambios en el tejido adamantino y su
relacion con el consumo frecuente. Objetivo: Comparar las diferencias en la microestructura y la
composicion quimica del esmalte de piezas sanas y que luego fueron sometidas a la acciéon de una bebida
cola. Metodologia: Se seleccionaron piezas dentales humanas recientemente extraidas con su debido
consentimiento informado, de las cuales se obtuvieron 10 cortes longitudinales que fueron incluidas en
resina, desgastadas y pulidas. Se utilizd bebida comercial sabor cola. A las muestras se les realizd un
tratamiento de inmersidn en bebida cola durante 3 minutos y posteriormente 10 minutos en saliva artificial,
repitiendo el régimen de ciclado 4 veces por dia, durante 14 dias. Se metalizaron las muestras y se
observaron al Microscopio Electrénico de Barrido (ESEM) y su Microandlisis EDAX. Se analizé y comparé la
zona externa del esmalte (esmalte radial) y en la interna (esmalte con Bandas de Hunter Schreger) antes y
después de la inmersion. Resultados y Conclusidn: Este analisis en conjunto SEM-EDAX nos permitié obtener
los elementos quimicos de areas definidas del esmalte en cada una de las caras Vestibular y Palatino, una
cercana al limite exterior, y la otra cercana al Limite Amelodentinario. En las imagenes del esmalte sano, se
ve una superficie mas regular y homogénea en comparacion con la observacién de las microfotografias
electronicas de las muestras cicladas en bebida cola. Se analizd el esmalte en el nivel Prismas, de acuerdo a
su organizacion. Se evidenciaron modificaciones en la microestructura de los mismos, debido a la perdida de
cristales de hidroxiapatita, en el esmalte tratado a nivel superficial. Concluimos que la bebida genera
importantes desmineralizaciones que ocasionan alteraciones irreversibles. Y que la ingesta diaria con una
frecuencia de consumo de 4 veces al dia, produce perdida de minerales en el esmalte que causan erosiones,
rugosidades y porosidades que lo vuelven vulnerable al ataque bacteriano.
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Simulacion de imagen en HRTEM de un precipitado de
Zr (Nb, Fe), en una matriz de Zr-Nb

Carolina Vazquez'?, Patricia B. Bozzano?, Adriana Condé3#, Eugenia Zelaya®

! Gerencia de Materiales, C.A.C., Av. General Paz 1499 (1650) San Martin, Buenos Aires, Argentina.

2 |nstituto Sabato-UNSAM/CNEA, Av. General Paz 1499 (1650) San Martin, Buenos Aires, Argentina.

3 CAB - CNEA, Av. Bustillo km 9.5, 8400 S.C. de Bariloche, Argentina. CONICET.

4 Instituto Balseiro, Universidad Nacional de Cuyo Av. Bustillo km 9.5, 8400 S.C. de Bariloche, Argentina.

Las aleaciones base Zr son empleadas mayormente en la industria nuclear debido a: la baja seccién eficaz de absorcién
de neutrones, el bajo nivel de corrosién y a la buena resistencia en entornos de presidn a temperaturas de trabajo del
reactor. Sin embargo puede observarse un endurecimiento del material debido a la presencia de precipitados inducidos
por irradiacion. En este trabajo se investiga la presencia de un precipitado de Zr (Nb, Fe)2 en una matriz de Zr-1%Nb
irradiada en el reactor RA-3 a una fluencia 3.5 x 102 n m?2 (E> 1Mev). Esto se realiza a partir de una imagen de
microscopia electrénica de transmision de alta resolucién (HRTEM) mediante simulaciones. El programa empleado en
las simulaciones es el JEMS [1].
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a. Micrografia de alta resolucion. b. imagen de matriz de Zr (dtomos color verde) con un precipitado de Zr (Nb, Fe)2
(dtomos color: verde, naranja y violeta). c. simulacién de la imagen de HRTEM recuadrada en blanco en a.

Primero se analizé la transformada de Fourier de una zona de 900 nm? de Zr que contenia algunos precipitados. Cabe
destacar que la imagen de FFT tenia dos juegos de spots y que la imagen de FFT es andloga al patrén de difraccion de
esa zona. Se simularon diferentes patrones de difraccion de Zr y Zr (Nb, Fe)2, buscando el mejor ajuste de estas
simulaciones a la imagen de FFT. Los ejes de zona mdas compatibles con la FFT fueron el eje de zona [0 0 1] para la
matriz, y el eje de zona [0 2 1] para el precipitado. Luego se simulé la matriz en dicha orientacién para diferentes
espesores y valores de defoco. Esta simulacién se comparé con una imagen de alta resolucién de 25 nm? que contenia
solo un precipitado. El espesor compatible con la imagen de alta resolucidon dentro de los valores de operacién de
defoco fue de 5,1 nm. Una vez establecido como pardmetro fijo el espesor de la matriz, se varié la ubicacién relativa del
precipitado respecto de la matriz y la interfaz precipitado/matriz. Se concluyé que no importa la ubicacién del
precipitado (arriba, al medio o abajo) siempre es observable por alta resoluciéon. También se observa que la versién que
mas concuerda con la micrografia de alta resolucion es donde el precipitado es “insertado” en la matriz lo que nos lleva
a pensar que este precipitado no es coherente con la matriz a pesar de que tanto la matriz como el precipitado tienen
el mismo tipo de apilamiento hexagonal.

[1] JEMS Electron Microscopy Software Java Version: 48431U2019b04. Stadelmann, 2014-2019. JEMS-SWISS.
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Influencia del campo electromagnético de un TEM en el
fendmeno de coalescencia de NpsAu

Natalia D. Aagaard™?, Julio C. Azcarate', Mariano Fonticelli®3, Eugenia Zelaya®

1 CAB - CNEA, Av. Bustillo km 9.5, 8400 S.C. de Bariloche, Argentina. CONICET.
2 Universidad Nacional de la Plata (UNLP), La Plata, Buenos Aires, Argentina.
3 INIFTA, Diag. 113 y 64, La Plata, Buenos Aires, Argentina. CONICET.

Las nano-particulas de Au protegidas con dodecanotiol (NpsAu) presentan gran importancia en diversas areas de la
investigacion basica y aplicada (catalisis, plasmdnica, etc.). Durante la caracterizacion de las NpsAu mediante TEM vy
HRTEM se ha reportado el fenémeno de coalescencia. Si bien se ha avanzado en la descripcién de todo el proceso
existen algunas preguntas relativas a la naturaleza de la fuerza que atrae a las dos particulas a unirse que ain no han
sido resueltas. Este trabajo pretende evaluar la influencia del campo electromagnético generado por el haz de
electrones sobre las particulas que coalescen. Por este motivo, primero, se releva un patrén de intensidades en funciéon
de la posicién en cada micrografia tomada durante la coalescencia. Luego, se establece el lugar de mayor intensidad
luminica como el eje del campo electromagnético del sistema (cruz celeste en la figura 1a). Posteriormente, se
establece el eje de interaccidon entre las NpsAu (linea color verde en la figura 1a) y se mide el dngulo entre ambos ejes
(dngulo marcado en rojo en la figura 1a). Los angulos medidos en funcién del tiempo a la coalescencia (figura 1b) no
muestran ningun patrén especifico. Asi entonces, determinamos que el campo electromagnético generado por el haz
de electrones del TEM no parece influir en la coalescencia de NpsAu. La coalescencia debe deberse a fuerzas
interactuantes entre las nano-particulas de oro.
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a. Micrografia de alta resolucion de las NpsAu. Las particulas que coalescen estdan enmarcadas en azul y el eje del
campo electromagnético estd marcado con una cruz magenta. b. Angulo entre el eje electromagnético y el eje de
coalescencia (dngulo marcado con linea roja en a) en funcién del tiempo de coalescencia.
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EVALUACION DE LA DIAGENESIS OSEA A TRAVES DE IMAGENES
MEB (ELECTRONES RETRODIFUNDIDOS): PRETRATAMIENTO DE
MUESTRAS Y EJEMPLOS DE APLICACION

Morales, Natalia S.%, Galligani, Paula E.%, Sarmiento, Patricia L.2, Barrientos, Gustavo!

! Divisién Antropologia, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La Plata; CONICET.
2 Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido, Facultad de Ciencias Naturales y Museo, Universidad Nacional de La
Plata; CONICET.

