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Consejo Directivo
31 FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS

Universidad Nacional de La Pampa

RESOLUCION Ne 179/2021
GENERAL PICO, 26 de Agosto de 2021.-

VISTO:

La evaluacion positiva enviada por integrantes del Comité Cientifico de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, respecto del Proyecto de Investigacion: “Galectinas
durante la placentacion porcina”y,

CONSIDERANDO:

Que estara bajo la direccion de la Dra. Carolina Lucia VELEZ y la co-direccion de la Dra. Maria del
Carmen VIGLIERCHIO, participando en caracter de Asesora la Dra. Mita KONCURAT, en caracter de
Investigadoras/es las/os profesionales: Dra. Delia Maria WILLIAMSON, Dra. Mariangeles CLAUZURE, Dr.
Claudio BARBEITO (FCV-UNLP), M.V. Ménica GARCIA, M.V. Marcelo GASTALDO, Esp. Sebastian RAMOS,
M.V. Fabian SANCHEZ y M.V. Ariel SUCURRO, en caracter de Personal de Apoyo la No Docente Lorena
FERNANDEZ y en caracter de Asistentes de Investigacion la Biél. Romina GIAI, la Lic. en Quimica y
estudiante de la carrera Medicina Veterinaria Yolanda MARRON vy las estudiantes de Medicina Veterinaria:
Natalia LOPEZ y Lorena CANOVAS, todos y todas pertenecientes a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa.

Que tendra una duracién de sesenta (60) meses, a partir del 01 de Enero de 2022 y hasta el 31 de
Diciembre de 2026.

Que de acuerdo a la presentacion el citado proyecto es de Investigacion Aplicada.

Que participa en su desarrollo el Departamento de Ciencias Béasicas de la Facultad de Ciencias
Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que el citado proyecto ha sido presentado de acuerdo con las normas vigentes y aprobado por el
Comité Cientifico de la Facultad.

Que el Articulo 5° Anexo | de la Resolucién N° 100/99 y su modificatoria N° 88/02 del Consejo
Superior, estipula que: “Todo Programa y todo Proyecto de Investigacion que obtenga dos (2) evaluaciones
externas favorables sera acreditado mediante resolucion del Consejo Directivo de cada Facultad a la que
pertenezca’.

Que cuenta con dos (2) evaluaciones externas satisfactorias, de acuerdo con lo previsto en la
Resolucién N° 100/99 y N° 88/02 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por la Dra. Silvia MUNDO (UBA) y el Dr. Sergio CASPE (INTA
EEA Mercedes).
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Que dicho proyecto cuenta con la aprobacion del formulario del protocolo Institucional para el Cuidado
y Uso de Animales de Experimentacion bajo la responsabilidad el Consejo Asesor Institucional para el Uso y
Cuidado de Animales de Experimentacion (CAICUAE) de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa.

Que en Sesion Ordinaria del Consejo Directivo del dia 26 de Agosto de 2021, puesta la acreditacion
del Proyecto de Investigacién a consideracion de las/os Sras/es. Consejeras/os, es aprobada por unanimidad.

POR ELLO:
EL CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS VETERINARIAS
RESUELVE:

ARTICULO 1°: Acreditar como Proyecto de Investigacion de la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el proyecto denominado: “Galectinas durante la placentacion porcina”,
bajo la direccion de la Dra. Carolina Lucia VELEZ y la co-direccion de la Dra. Maria del Carmen
VIGLIERCHIO, participando en caracter de Asesora la Dra. Mirta KONCURAT, en caracter de
Investigadoras/es las/os profesionales: Dra. Delia Maria WILLIAMSON, Dra. Maridngeles CLAUZURE, Dr.
Claudio BARBEITO (FCV-UNLP), M.V. Ménica GARCIA, M.V. Marcelo GASTALDO, Esp. Sebastian RAMOS,
M.V. Fabian SANCHEZ y M.V. Ariel SUCURRO, en caracter de Personal de Apoyo la No Docente Lorena
FERNANDEZ y en caracter de Asistentes de Investigacion la Biél. Romina GIAI, la Lic. en Quimica y
estudiante de la carrera Medicina Veterinaria Yolanda MARRON vy las estudiantes de Medicina Veterinaria:
Natalia LOPEZ y Lorena CANOVAS, todos y todas pertenecientes a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la
Universidad Nacional de La Pampa, el cual tiene diecinueve (19) folios y se adjunta como Anexo | de la
presente Resolucion.

ARTICULO 2°: E proyecto tendra una duracion de sesenta (60) meses, a partir del 01 de Enero de 2022 y
hasta el 31 de Diciembre de 2026.