La diagénesis se refiere a los procesos de alteracion que experimentan los huesos con posterioridad a su
enterramiento. Esta involucra un conjunto de cambios fisicos y/o quimicos ocurridos a diferentes niveles
estructurales (i.e. alteraciones macro-, micro- y ultraestructurales). Las modificaciones diagenéticas incluyen,
entre otras, la descomposicidn, erosion, cementacion, mineralizacién, disoluciéon y deformacién de los
tejidos, como consecuencia de la interaccion entre factores intrinsecos (v.g. tamafo, porosidad, estructura
quimica y molecular de los huesos) y extrinsecos (v.g. quimica y dindmica de los suelos, temperatura a los
gue estan sometidos los depdsitos sedimentarios, regimenes hidroldgicos, accion de microorganismos). De
particular interés en arqueologia, antropologia forense y paleontologia son los procesos de bioerosion
causados por bacterias, consistente en la excavacién de tlneles en la microestructura dsea, que ocasiona —
entre otros efectos— la pérdida de colageno por hidrdlisis enzimatica producida por las colagenasas
bacterianas, la reorganizacién de la fraccién inorganica por disolucidn, precipitacion y recristalizacion de la
bioapatita, la modificacién de la sefial isotdpica biogénica y la pérdida de ADN.

A pesar de su importancia, la informacién sobre bioerosion es alin escasa o inexistente en la mayoria de las
regiones del mundo. Si bien diferentes razones pueden explicar esta situacion en casos particulares, una de
las causas generales mas probables de la falta de popularizacion de la investigacion sobre bioerosion dsea es
la percepcidn acerca de las dificultades técnicas que rodean su implementacion. En efecto, la mayoria de los
procedimientos destinados a obtener superficies pulidas aptas para la observacién con microscopia dptica y
electrdnica son relativamente costosos en términos de recursos materiales y tiempo invertido, requiriendo
altos niveles de experiencia y, sobre todo, el acceso a instalaciones adecuadas que, a menudo, no estan
disponibles en la mayoria de los laboratorios arqueoldgicos o paleontoldgicos. Por este motivo y con la
intencidn de posibilitar el procesamiento de un nimero significativo de muestras por parte de usuarios tanto
especializados como no especializados, se generd un protocolo para el pretratamiento estandarizado de
muestras dseas apto para su observacion con MEB. El mismo cumple con los criterios de simplicidad, bajo
costo (medido en términos de tiempo y materiales) y efectividad (evaluada en términos de calidad y
confiabilidad de la informacién recuperada), que son componentes bdsicos del valor funcional de un
producto o procedimiento. Durante la exposicion se describira, de manera pormenorizada, la técnica
implementada, discutiéndose sus ventajas y desventajas frente a otros procedimientos disponibles, al
tiempo que se ilustrard la calidad de la informacién de interés diagenético recuperada, mediante Ia
presentacion de diferentes casos de estudio.
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El Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido durante la

pandemia (2020-2022)

Fabidn G. Tricarico®

! Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido. Museo Argentino de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia.
Avenida Angel Gallardo 470. Piso 32 CABA-Argentina

Se vuelcan datos estadisticos del primer trimestre de 2020, hasta el comienzo de la pandemia y el
aislamiento obligatorio.

A partir de marzo de 2020, trabajo online y administracién del Servicio en la misma modalidad.
Adecuacion del Servicio a la nueva normalidad.
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Impresion 3D de andamios de PHBV bacteriano producido a
partir de glicerol residual

Daiana Nygaard?®, Marcos Bertuola?, Oxana Yashchuk?, Elida Hermida?

! Instituto de Tecnologias Emergentes y Ciencias Aplicadas, UNSAM, CONICET, Escuela de Ciencia y Tecnologia,
Laboratorio de Biomateriales, Biomecanica y Bioinstrumentacion, San Martin, Provincia de Buenos Aires, Argentina.

El poli(3-hidroxibutirato-co-3hidroxivalerato) (PHBV) es un polimero biodegradable producido por
microorganismos. Su ascendente comercializacidn se debe a la excelente combinacién de sus atributos:
termomoldeable, biodegradable y biocompatible, lo que permiten el disefo de diversos productos para
aplicaciones industriales y biomédicas. El objetivo de este trabajo es producir PHBV de alta pureza a partir
de glicerol residual mediante fermentacién bacteriana para generar una nueva tinta de impresion a fin de
bioimprimir andamios 3D para regeneracion de tejidos.

Para la etapa de produccién de biopolimero se inoculé el medio de cultivo (35g/I glicerol residual como
Unica fuente de carbono) con 5% de indculo de Cupriavidus necator adaptado al glicerol residual durante
98h. El cultivo se incubd a 30°C y 150rpm. Se agregd 1g/ | de acido propidnico (pH 7), en dos pulsos a las 24
y 48h. Se observaron las células bacterianas a 72h mediante microscopia 6ptica, electrénica de barrido
(SEM) y de transmision (TEM) (Fig. 1). El polimero producido se extrajo de la biomasa celular liofilizada con
cloroformo caliente, se purificd en dos pasos con metanol y hexano a 4°C y se caracterizd6 mediante técnica
RMN-C®. Se cuantificé la produccién de biomasa y biopolimero por gravimetria y espectrofotometria UV,
respectivamente. La impresidn de PHBV se llevd a cabo en una bioimpresora de extrusién por émbolo LifeSi
3D Res. Para formular la tinta se disolvié el polimero en cloroformo (12,7% m/v) a 70°C obteniendo una
solucidn viscoelastica a temperatura ambiente. La impresion se realiz6 a temperatura ambiente utilizando
jeringa descartable de 1ml con aguja de punta roma de 514um. Para analizar la fidelidad de impresion (Pr)
de la tinta se generaron grillas rectangulares con poros de 2mm de lado, se observaron las grillas al

microscopio optico y se calculd el parametro Pr=L 2 /(16*A), donde L=perimetro y A = area de los poros.

8 Figura 1: Células
Cupriavidus
necator observadas
mediante
microscopia optica
a 1 000X (A), SEM a
10 000X (B) y TEM
a 85 000X (C).

La medicién cinética del proceso productivo establecié el valor
maximo de 3,4g/l de copolimero PHBV a las 72 h, que
corresponde a un 63% del peso seco celular, con una fraccién
molar de mondmero de hidroxivalerato de 7,6%. La extraccién y
purificacion del polimero mediante disolventes organicos
representé un buen método debido a su alto grado de pureza. La
tinta impresa a través de una boquilla de extrusiéon de 514um
presento alta fidelidad de impresiéon (0,9845+0,0025) y filamentos
impresos de 648+7um de espesor y 22+5um de altura (Fig. 2).

Figura 2: Grilla de PHBV impresa con 10% de relleno (A). Microscopia 6ptica a
40X de poros de la grilla (B) y de intersecciones de los filamentos (C).
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Respuesta de la morfometria de raices de Typha domingensis a
la exposicion de Cr (lll) y Cr (VI) en Sistemas de Humedales
Flotantes: Implicancias en la tolerancia y eficiencia de remocion

Molina, M.B.”, Mufarrege, M.M., Di Luca, G.A., Hadad H.R., Maine, M.A

Quimica Analitica Ambiental, Instituto de Quimica Aplicada del Litoral (IQAL, CONICET-UNL), Facultad de Ingenieria
Quimica, Universidad Nacional del Litoral (UNL)-Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),
Santiago del Estero 2829, 3000 Santa Fe, Argentina.

*email: mariabelen.molina@hotmail.com

Los Sistemas de Humedales Flotantes (SHFs) para el tratamiento de aguas contaminadas, consisten en la
utilizaciéon de macréfitas emergentes que crecen en una estructura flotante ;5

sobre la superficie del agua en lugar de arraigarse en el sedimento. Las raices ;‘51 ::1; ] Fig.1
de las plantas que cuelgan debajo del material flotante toman 10s 60] E=zgRizoma
contaminantes directamente de la columna de agua. El objetivo de este :g:
trabajo es evaluar los cambios en los parametros morfométricos internos de 45
raices de Typha domingensis, la tolerancia y eficiencia de remocién de Cr g;g
(1) y Cr (VI) en un sistema de humedales flotante (SHF). Se disefiaron y 2 3.0
construyeron SHF que permitieron que las raices y los rizomas permanezcan if:
sumergidos en el agua mientras emergen las partes aéreas. Los tratamientos 151
fueron: 5y 10 ppm de Cr(lll) y 5y 10 ppm de Cr(VI), con sus respectivos :,:g:
controles sin SHF y un Control Bioldgico (sin agregado de Cr). Las raices de 00—
cada tratamiento se muestrearon y cortaron transversalmente a mano alzada y »«\'\&\

se colorearon con azul de anilina. En todos los tratamientos, la remocion de las especies
de Cr fue superior al 80% y la mayor concentracion de Cr fue
medida en las raices, mientras que la menor concentracion del
metal se determiné en hojas. Un aumento significativo de la
concentracion de Cr en hojas se produjo en el tratamiento
10Cr(VI) respecto de los demas tratamientos (Fig. 1). En los
cortes histoldgicos realizados en los tratamientos 5Cr(VI) y
10Cr(VI) se observaron cambios morfoldgicos notables
respecto del CB, como reduccidn del drea de las raices, médula
y del nimero de vasos y aumento del area de los vasos (Fig. 2).
Estos cambios se deben a las modificaciones que realiza la
planta como un mecanismo de defensa, ya que al aumentar el
area de sus vasos y disminuir su nimero impide que el Cr se ) e
transloque a las partes areas, evitando dafios irreparables €N g 2 secciones transversates de las raices de T. domingensis en oz SHF (Ep= ef Co
procesos como la sintesis de clorofila y la floracion. ES de s o Mrmedis M vases metas i e
destacar que a pesar que los tejidos se encontraban

colapsados debido al metal no hubo senescencia ni muerte de las plantas. En el caso del Cr(lll) 5y 10 ppm,

no se observaron cambios significativos con respecto al control. La plasticidad morfoldgica y la tolerancia de

T. domingensis permite que SHF con esta especie sea una tecnologia prometedora para remediar sistemas
acuaticos contaminados con Cr.
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Neoplasias Salivales: Caracterizacion Histopatologica de 6 Casos

Dorati Pablo?, Lazo Gabriel?, Alamo Georgina?, Ogas Cintia2, Bander Melina?

Asignatura de Patologia y Clinica Estomatoldgica. Laboratorio de Anatomia Patoldgica. Facultad de Odontologia.
Universidad Nacional de La Plata
2Asignatura de Patologia y Clinica Estomatoldgica. Facultad de Odontologia. Universidad Nacional de La Plata

INTRODUCCION: las glandulas salivales son érganos sélidos de organizacién compleja y citologia heterogénea.
En ellas asientan gran cantidad de procesos patolégicos entre ellos, los de caracter neoplasico. En la dltima
revision de la OMS del 2017, la agencia internacional de investigacion en cancer (IARC) definid un total de 33
expresiones tumorales, con inclusién de nuevas entidades, reubicaciéon y eliminaciéon de otras (1). Las
alteraciones genéticas como traslocaciones cromosémicas y genes de fusidn se perfilan como un aporte
importante de la clasificacidn a futuras lineas de investigacion. Estas neoplasias salivales encuentran en el
compartimiento abluminal, los blancos potenciales de transformacién neoplasica: las células mioepiteliales y
basales, ambas con capacidad de variar su expresion fenotipica y generar patrones histoldgicos superponiendo
caracteres microscépicos entre entidades benignas y malignas (2). La OMS utiliza la morfologia para elaborar
la clasificacidn, dando a la microscopia dptica un papel siempre relevante en el diagnostico. OBJETIVOS:
comunicar cuatro casos de tumores benignos de frecuencia relativa en glandulas salivales accesorias, y dos de
lesiones glandulares malignas destacando sus aspectos histopatolégicos. MATERIALES y METODOS: se
utilizaron para el presente trabajo muestras de archivo procedentes del laboratorio de anatomia patoldgica
de la FOLP/UNLP, y especimenes formolizados de biopsias, los que fueron procesados para la técnica
convencional de microscopia Optica, incluidas en parafina y coloreados con H&E. Se obtuvieron
microfotografias a 4, 40 y 100X.

RESULTADOS: caso 1 mujer 47 afios lesion tumoral en mucosa de labio superior. El andlisis histolégico mostré
lesion encapsulada con formaciones ductales y contenido eosinéfilo en un estroma mixoide. Diagndstico:
adenoma pleomorfo. Caso 2 mujer 56 afos de edad con lesién tumoral en fibromucosa palatina. La
histopatologia evidencid lamina de células epiteliales con formaciones semejantes a ductos en un estroma
hialino. Capsula con infiltrado tumoral. Diagndstico: adenoma pleomorfo. Caso 3 hombre 41 afiosde edad
con tumor en hemipaladar. Diagndstico anatomopatoldgico adenoma canalicular. Caso 4 mujer 62 afos con
tumor en mucosa yugal izquierda, blando, asintomatico. Histopatologia: células poligonales congranulaciones
eosinofilicas intracitoplasmaticas: Diagndstico: Oncocitoma. Caso 5 paciente masculino presenta tumor en
mucosa yugal derecha, mucosa de coloracién normal y ausencia de sintomatologia clinica. Diagndstico
histopatoldgico: adenocarcinoma de células basales. Caso 6 paciente masculino con lesién tumoral en mucosa
yugal, asintomatica. La histopatologia arrojo como diagnéstico carcinoma epitelial intraductal de glandula
salival CONCLUSION: las entidades reportadas representan lesiones de relativa baja frecuencia en nuestro
medio. Coincidiendo con los datos epidemioldgicos las lesiones tumorales de glandulas salivales menores
tienen altos porcentajesde tener conducta bioldgica agresiva. Los datos clinicos y epidemiolédgicos son
coincidentes con descripciones de la bibliografia mundial. La etiopatogenia molecular de estas neoplasias abre
paso a protocolos de diagndstico avanzados que podran facilitar su identificacidn y posterior tratamiento.

1- Adel K; Chan J; Grandis J; et al. WHO Classification of Head and Neck Tumours. International Agency
for Research on Cancer. 4th Edition. Lyon, 2017.

2- Janaki I; Arvind H; Uyen Minh Nha C; et al. An Overview On The Histogenesis and Morphogenesis of
Salivary Gland Neoplasms and Evolving Diagnostic Approaches. Cancers 2021, 13, 3910. https: / /
doi.org/10.3390/cancers13153910
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Resolucidn, exactitud y precision en imagenes de microscopia
super-resueltas usando SUPPOSe

Micaela Toscani®", Oscar E. Martinez' y Sandra Martinez?

! Laboratorio de Foténica, IIBM-FIUBA, CONICET, Buenos Aires, Argentina. *Contacto: mtoscani@fi.uba.ar
2 Departamento de Matematica, FCEyN-UBA, IMAS, CONICET, Buenos Aires, Argentina

En este trabajo llevamos a cabo un andlisis de rendimiento del algoritmo SUPPOSe, un método de
deconvolucién con super-resolucidon para imagenes individuales basado en la superposicién de fuentes
puntuales de igual intensidad (Martinez et. al.,2019). Realizamos un analisis del rendimiento del algoritmo
SUPPOSe para casos de estructuras filiformes dada la relevancia que este tipo de estructuras tienen en el
campo de la biologia. Pusimos a prueba el algoritmo procesando un conjunto de imagenes sintéticas de
segmentos paralelos, variando la relacién sefial-ruido presente en las imagenes y la distancia entre los
mismos. Algunas de las soluciones obtenidas se muestran en la Fig.1a. Observamos que el método, a pesar
de ser muy robusto frente al ruido de alta frecuencia, esta condicionado por la estructura del ruido de baja
frecuencia, tendiendo a sobre ajustarse cuando la relacion sefial/ruido en la imagen es baja. Brindamos
criterios para determinar en imdagenes experimentales qué estructuras de la solucién reconstruida pueden
ser confiables y cudles pueden atribuirse a artificios debidos al ruido. Al probar el método con imagenes
sintéticas y experimentales, determinamos el grado de exactitud, precision y resolucién del método y cémo
se modifican estos parametros bajo diferentes condiciones de sefial/ruido, los resultados obtenidos se
muestran en la Figlb. Demostramos que al procesar imagenes sintéticas con un limite de resolucién de
campo amplio de 236 nm podemos lograr una resolucién de 80 nm con una exactitud de 20 nm y una
precisién de 10 nm, con tasas de resolucién cercanas a 100%. Para el caso de imagenes experimentales
logramos cuantificar valores de precisidon consistentes con las estimaciones a partir de imagenes sintéticas
para los mismos niveles de ruido.
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Figura 1: Resultados con imagenes sintéticas. a) Soluciones obtenidas al variar la relacién sefial-ruido y los
parametros constructivos de la imagen. b) Curvas de exactitud, precision y resolucion obtenidas en base a los
resultados.
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Contribuciones de la microscopia de alta resolucion al estudio de
la barrera hematotesticular