ARTICULO 3°: Justificar los gastos que se produzcan de pasajes, viaticos, combustibles, aparatos, material
de laboratorio, etc., del citado proyecto.

ARTICULO 4°: Registrese, comuniquese, tomen conocimiento las/os interesadas/os. Pase a Secretaria de
Investigacion, Posgrado y Extension. Cumplido, archivese.

Firmado digitalmente

por Abelardo Mario
@ Ferran

Fecha: 2021.08.28

11:39:46 -03'00'

Presidente
Consejo Directivo
Facultad de Ciencias Veterinarias UNLPam
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA
Facultad de Ciencias Veterinarias

1. IDENTIFICACION del PROYECTO

Corresponde al Anexo | de la Resolucion N° 179/21 C.D.

Numero de Proyecto: ..........
ARO: ceviniiiiiiiiiieieeae,

1.1. TITULO del PROYECTO: Galectinas durante la placentacion porcina.
1.2. TIPO de INVESTIGACION: Aplicada
1.3. CAMPO de APLICACION PRINCIPAL: 1207, 1211, 1299: Reproduccion Animal

1.4. CAMPOS de APLICACION POSIBLES: 1407-Porcinocultura

1.5.

1.6.

AREA DE CONOCIMIENTO: Agropecuarias y del ambiente

SUBAREA DE CONOCIMIENTO: Ciencias Veterinarias

2. INSTITUCIONES y PERSONAL gue INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1.
Basicas.

2.2. OTRAS INSTITUCIONES:

AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS: Departamento de

Ciencias

2.3. EQUIPO de TRABAJO:
2.3.1. INTEGRANTES
Apellido y Titulo Categ Re§p_onsa— catedrao cargoy horas
CUIL P bilidad R L9

Nombre Académico | Invest (1) institucion | dedicacién sem
Vélez Biologi Ay 1simple
Carolina 27-28485826/9 Dra \Y, D lologia 15 hs

p General
Lucia
Viglierchio, Quimica
Maria del 23-14928306/4 Dra v CD S Prof. Adj. E |5 hs

Bioldgica
Carmen
27-5972460/1

Koncurat Dra. | A 5 hs
Mirta

illi 27-24499522/0 i i
Williamson, Dra m | Biologia | p o Adj E | 7hs
Delia Maria General

27-30782 i i Ay 1 simpl

Clau_z’ure, 30782086/8 Dra | Biologia y 1simple | .
Mariangeles General
Barbeito, 20-14922728/9 Histologia :

Claudio Dr | | FCV-UNLP Prof. Tit. E |5 hs
i 27-13213398/6 Ay 1 simple
Ga’rc_|a, MV \ | Histologia y P 5hs

Monica
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Virologia e .
Gastaldo Prof. Adj.
' 20-20401442/7 ]
Marcelo MV v | Inm_unol SE 5hs
Basica
20-31486758/1 i6n | Ay 1simple
Ramos_,, Esp | Prod_ucuon y 1simp 5 hs
Sebastian Porcina
Sanghez 20-20107426/7 MV 3 Al Prod_uccmn Ay 1 simple 5 hs
Fabian Porcina
20-2507 4 ion Ay 1simpl
Sucurro 0-25075936/ MV 3 Al Produccion | Ay 1simple |
Ariel Porcina
5 27-21552702/1 . .
Fernandez, no docente Personal Laboratorio | Categoria7 |3 hs
Lorena de apoyo
27-3622062 i t
Giai Romina 3622062310 Bidloga Al Biologia gradu'ada 5hs
General adscripta
5 27-32 2 i it i
L6pez 32699338/ Estudiante Al Biologia estudiante | o\
Natalia General adscripta
: 27-36963409/2 i
Canovas Estudiante Al Histologia estud!ante 5hs
Lorena adscripta
Lic. Quimica Ay 1 simple
, Quimicay Bioldgica
Marron 27-35240567/7 | Estudiante Al 5 hs
Yolanda
de la carrera
MV
(1) D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, Al: Asistente de Investigacion.
2.3.2. BECARIOS:
Tiempo de
Apellido y Nombre Organismo Tipo de Beca Director Dedicac.
que Financia Hs./Sem.
2.3.2. TESISTAS:
Titulo Titulo Proyecto Tiempo de
Apellido y Nombre Académico de Organismo | Director Dedicac.
al que Tesis Hs./Sem.
Aspira
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
Tiempo de
Apellido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, Dedicac.
etc.) Hs./Sem.
Ferndndez, Lorena Categoria 7 No docente 3 hs
2.3.4. INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:
Tiempo de
Apellido y Nombre Funcién Titulo Proyecto de Tesis Dedicac.
Hs./Sem.
Director
Co-Director
Tesista