Juan Pablo Luaces'?, Nicolas Toro-Urrego?, Camilla Guimaraes Costa Tabosa'?3, Sofia Bordet*,
Francisco Capani®234

1Centro de Altos Estudios en Ciencias Humanas y de la Salud. Universidad Abierta Interamericana, Buenos
Aires, Argentina

2.Consejo Nacional de Investigaciones Cientificas y Técnicas-CONICET. Buenos Aires, Argentina

3, Facultad de Medicina, Fundacién H. A. Barcel6. Buenos Aires, Argentina
4 Facultad de Psicologia y Psicopedagogia, Universidad Cat6lica Argentina, Buenos Aires, Argentina

La barrera hematotesticular (BHT) es una barrera de gran complejidad divide el epitelio seminifero del
testiculo. Establece dos compartimentos, basal y adluminal generando un microambiente singular para la
meiosis. Cumple una funcidon de proteccidn clave frente a reacciones autoinmunes. A diferencia de otras
barreras celulares, como la barrera hematoencefilica, la BHT no solo tiene uniones estrechas, sino también
especializaciones ectoplasmaticas, desmosomas y uniones comunicantes. En estudios realizados en los
ultimos veinte afios se han identificado gran cantidad de proteinas estructurales y de andamiaje de la BHT. En
la dltima década se realizd un avance sustancial en la comprension de las vias moleculares de regulacion de la
BHT. El trabajo con sistemas in vitro permitié caracterizar la funcidn de la barrera que forman las células de
Sertoli. Sin embargo, en el testiculo la BHT es mucho mas compleja y funciona como una estructura dindmica,
abriéndose y cerrdndose transitoriamente a medida que las células espermdticas se mueven hacia el
compartimiento adluminal. La microscopia de alta resolucién es clave para obtener datos morfofuncionales
que permitan comprender la complejidad de la fisiologia de la BHT. La distribucidon dinamica de las moléculas
de adhesion BHT dificulta su localizacién precisa y se requiere la correlacién con observaciones a nivel
ultraestructural. Desde las primeras evidencias de la BHT, se lograron grandes avances en el campo de la
microscopia. El grado de resolucién que sobrevino con la microscopia electrénica de transmisién permitié
resolver la ultraestructura singular de las uniones BHT. Luego la criofractura para microscopia electrénica de
barrido fue utilizada en numerosos estudios que describieron la notable topografia de las uniones estrechas.
La inmunolocalizacidn de proteinas clave de las uniones de la BHT fue extensamente desarrollada en estudios
basados en microscopia de luz fluorescente convencional y confocal. Aunque se lograron numerosos avances,
se requiere desarrollar areas poco exploradas, como la microscopia de superresolucion, a fin de proporcionar
imagenes de alta calidad de moléculas especificas a una resolucion de escala nanométrica. En el presente
trabajo, discutimos las contribuciones de los estudios de microscopia de alta resolucién sobre la BHT
destinados a caracterizar su dinamica funcional. Asimismo, destacamos areas de investigacion que justifican
estudios futuros, identificando nuevos enfoques de microscopia que permitan comprender la complejidad de
esta barrera.

-Oral: presentacion de 15 min X

-Poster flash: presentacion de 5 min (video ppt de la presentacion) []
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Activacion plaquetaria inducida por alfa hemolisina de Escherichia coli

Pérez Vazquez K!, Sarmiento P?, Peralta R3, Jurado S3, Schwarzbaum PJ*, Herlax V!

IInstituto de Investigaciones Bioquimicas de La Plata (INIBIOLP), "Prof. Dr. Rodolfo R. Brenner". Facultad de Ciencias Médicas.
Universidad Nacional de La Plata

2 Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido, Facultad de Ciencias Naturales y Museo. Universidad Nacional de La Plata.

3 Servicio Central de Microscopia Electrénica (SCME) "Dr. Shin-Ichi Itagaki" , Facultad de Ciencias Veterinarias. Universidad
Nacional de La Plata.

4 Instituto de Quimica y Fisico-Quimica Bioldgicas (IQUIFIB) "Prof. Alejandro C. Paladini", Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires.

Las cepas uropatogénicas de Escherichia coli (UPEC) son uno de los agentes mas comunes (80%)
causantes de infecciones del tracto urinario, que incluyen desde cistitis a formas clinicas mas severas
como pielonefritis y bacteriemia. Para evadir las defensas del huésped y persistir, las UPEC
desarrollaron una variedad de factores de virulencia, siendo uno de los mas importantes a-hemolisina
(HlyA). Las plaquetas juegan un importante rol en la homeostasis y responden a la presencia de
patdgenos y sus productos. Esta respuesta involucra la expresion de proteinas de superficie,
liberacion de mediadores de activacion y vesiculacion que llevan a un aumento de la actividad
procoagulante, sumado a procesos de muerte de éstas y otras plaquetas circundantes. En este estudio,
analizamos la respuesta de plaquetas humanas tratadas con diferentes concentraciones de HlyA,
recreando un modelo de bacteriemia. Para esto, se determind la viabilidad de las plaquetas mediante
indicadores metabdlicos y variaciones en la concentracion de calcio intracelular libre por citometria
de flujo. Por otro lado, se analizaron cambios en la morfologia celular de las plaquetas tratadas
mediante microscopia electronica de barrido (SEM) y transmision (TEM). Nuestros resultados
muestran que HIlyA desencadena la activacion de plaquetas mediante el aumento de calcio
intracelular. Ademas, las imagenes de TEM y SEM muestran cambios morfologicos compatibles con
la activacion plaquetaria como la fusion de granulos o y alteraciones en la membrana plasmatica,
tales como formaciones de posibles poros y protrusiones compatibles con la formacion de
microvesiculas. Estos hallazgos ayudarian a dilucidar la naturaleza de la respuesta plaquetaria ante
toxinas bacterianas y su interrelacion con otras células.

Palabras Clave: Plaquetas; Alfa Hemolisina; Escherichia coli; Microscopia Electrénica.
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GRAFENO SINTETIZADO DIRECTAMENTE SOBRE SiO,/Si
MEDIANTE DEPOSITO QUIMICO DE VAPOR

Carla S. Nobile?!, Axel Rodriguez?, Luis Avilés-Félix>*, Laura N. Serkovic-Loli*®

! Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Nacional de Cérdoba,

2 Facultad de Ciencias, Universidad Nacional Auténoma de México,

3 Div. Resonancias Magnéticas,

4 Instituto de Nanociencia y Nanotecnologia CONICET-CNEA, Centro Atémico Bariloche,
5 Div. Superficies.

El grafeno es un material bidimensional constituido por una monocapa de atomos de carbono obtenido y
estudiado experimentalmente por primera vez en 2004. Este material posee caracteristicas térmicas,
elasticas, opticas y electrénicas que lo vuelven atractivo para el desarrollo de nuevas tecnologias en diversas
ramas. Existen diversos métodos de sintesis, como la reduccién quimica de éxido de grafeno, exfoliacion en
fase liquida del grafito, descomposicion térmica de carburo de silicio (SiC), exfoliacion mecanica (método de
la cinta adhesiva), depdsito quimico de vapor (CVD), entre otros. Uno de los desafios que se presenta en la
actualidad en la electrénica convencional radica en obtener en forma directa grafeno monocapa de alta
calidad sobre sustratos dieléctricos para usarlos en dispositivos electronicos.

El problema que se intenta resolver con el presente trabajo es evitar la transferencia de grafeno al sustrato
deseado, ya que esto implica una serie de pasos engorrosos y que inevitablemente generan contaminacién
del material. Se propone un método de sintesis directa de grafeno empleando la técnica CVD sobre un
sustrato dieléctrico, utilizando una pelicula delgada de cobre como catalizador. Se empled la técnica de
espectroscopia Raman para verificar la presencia de grafeno sobre el sustrato, y la morfologia del material
sintetizado fue analizada por microscopia de fuerza atdmica o Atomic Force Microscope (AFM). Valiéndose
de estas técnicas, se detecté la presencia de grafeno monocapa y multicapa en diferentes sectores de las
muestras. Mediante las imagenes de AFM se pudo observar que la contaminacién post disolucién del cobre
con FeCls se depositd sélo en las zonas de silicio, y no en las regiones donde se encontraba grafeno, lo que
indica la baja reactividad del grafeno, como es esperado. Luego de realizar un barrido con la punta del
equipo en modo contacto, la zona se limpid y se logré observar el material sintetizado. Esto fue confirmado
mediante espectroscopia Raman.