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO: 5 afios
3.1. FECHA de INICIO: 01/01/22 FINALIZACION: 31/ 12/ 26
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4. RESUMEN del PROYECTO: (Maximo 200 palabras)

La placenta porcina es epiteliocorial y no invasiva. Aun quedan por comprender muchos de
los mecanismos que participan en la placentacion de la cerda, y por qué en esta especie la
reabsorcion embrionaria/fetal es tan elevada. Las galectinas (Gal) son una familia de
proteinas que se expresan en numerosos organos incluidos la placenta materna y fetal. En
numerosas especies se demostrd la importancia de las galectinas en la regulacion de la
inmunidad gestacional, como asi también de los procesos de adhesion celular, apoptosis,
angiogénesis, migracion celular e invasividad que ocurren en las placentas. Sin embargo,
no se encontraron en la bibliografia estudios sobre las galectinas en la placenta porcina. Se
realizaran determinaciones de Gal-1, Gal-3, Gal-9 y Gal-13, en preparados histolégicos de
interfase feto-materna, en suero y en homogenatos de placentas porcinas provenientes de
diferentes periodos gestacionales y de cerdas no gestantes. Conocer la presencia y los
distintos niveles de las galectinas en la placenta porcina en distintos momentos de la
gestacion aportard informaciéon de la participacion de estas moléculas en la gestacion
normal; para luego determinar posibles variaciones a lo largo de la prefiez que puedan
relacionarse con la muerte embrionaria/fetal.

4.1 Palabras claves (de 4 a 6):
Galectinas/inmunorregulacion/placenta/cerda

4.2 Abstract en Inglés: (Maximo 200 palabras) Res. N° 097-CS-12,

The porcine placenta is epitheliochorial and non-invasive. Many of the mechanisms
involved in sow placentation remain to be understood, and why embryonic / fetal
reabsorption is so high in this species. Galectins (Gal) are a family of proteins that are
expressed in numerous organs including the maternal and fetal placenta. The importance of
galectins in the regulation of gestational immunity, as well as the processes of cell
adhesion, apoptosis, angiogenesis, cell migration and invasiveness that occur in the
placentas was demonstrated in numerous species. However, no studies on galectins in
porcine placenta were found in the literature. Gal-1, Gal-3, Gal-9 and Gal-13
determinations will be made in histological preparations of the feto-maternal interface, in
serum and in homogenates of porcine placentas from different gestational periods and from
non-pregnant sows. Knowing the presence and the different levels of galectins in the
porcine placenta at different times of gestation will provide information on the
participation of these molecules in normal pregnancy; to then determine possible variations
throughout pregnancy that may be related to embryonic / fetal death.

4.3. Key words (4 - 6):
\ Galectins / Immunorregulation / placenta / pig

5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

5.1. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS vy
DESCRIPCION de la SITUACION ACTUAL del PROBLEMA

A nivel mundial, la porcicultura es la principal actividad pecuaria y fuente de proteina
animal, ya que representa el 42% de la produccion total de carne (Alonso Pesado y
Rodriguez de Jesus, 2016). La produccion porcina en nuestro pais cuenta con numerosas
ventajas intrinsecas, como son la disponibilidad de granos que conforman la base de la
alimentacion y el principal costo de produccion, el clima favorable, las reservas de agua
potable y la falta de amenazas sanitarias (Garcia et al., 2007). Segun datos la Asociacion
Argentina de Productores de Porcino, el consumo de carne de cerdo en la Argentina
alcanzd los 14 kg/habitante/afio (Calzada et al., 2017). En la produccion porcina, el manejo
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reproductivo es fundamental para lograr indices optimos y una mayor eficiencia en los
productores. Para ello es necesario mejorar la eficacia reproductiva, ya que uno de los
parametros que afecta a la eficiencia es el niumero de lechones/cerda/afio (Edwards et al.,
2012; Kridli et al., 2016). EI numero de lechones nacidos vivos por gestacion en la cerda se
ve afectado directamente por la tasa de ovulacion, la tasa de fertilizacion y la supervivencia
del embrion. La mortalidad embrionaria temprana sin causa especifica origina la mayor
cantidad de pérdidas, con valores de entre un 30% y un 40% antes del dia 30 de prefiez
(Pope, 1994; Bazer, 2014). En nuestra region, norte de la provincia de La Pampa y sur de
Cordoba, las pérdidas pueden alcanzar hasta un 50% (Bosch et al., 2001). Segun otros
estudios, un 15-20% de las pérdidas tienen su lugar entre los dias 30 y 50 de prefiez y
luego ocurre un 5-10% de muerte adicional entre los dias 90 y 114 de gestacion (Wilson et
al., 2000; Vonnahme et al., 2002; Murphy et al., 2009).

La cerda alcanza la pubertad a los 6-7 meses de edad, es poliéstrica anual, su ciclo
estral dura aproximadamente 21 dias con una tasa de ovulacion media de 15-25
ovulos/ciclo (Town, 2005) y la gestacion dura aproximadamente 114 dias (Wooding and
Burton, 2008). El dialogo que se establece entre el conceptus y el endometrio involucran al
sistema inmunoldgico, a las moléculas de adhesion, que permitirdn el anclaje de los
epitelios materno y fetal; y a numerosas hormonas y factores de crecimiento, que actian de
manera sistematizada y llevaran al éxito de la gestacion (Bazer et al., 2008; Bazer et al.,
2009; Williamson, 2011; Mathew et al., 2016). Las interacciones entre el Gtero y el
blastocisto comienzan muy temprano, inclusive antes de la implantacion. En el caso del
cerdo, la placenta es de tipo epiteliocorial, no invasiva, adecidua, y difusa.

En nuestro laboratorio estudiamos la expresion de las integrinas y sus ligandos a lo
largo de la placentacién porcina y establecimos sus potenciales relaciones con moléculas
relacionadas con la inmunidad placentaria y con las hormonas esteroides. Asi hemos
demostrado la importancia de algunas integrinas (avp3, a5B1, Bl y a3) y sus ligandos
(fibronectina, laminina, colageno tipo V, osteopontina y vitronectina) en la interfase feto-
placentaria a lo largo de la gestacion porcina (Vélez et al., 2020) y, en particular, su
interrelacion con citoquinas fundamentales para el mantenimiento de la prefiez
(Williamson et al., 2015; Vélez, 2017, Vélez et al., 2018). En la actualidad se conoce que
en este dialogo molecular participan el sistema endocrino e inmunoldgico, y a su vez son
regulados, o regulan, a otras moléculas tales como las inmunoglobulinas, las integrinas, las
moléculas de la matriz extracelular (MEC), los factores de crecimiento y las galectinas
(Spencer and Bazer, 2004; Rashev et al, 2005; Ashworth et al., 2010; Bazer y Johnson,
2014; Garro et al., 2014, Mathew et al, 2016). Estas ultimas sustancias se han estudiado
durante la placentacion de numerosas especies como humanos (Hutter et al., 2016), ratones
(Arikawa et al., 2016) y perra (Conrad et al., 2016). Sin embargo, no encontramos trabajos
que analicen a las galectinas durante la placentacion porcina.

Especificamente, las galectinas son una familia de proteinas que se unen a su ligando
mediante un dominio de reconocimiento de carbohidratos con afinidad por residuos -
galactosidos; su funcion se asocia a la regulacion de la muerte celular de diversos tipos
celulares, inmunomodulacion, embriogénesis, adhesion celular, inflamacion, metastasis y
proliferacion. Se han descrito 15 miembros de esta familia en mamiferos (Rabinovich y
Rubinstein, 2001; Ortiz-Quintero, 2009). Estudios en medicina reproductiva en humanos y
murinos e incluso en especies con placentacion no invasiva, como ovinos, han despertado
interés en ciertas galectinas que podrian cumplir roles fundamentales en la gestacién
(Iglesias et al., 1998; Unverdorben et al., 2016). Diversos autores demostraron que tanto la
placenta materna como la fetal contribuyen a la expresion de las galectinas y podrian ser
claves en la regulacién de sistema inmune materno, como asi también de la apoptosis, la
angiogénesis; la migracion, la invasion y la adhesion celular en las placentas (Tirado-
Gonzaélez et al., 2013; Conrad et al., 2016; Arikawa et al., 2016; Boji¢-Trbojevi¢ et al.,
2019).
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Estudios en humanos y ratones demostraron que la galectina 1 (Gal-1) esta expresada
en la interfase materno-fetal y regula la respuesta inmune contra los aloantigenos
placentarios contribuyendo al mantenimiento de la prefiez. Ademas, se ha postulado que
estaria involucrada en la migracion e invasion del trofoblasto humano a través de la
interaccion con las integrinas y moléculas de la MEC (laminina, fibronectina y
osteopontina) (Iglesias et al., 1998; Tirado-Gonzélez et al., 2013; Barrientos et al., 2014).
Estudios en humanos sugieren que una alta expresion de Gal-3 ejerce efectos inhibidores
sobre las respuestas apoptoticas de varios tipos de células (Xiao et al., 2019). Cristofolini
et al (2013) y Sanchis et al (2017), hallaron indices elevados de apoptosis asociados con el
desarrollo placentario, asi como también al momento del parto. En nuestros trabajos
observamos que este indice de apoptosis/proliferacion celular, durante la gestacion porcina,
podria estar regulado por el sistema inmunoldgico, ya que hemos hallado variaciones en la
expresion de diferentes citoquinas en la interfase placentaria que coinciden con los
momentos en que ocurren estos cambios en la cinética celular (Vélez et al., 2019). Hasta el
momento, no se han relacionado estos procesos con los cambios en la expresion de
galectinas en la placenta porcina. Iglesias et al. (1998) en sus estudios en gestacion ovina,
postularon que las Gal-1 y Gal-3, por sus propiedades antagonicas, podrian desempefiar un
papel importante en la regulacion de la proliferacion y muerte celular, procesos que
ocurren con diferente intensidad a lo largo de la gestacion y son necesarios para una
placentacion y una gestacion exitosas.