Referencias

Su et al. Nano Letters, 2011, 11, 3612.
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Caracterizacion por Microscopia Electrénica de Barrido y técnicas asociadas de electrodos metal-polimero-
obtenidos por Manufactura Aditiva.

Ana Daniela M. Jugo Guggiolini }, Marcelo R. Esquivel

! Universidad Nacional de Santiago del Estero (UNSe).

2 Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido — Departamento de Caracterizacion de Materiales- Centro Atémico
Bariloche (CNEA) — INN Instituto de Nanociencia y Nanotecnologia (CNEA-CONICET).

* Universidad Nacional del Comahue (UNCo) — Bariloche.

Los procesos en electrodos son altamente complejos por la ocurrencia simultdnea de fendmenos de
transporte, difusién y de reaccion electroquimica. Esta complejidad es, en parte, debido a la constitucion
misma del electrodo, que en general esta conformado por diversos tipos de materiales (ceramico-polimero-
metal) necesarios para poder cumplir las funciones de soporte, reactividad y conductividad. En este trabajo,
caracterizamos por Microscopia Electrénica de Barrido y sus técnicas asociadas, un electrodo constituido por
PLA (4cido polilactico-(C3H,0,),)-Ni-Cu utilizado para captura de Sr **. Las muestras obtenidas fueron
analizadas en un microscopio electrénico de barrido FEI-FEG Nova NanoSEM 230 asociado a detectores de
EBSD, EDS, ETD, TLD, vCD, GAD y STEM y un microscopio electrénico de barrido de emisién termoidnica FEl
Inspect s50 asociado a detectores ETD, FSED, BSE Y EDS. Las condiciones de interaccion del haz de
electrones con la muestra fueron simuladas utilizando el software CASINO. El disco de acido polilactico
(Grilon 3) fue obtenido por Impresion 3-D y la moneda de Cu (Alfa Aesar, 99,99+%)por manufactura aditiva
de impresion 3-D del PLA (Grilon 3), compresidn a baja presidn y tratamientos térmicos en H, (Linde Gas) a
700 °C. La lamina de Ni fue obtenida de su constitucién comercial (sigma-aldrich, foil, 99,9+%).

En la figura 1, se muestra una composicion de las técnicas usadas para caracterizar los electrodos. En la
figura 1a se presenta una imagen SEM-ETD obtenida a 5 kV. La imagen muestra las caracteristicas
morfoldgicas tipicas del PLA obtenido por modelado por deposicion fundida (FDM — Impresién 3-D). En el
fondo, se observa la morfologia de Cu obtenido por manufactura aditiva. Notese la porosidad del metal,
debido a la baja compresion de fabricacidon. En la Imagen 1b obtenida por SEM-BSE, se aprovecha la mayor
reflectividad de Cu respecto de la de C,0 para evidenciar la presencia del primero y mostrar la constitucion
multicapa. El mapeo EDS correspondiente se muestra en la Figura 1.c. La resolucién de la técnica de EDS es
menor que la de la imagen observada en 1b. Sin embargo, puede observarse claramente la diferencia
composicional entre los constituyentes y la ausencia de O lograda en Cu indicativo de la ausencia de
oxidacidn. Estas caracteristicas pudieron ser observadas gracias al analisis por SEM y técnicas asociadas.

200 5m

Figura 1. PLA-Cu. a. Imagen SEM-ETD a 5kV. b. Imagen SEM-BSE a 5 kV. c. Mapeo EDS. ® Cu O ¢ O o.
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Modos de operacion, reflectividad, topografia y microanalisis EDS acompafiados de simulaciones:
resolviendo desafios en el Servicio de Microscopia Electrénica de Barrido del Centro Atdmico Bariloche

Paula Troydn 1, Manuel Corte 1, Marcelo R. Esquivel 12

1SMEB- DCM (CNEA) — GIA — GAATEN - Centro Atémico Bariloche (CNEA)
2 INN (CONICET) — UNCo-Bariloche.

En este trabajo, estudiamos los efectos de la interaccidn entre el haz de electrones que generan nuestros
microscopios electrénicos de barrido y los distintos materiales y muestras recibidos, para poder describir los
desafios que plantea dicha interaccion en forma de imagen y acompaiiado de un analisis de los resultados.
Las imagenes y analisis presentados aqui fueron obtenidos en nuestros microscopios electrénicos de barrido
FEI-INSPECT S50, y FEI NOVA NANO SEM 230. El primero es un SEM de emisién termoidnica dotado de
detectores ETD, vCD, LFD y asociado a un detector EDS (EDAX) con una resolucién nominal de 8 nm a 30 kV
con modos de operaciéon de alto y bajo vacio. El segundo es un SEM de emisién de campo dotado de
detectores ETD, TLD, vCD, LFD, GAD, STEM vy asociado a detectores EDS (EDAX) y EBSD (EDAX) con una
resoluciéon nominal de 1.6 nm a 15 kV. Este microscopio tiene modos de operacién de altoy bajo vacio.

La imagen a, polen de cardo (Carduus Thoermeri), fue obtenida por SEM usando un detector ETD a 10 kV
con un spot de 2.5 en modo alto vacio. La composicion simulada en el software libre CASINO fue la de una
estructura ideal con una densidad similar a la de la muestra. La elecciéon del voltaje de trabajo fue un
compromiso entre la interaccién materia-haz y la descripcidn solicitada. La imagen b fue obtenida utilizando
un detector vCD a 5 kV con un spot 5.0. Es un fésil del Paleoceno (material Unico) donde se identifican los
estomas de la flora de ese periodo (formas concéntricas). Se utiliza un voltaje de 5 kV para no dafiar la
muestra y se aprovecha la reflectividad /topografia producida por la sefial detectada por vCD, que permite
separarla de la compleja presentacién superficial que se obtendria con un ETD. En la imagen c, se observa el
crecimiento de cristales de Sr en una matriz de Cu. La cinética de la electro-reduccidn favorece la deposicién
de Sr 2* en forma de estrella y la destruccién del electrodo de Cu que se observa como una capa plana
agujereada. Los componentes de la imagen fueron identificados por EDS en d. La forma bipiramidal
observada, no es de equilibrio y por lo tanto no es la tipica del grupo espacial Fm3m que describe al Sr. Estos
habitos y formas observados fueron simulados utilizando el software WinXMorph ©.

& 5 ) &, 10um : 10 um
Imdgenes y anélisis. a) Carduus Thoemeri (ETD). b) Flora del Paleoceno (vCD). ¢ y d) Cristales de Sr en Cu (ETD) - EDS, Ocu Osr.

En este trabajo, mostramos los resultados de los distintos desafios que se nos presentan en el Servicio y la
forma de resolucién de los mismos combinando simulaciones y analisis de sefiales y modos de operacidon
disponibles en los Microscopios Electronicos de Barrido asociados al SMEB-CNEA-BARILOCHE.
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Micro-Morfologia Estructural de Tejidos Biomineralizados en
Diferentes Especies.

R. Bolmaro®? V. Tartalini?, A. Lépez3, P. Risso?, N. De Vincentis2, M. Avalos2.

!Instituto de Fisica Rosario, CONICET-UNR. (2000) Rosario, Santa Fe, Argentina.
2 Centro Cientifico Tecnolégico, Laboratorio de Microscopia Electrénica de Barrido. (2000) Rosario, Santa Fe, Argentina.
3 Depto. de Ecologia, Genética y Evolucién, Fac. de Ciencias Exactas y Naturales, UBA. (1428) Buenos Aires, Argentina.

La construccion de tejidos bio-mineralizados es una de las estrategias de supervivencia utilizadas por
organismos vivos. Los mismos se presentan en especies extintas y actuales, a través de muchos taxones,
siendo las cascaras de huevos unos de los mas sobresalientes. El carbonato de calcio es el principal
componente mineral, actuando como proteccion para las crias en dinosaurios, pajaros, reptiles, tortugas,
moluscos, etc. La Calcita y la Aragonita son las dos formas cristalograficas mas importantes y abundantes del
CaCOs. La Calcita es uno de los minerales mas abundantes en la corteza terrestre. La Aragonita, a pesar de
ser mas inestable en condiciones normales de presidon y temperatura, también puede encontrarse en
grandes depdsitos naturales. Ambos se encuentran como constituyentes principales de caparazones de
moluscos, ya sea individualmente o combinados entre si. Muchas de esas estructuras han sido ya
investigadas utilizando EBSD como una de las principales técnicas experimentales.

En huevos de reptiles o aves la calcita es dominante. Algunas preguntas pueden surgir respecto de la
distribucion de las microestructuras caracterizadas entre los diferentes taxones y si una ulterior
determinacion de detalles menores y sutilezas pueden ser consideradas “morfologias ocultas” de avanzada
para la clasificacion.

Mostraremos las microestructuras de huevos de Megalobulimus oblongus (Giant South American Snail),
Molusco, Strophocheilidae; Chelonoidis chilensis (South American Land Turtle), Testudinidae, Chelonoidis; y
varias especies de aves.

Los estudios efectuados en huevos de Tortuga, Chelonoidis chilensis, muestra una estructura compuesta de
cuatro capas de calcita-aragonita, que probablemente mejora las propiedades mecdnicas, constituyendo uno
de los primeros reportes de huevos compuestos.

Con respecto a huevos de aves se mostraran microestructuras intentando explicar su mayor resistencia a la
rotura en varios linajes de aves parasitarias, que depositan sus huevos en nidos de otras aves huéspedes. La
mayor resistencia se debe tipicamente a espesores mayores, sin embargo, hay evidencia de que la
microestructura de las mismas puede mejorar en gran medida su comportamiento mecanico. Mediante
ensayos mecanicos de compresion y caracterizaciones por SEM/EBSD/XRD, se estudian las propiedades y
correlaciones mas importantes. Las propiedades mecanicas de resistencia a la rotura son influenciadas por
propiedades micro y ultraestructurales, con particular dependencia de la longitud especifica de redes de
bordes inter-cristalinos, los que ocasionan un gasto energético mayor durante la propagacion de las fisuras.

References:

“How to build a puncture and breakage-resistant eggshell? Mechanical and structural analyses of avian brood parasites
and their hosts”. Lopez, A.V., Bolmaro, R.E., Avalos, M., Gerschenson, L. N., Reboreda, J. C., Fiorini, V. D., Tartalini,

V., Risso, P., Hauber, M.E. 2021. J. of Exp. Biology (2021) 224, jeb243016. d0i:10.1242/jeb.243016.
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Caracterizacion por EBSD de la Deformacion Heterogénea en
Materiales Severamente Deformados

R E. Bolmaro'), J. Mufioz Bolafios!*?), N.S. De VincentisY), V. Tartalini, P. Risso, M. Avalos{?).

1 Grupo de Fisica y Micromecénica de Materiales, Instituto de Fisica Rosario, CONICET-UNR. FCEIA, 27 de Febrero 210
bis, Rosario, Santa Fe, 2000, Argentina.
2Departamento de Ciencia de los Materiales e Ingenieria Metalurgica. Universitat Politécnica de Catalunya. Espafia.

En materiales severamente deformados los defectos de superficie interna, o tamafio de dominio, asi como
dislocaciones y maclas acumuladas son las caracteristicas nanoestructurales que comandan las propiedades
y comportamientos del material. El orden orientacional de la nanoestructura desarrollada agrega una
complejidad mas a los materiales nanoestructurados volumétricos. La misma necesita ser descripta
cuantitativamente para explicar y predecir los comportamientos macroscopicos.

Durante el proceso de produccidon de metales y aleaciones, la deformacidn plastica es combinada con
tratamientos térmicos que procuran disminuir o incrementar algunas propiedades del material, resultantes
de la acumulacion de defectos como dislocaciones, tamafio de granos, precipitados y tensiones residuales
asociadas. Existen numerosos casos donde tanto la acumulacién como la modificacién posterior por
tratamientos térmicos resulta altamente dependiente de la orientacion preferencial (textura) del material,
de la geometria y distribucién espacial de los cristales constituyentes. Esta heterogeneidad y anisotropia
juegan un papel decisivo en el éxito o fracaso del disefio de cualquier tratamiento térmico. El objetivo de
este trabajo es mostrar avances en la determinacion experimental de la distribucidn orientacional y espacial
de defectos, su analisis y visualizacidn.

Se presentan experimentos de deformacién en acero 304, aleaciones de Al y Zn por medio de ECASE (Equal
Chanel Shear Extrussion) que impone una deformacion preferencial por corte en la superficie de chapas. Esta
técnica de deformacion puede introducirse en los trenes de laminacidn existentes con modificaciones de
costo moderado. Los resultados obtenidos por medio de Electron Backscatter Diffraction (EBSD), en
combinacién con ensayos mecdnicos, muestran que la produccion de materiales con deformacidn
heterogénea logra aumentar el limite de deformacién a rotura con un incremento simultaneo de la tension
de fluencia del material. Los materiales con microestructura compuesta presentan una oportunidad para las
técnicas de deformacion pldstica severa para la produccién de aleaciones con propiedades novedosas.
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Biodeterioros del patrimonio fotografico del museo casa
histdrica de Tucuman: caracterizacion de microorganismos
causantes por microscopia electrdnica

D’Arpino MC. !, Galvan FS. 1, Gallardo CA. %, Alvarado NN. 1, Oliva AC. 2, Martinez L. %, Barrionuevo
C. 2, Guerra Orozco MC. 2, Esquivel H. %, Silva Manco MJ. %, Albarracin VH 1*

! Centro de Integral de Microscopia Electrénica (CIME), CCT-CONICET, UNT, Tucuman, Argentina.
2 Museo Casa Histdrica de la independencia, Tucuman, Argentina. * viralbarracin@gmail.com

La Casa Historica de la Independencia fue la sede del Congreso General que declaré la Independencia de las
Provincias Unidas en Sudamérica el 9 de julio de 1816. Hoy es Monumento Nacional que cuenta con una
coleccién histérica diversa con objetos correspondientes a los siglos XVIII y XIX. La conservacién del
Patrimonio Cultural contribuye a la identidad de sus pueblos. El acervo fotografico, considerado de interés
nacional, estd expuesto a sufrir alteraciones fisicas, quimicas y/o bioldgicas. El biodeterioro, causado por
microorganismos ocasiona cambios no deseados en las propiedades del material. Esto resulta en pérdida de
sustancia debido a la corrosidn acida, la degradacion enzimatica y el ataque mecdnico. Este trabajo tuvo
como objetivo estudiar los microorganismos presentes en la fotografia tomada por Angel Paganelli (1868 -
1869) considerada un hito de la fotografia argentina del siglo XIX por ser la Gnica toma de la fachada de la
Casa de la Independencia original que resulté fundamental para su posterior reconstrucciéon en 1943. El
soporte de esta imagen es un papel de algodén de bajo gramaje donde una de las caras se encuentra
cubierta con albumina fermentada y sensibilizada con sales de plata. Se hisopd la superficie de la fotografia
sobre zonas que presentaban deterioros similares a foxing, manchas pequefias y aisladas de color rojo-
parduzco oxidado, no relacionadas directamente con la degradacion estructural del sustrato y producidas
por microorganismos. Se tomaron muestras por duplicado y se sembraron en placas con medio de cultivo LB
pH7 conteniendo antibidticos Cicloheximida (CH) y Ciclohehimida mas Acido Nalidixico (CH/NA). Se
recuperaron e identificaron 21 aislamientos. La identificacidon bacteriana se realiz6 por espectrometria de
masas MALDI-TOF VITEK® MS plus (BioMérieux, Francia). Las proporciones de las especies obtenidas fueron:
Bacillus altitudinis/pumilus (4,76%), Bacillus galactosidilyticus (9,52%), Pseudomonas sp. (23,81%), Kocuria
rosea (9,52%), Streptomyces griseus (4,76%), Bacillus thermoamylovorans (4,76%), Streptomyces sp. (4,76%),
Micrococcus luteus (9,52%), Bacillus cereus group (4,76%), Staphylococcus epidermidis (4,76%). 19,05% de
los aislamientos correspondientes a 4 cepas no pudieron ser identificados por las plataformas Vitek 2,
Compact y Vitek MS por no encontrarse en la base de datos de las mismas. Un 88% fueron Gram+ mientras
que un 12% Gram-. La aplicacion de técnicas de antibiograma automatizado (VITEK)/difusion Kirby Bauer
permitio determinar la resistencia y sensibilidad a diversos antibiéticos en Pseudomonas sp y en
Staphylococcus epidermidis. Se realizé el andlisis de cada una de las cepas por microscopia electrénica
barrido (MEB) Zeiss Supra 55VP (Carl Zeiss NTS GmbH, Germany), a fin de correlacionar datos
estructurales/microbioldgicos. Las micrografias revelaron cocos y bacilos, presentes en diferentes estadios
de crecimiento, que se agrupaban en pilas o se disponian en capas rodeados de material extracelular.
Nuestros hallazgos muestran la diversidad bacteriana predominante en fotografias histéricas. El
conocimiento sobre la variedad de taxas microbianas constituye una aproximacién para el desarrollo de
estrategias biotecnoldgicas preventivas para la conservacién del Patrimonio Cultural del Museo Casa
Histdrica.
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Comparacion de procesos de coating con carbono y oro para
microscopia electrénica de barrido

Martinez L. 1, D’Arpino MC. %, Esquivel H. , Marcial E. %, Contreras C. 2, Albarracin VH. 1*

! Centro de Integral de Microscopia Electrénica (CIME), CCT-CONICET, UNT, Tucuman, Argentina.
2 Ministerio Publico Fiscal. Laboratorio de Quimica Legal y Toxicologia.
* viralbarracin@gmail.com

La identificacion y caracterizaciéon de muchas subestructuras bioldgicas a alta resolucidn requiere el uso de
tecnologias de microscopia electrénica (ME). La Microscopia Electrénica de Barrido (MEB) permite una
resolucion de 1 a 4 nm y ha facilitado la visualizacion directa de estructuras macromoleculares. Cuando se
trabaja a altas magnificaciones resulta fundamental poder diferenciar el material con el cual se realiza el
coating, de las muestras en estudio cuando es el caso de proteinas, exopolisacdridos, nanoparticulas
producidas por bacterias, entre otras. Esto se debe a la similitud en tamafio y forma que puede existir entre
ambos tipos de estructuras. El proceso de coating resulta esencial para la conductividad cuando se trabaja
en condiciones de alto vacio. Se lleva a cabo con materiales diversos (oro, paladio, carbono) en funcién de la
conductividad eléctrica y térmica del material y de las propiedades de la muestra. Entre los mas empleados
debido a costo y disponibilidad se encuentra el oro y el carbono. Estos procesos se realizan exponiendo la
muestra montada sobre un vidrio que a la vez se adhiere a un stub. En el caso del recubrimiento con oro, se
realiza en vacio con una nube de iones de oro, sputtering, que se deposita sobre el espécimen mientras que
el recubrimiento con carbono se efectia mediante la evaporacidn de un hilo de carbono que permite
generar un film que recubre la muestra. El objetivo de este trabajo fue obtener datos imagenolégicos que
permitan caracterizar el recubrimiento. Para ello se montaron portaobjetos de vidrio sobre un stub de
aluminio y se llevd a cabo el coating con oro en un lon Sputter Marca JEOL modelo JFC-1100 durante 5, 10,
15 y 20 minutos. Por otro lado, la cobertura con carbono se realizé en un Q150RES Plus, sobre superficies de
vidrio durante 5, 10 y 15 minutos. Los vidrios se evaluaron mediante MEB, en un Zeiss Supra 55VP (Carl Zeiss
NTS GmbH, Germany). Se obtuvieron micrografias en las siguientes condiciones: 1,2 KV; 2,5 mA; evaluando a
diferentes magnificaciones 50, 100 y 200 KX, usando detectores de electrones secundarios (SE2) e InLens.
Las imagenes obtenidas por MEB fueron analizadas por medio del programa de analisis de imagenes ImageJ
lo cual permitié la caracterizacién del recubrimiento a través de mediciones de superficies y parametros de
forma. Se tuvo en cuenta la uniformidad de la cobertura, los tamafios y las formas de las particulas de oro y
de carbono, tomando en consideracién los diferentes tiempos de exposicion. Los datos obtenidos resultan
de gran importancia debido a que existe muy poca informacidon tendiente a relevar informacidn
concerniente al recubrimiento empleado. Los datos obtenidos permiten tener un registro fehaciente de las
caracteristicas del revestimiento tanto con oro como con carbono a fin de poder discriminar sin
inconvenientes particulas de la muestra cuyo tamafio o forma puedan presentar similitudes con las
particulas generadas por el coating.
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Analisis de morfologia mitocondrial semi-automatizado en
imagenes de cultivos neuronales derivados de IPSCs usando
FUI/Imagel

Esteban Alberto Miglietta?, Carla Pascuale?, Laura Morellit, Andrés Hugo Rossi?.

! Fundacién Instituto Leloir, IBBA-CONICET

Texto de resumen y figuras (maximo 1 carilla).

El uso de imagenes de microscopia de fluorescencia y confocal es un pilar fundamental para los
trabajos de investigacion en ciencias bioldgicas. En este contexto, el analisis cuantitativo no sesgado de
dichas imagenes es clave para lograr resultados reproducibles y comparables entre si. Sin embargo, en
muchos casos, esto puede resultar complicado debido a la naturaleza de las imagenes o del fenémeno a
evaluar. En particular, el estudio de la morfologia mitocondrial presenta la dificultad adicional de que las
estructuras de interés poseen geometrias complejas y muy variables.

En este trabajo presentamos un protocolo de procesamiento semi-automatizado empleando FlJI
(Imagel) para segmentar mitocondrias marcadas con Mito Tracker Red (Invitrogen) y extraer diversos
parametros morfoldgicos de interés a partir de un set de imagenes de microscopia confocal. Las imagenes
fueron obtenidas de cultivos de neuronas diferenciadas a partir de IPSCs (células madre pluripotentes
inducidas) derivadas de pacientes con distintas mutaciones asociadas a la enfermedad de Alzheimer y
potencialmente implicadas en el metabolismo energético. El andlisis fue realizado como parte de un servicio
de la unidad de microscopia de la Fundacion Instituto Leloir y por lo tanto fue ciego a la identidad de los
grupos de imagenes.

Se emplearon distintas estrategias para filtrar y suavizar el ruido de fondo previo a la segmentacion
de las mitocondrias por umbrales y al filtrado de las mismas en base a su tamafio e intensidad. Todos los
pasos del andlisis de las imagenes fueron incorporados a un script de Imagel) que permitid procesar todos los
archivos en conjunto de manera rdpida y facil, asi como también iterar sobre los distintos parametros del
andlisis hasta lograr un proceso de andlisis eficaz. Todas las herramientas empleadas estan incluidas en la
distribucién FlUJI de Imagel. Luego de extraer los parametros morfolégicos para cada una de los objetos
(mitocondrias) segmentados, los datos se volcaron en un archivo .csv para luego ser analizados en R.
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Estudio estructural y correlacion con la resistencia mecanica de
papeles de seguridad basados en fibras de algodon

Diego S. Schweckandt?!, Paula G. Bercoffl:2

! Facultad de Matematica, Astronomia, Fisica y Computacién (FAMAF). Universidad Nacional de Cérdoba.
2 |nstituto de Fisica Enrique Gaviola (IFEG). CONICET.

Uno de los usos que aun conserva la fibra algoddn es la manufactura de papeles especiales, entre ellos los de
seguridad. En particular, en los papeles para billetes, se utiliza una mezcla de algodén blanqueado peinado
(bleached cotton combers) y linter de algoddn blanqueado (bleached cotton linters), ambos desechos de la
manufactura de fibras para hilados textiles. La resistencia mecanica es una cualidad indispensable que debe
cumplir cualquier papel de seguridad debido a la intensidad de su ciclo de vida dtil.

En el presente estudio se analizaron las resistencias mecanicas de muestras de papel obtenidas con mezcla
de algoddn y linter de algoddn que emulan la composicion del papel de seguridad. De forma comparativa, se
midieron materiales compuestos de algoddn, linter de algodén y rayén de viscosa. Las resistencias
mecanicas medidas consistieron en la resistencia a la traccién, en seco y himedo, resistencia al rasgado y
resistencia al plegado. Mediante microscopia electrénica de barrido (SEM) se verificd la pureza vy
caracteristicas de las tres materias primas: algodon, linter de algoddn y rayén de viscosa (Fig. 1). Por
microscopia 6ptica se visualizaron preparados de fibras de distintas composiciones.

Los parametros determinados en esta investigacion serviran de referencia para un trabajo de mayor
envergadura en el que se realizaran distintos tratamientos a muestras de papel obtenidas a nivel de
laboratorio, para poder dotarlos de propiedades biocidas.

EHT= 500KV SignaiA=Intens Meg= 150K X mummx i ENT= 500KV SignalA = intens Meg= 150KX MMMARX

10pm ENT= 500KV SignaiA=Intens Meg=_ 150K x  [EUALAMARX
Wo= 5.9mm Apedture Size = 30.00um  Width = 76,22 ym Wo= 36mm Aperture Size = 30.00 um  Wicth = 76.22 pm |\ et

o [ wo=stom  Aceduesize= 3000um Wistn=76.22um

Figura 1. Imagenes de microscopia electronica de barrido de fibras de algodén (a), linter de algodén (b) y
rayon de viscosa (c).
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Observaciones morfoldgicas de células epidérmicas de hollejos
de uvas Malbec tratadas con enzimas polisacaridasas
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Las paredes celulares de las bayas de uvas cumplen un papel primordial en el proceso de vinificacion. Su
morfologia y composicién en sustancias polifendlicas influyen en la eficacia de extraccion de componentes
que contribuyen al flavor del vino, y a su vez se ven afectadas por el uso de enzimas de maceracion. El
objetivo del presente trabajo fue realizar un estudio morfolégico y microestructural de células epidérmicas
de hollejos de uvas Vitis vinifera L. de la variedad Malbec y evaluar el efecto de enzimas polisacaridasas
obtenidas a partir de cepas microbianas autdctonas de la misma region vitivinicola. De manera que el
estudio histolégico consistio en observaciones por microscopia electrénica de transmision (TEM) del
epicarpo de las pieles de uvas sin tratar y tratadas con enzimas. Para la visualizaciéon por TEM, las pieles
fueron fijadas en glutaraldehido, y seguidamente fueron lavadas en buffer fosfato de sodio, post-fijadas en
0Os04 por 1 h a temperatura ambiente, deshidratadas en gradiente de acetona y embebido en resina epoxi
de baja viscosidad. La polimerizacion fue llevada a cabo a 70 °C durante 48 h. Finalmente, secciones
ultrafinas (60 nm) con interferencia de color gris fueron cortadas con ultramicrétomo, montadas en grillas y
tenidas con acetato de uranilo y citrato de plomo. Finalmente las grillas fueron examinadas empleando un
microscopio electrénico de transmision Zeiss (modelo 900, Jena, Alemania). Las imagenes de TEM (Figuras A
y B) permitieron distinguir, en base a la textura y densidad electrénica, que el material acumulado en las
vacuolas centrales (V) y en algunas inclusiones a lo largo del tonoplasto (membrana vacuolar,*)
probablemente corresponde a compuestos fendlicos, particularmente a antocianos (An), los cuales
reaccionan con el tetroxido de osmio y aparecen densamente cargados de electrones. Los antocianos son
muy labiles en soluciones neutras o basicas, pero estables en las vacuolas, las cuales son acidas en la mayoria
de los tejidos vegetales. Por otro lado, se observaron diferencias significativas en las paredes celulares (PC)
de los hollejos tratados con enzimas respecto al control, evidenciando una desorganizacion de las fibrillas
pecto-celuldsicas, una desintegracion completa de la laminilla media (Im) y un vaciamiento del contenido
celular, especialmente de las vacuolas polifendlicas.
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Analisis estructural de esporas de Carbon del mani
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El carbén del mani es una enfermedad endémica, causada por el hongo Thecaphora frezii, que produce
importantes pérdidas econdmicas en el cultivo. Sus teliosporas sobreviven en el suelo, resultando infectivas
entre campafas consecutivas. Hasta el momento no existe una caracterizacion estructural profunda de las
mismas, lo cual resulta de sumo interés a la hora de visualizar estrategias de control.

En el presente trabajo, analizamos la estructura de teliosporas mediante microscopia de campo claro (CC),
fluorescencia (MF), microscopia electronica de barrido (SEM) y microscopia electrénica de transmision
(TEM). Todas las observaciones se realizaron sobre un pool de esporas enteras y rotas por ruptura mecanica.
Para microscopia de fluorescencia las esporas se tifieron con calcofluor a fin de evaluar la naturaleza
glucosidica de la pared; para SEM se realizd disecado de punto critico y metalizado con oro. Para analizar la
estructura interna de las esporas se utilizd TEM, para lo cual se fijaron e incluyeron en resina Spurr Low
Viscocity. Luego se realizaron cortes ultra finos de aproximadamente 90 nm y se contrastaron con citrato de
plomo ph 12 y acetato de uranilo 2%.

Mediante microscopia de campo claro se pudo determinar que las teliosporas constan de varios glomérulos
agrupados, de aproximadamente 50 um, de aspecto rugoso pigmentado marrén. Mediante SEM pudimos
apreciar que las teliosporas se componen de una ornamentacién externa formada por varias capas de
diferente grosor; la capa mas externa conformada de superficie rugosa densa y por debajo una capa de
fibras mas laxa. En el interior se evidencié una endospora con fibras dispuestas longitudinalmente con un
patron muy similar a la quitina comercial. Cuando se tifieron con calcofluor y se analizaron por microscopia
de fluorescencia, se encontré fluorescencia azul en las endosporas, lo que corrobora la presencia de
glucdsidos en la pared. Las esporas enteras no muestran fluorescencia azul, lo que sugiere que no seria la
celulosa el componente principal de pared externa. En las imagenes obtenidas por TEM, los primeros cortes
mostraron las esporas completamente vacias por lo cual se realizaron nuevos cortes con muestras pre-
tratadas con HCl 2N 10 min y 2 hs para mejorar la entrada del fijador. En los cortes se visualizd la
ornamentacion externa y la distribucién de las distintas capas. Si bien muchos glomérulos se encontraron
vacios, en algunos pudo identificarse el citoplasma de color gris claro. Sin embargo, no se precisé en estos
cortes presencia de nucleo discreto, mitocondrias ni reticulo endoplasmico. En algunas teliosporas se
detectaron ribosomas agrupados en zonas periféricas o el citoplasma lleno de vacuolas.

Las teliosporas de T. frezii representan las estructuras de resistencia del hongo, en las que pudo observarse
una conformacion exterior ornamentada y una estructura interior compuesta por una pared glucosidica. Si
bien un alto porcentaje de esporas se vieron vacias en los cortes ultrafinos, muchas presentaron un
citoplasma electrodenso, donde dificilmente pueden distinguirse algunas organelas.

Se deben continuar los estudios para identificar la ultraestructura celular de estas esporas, sin embargo este
trabajo representa la primera descripcion de las estructuras de resistencia del hongo T. frezii y su
conocimiento resulta un importante aporte para disefiar estrategias de manejo del mismo.
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Aislamiento y caracterizacion de Vesiculas Extracelulares a partir de Células Estromales
Prostaticas Humanas derivadas de pacientes con Hiperplasia Prostatica Benigna
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La Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) es una patologia que afecta a hombres de edad avanzada, siendo
evidentes los primeros sintomas a partir de los 50 afios de edad. La HPB se produce como resultado de la
proliferacion celular descontrolada de la zona de transicidn prostatica que comprime la uretra, provocando
la sintomatologia propia de la enfermedad. Nuevas evidencias sostienen que contextos aterogénicos,
propios de individuos con sobrepeso e hipercolesterolemia, podrian contribuir al inicio y progresién de la
HPB, aumentando su incidencia y agresividad. A su vez, el estado hiperproliferativo de la HPB requiere una
coordinada comunicacién entre las diferentes células que mantienen un microambiente permisivo. En este
sentido, las vesiculas extracelulares (EVs) han tomado gran relevancia como reguladores de la comunicacion
intercelular, tanto en condiciones fisiologicas como patoldgicas de diversos procesos. Por otra parte, se ha
descrito que la molécula de LDL-oxidada (OxLDL) podria verse involucrada en diversas vias de sefializacion;
incluida la sefalizacién por EVs promoviendo la proliferacién celular. Las EVs pueden contener gran variedad
de biomoléculas que le confieren funciones en la comunicacioén intercelular y, ademas, se han reportado
efectos proliferativos e inflamatorios mediados por EVs derivadas de distintos tipos celulares tales como
leucocitos, macrdfagos, células musculares, fibroblastos, entre otras. Es asi que nos propusimos como
objetivos: 1) evaluar el efecto de OxLDL, simulando un estado aterogénico, sobre la proliferacién celular en
cultivos primarios de células estromales prostaticas humanas (HPSC), derivadas de muestras de pacientes del
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