Con respecto a la Gal-9, se ha observado que en la gestacion en humanos, esta
galectina es secretada por las células trofoblésticas y puede inducir en las células asesinas
naturales (NK) la transformacion en un fenotipo decidual de NK (dNK), definido por
concentraciones elevadas de IL-4, niveles bajos del factor de necrosis tumoral a,
generando, como consecuencia, la disminucion de las capacidades citotoxicas que pasan a
tener una funcién fundamental para el mantenimiento de la gestacion (Enninga et al.,
2018). En nuestro laboratorio hemos hallado niveles elevados de IL-4 en la interfase
placentaria porcina en etapas especificas de la placentacion (Vélez et al., 2019); a pesar de
las diferencias entre los tipos de placentacion, postulamos que la elevada concentracion de
IL-4 que observamos en placenta en nuestro laboratorio, podria estar siendo regulada su
secrecion con la presencia de Gal-9. Hasta la fecha no hemos encontrado estudios que
analicen la Gal-9 en placenta porcina. Estudios en humanos detectaron la Gal-13 en suero
materno a partir de las siete semanas de gestacién, y durante el embarazo su expresion en
sincitiotrofoblasto disminuye. Unverdorben et al. (2015) postulan que Gal-13 con sus
funciones antiinflamatorias desempefia un papel en la regulacién del sistema inmune
materno. No se ha hallado estudios en gestacion porcina que determinen la presencia de la
Gal-13.

Durante la gestacion porcina se encuentran etapas en las que predomina un ambiente
proinflamatorio-apoptético, por ejemplo, durante la gran remodelacién placentaria que
ocurre entre los dias 60 a 80 de gestacion (Sanchis et al., 2017); con presencia en la
interfase de interleuquinas tanto citotxicas como inmunorreguladoras (Vélez et al., 2019;
2020). En base a los antecedentes previos, nos lleva a postular que, como ocurre en otras
especies, las galectinas mencionadas podrian cumplir un rol fundamental regulando la
expresion de distintas citoquinas en distintos periodos de la gestacion porcina. Las
hipdtesis de este trabajo son: H1) la expresion y localizacion de galectinas en la gestacién
porcina esta relacionada con los cambios que ocurren en la placenta y el feto a lo largo de
la gestacion. H2) La expresion de galectinas en la gestacion de la cerda se relaciona con la
expresion de otras moléculas, a las que podria regular, como es el caso de ciertas
citoquinas.
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52. RESULTADOS ALCANZADOS POR el(los) INTEGRANTE(S) del
PROYECTO DENTRO del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO: (Publicados,
enviados o0 aceptados para publicar, o inéditos)

Trabajos publicados en Revistas

IFN-y and IL-10: seric and placental profile during pig gestation. Carolina Vélez,
Mariangeles Clauzure, Delia Williamson, Mirta A. Koncurat and Claudio Barbeito. Anais
da Academia Brasileira de Ciéncias. Aceptado para su publicacién. Octubre 2020.

Vélez, CL; Williamson, DM; Clauzure, M; Koncurat, MA; Barbeito, CG.
Inmunolocalizacion de la integrina a5p1, la laminina y el colageno tipo V en placenta
porcina en diferentes etapas gestacionales. InVet Vol. 21 N° 2, 2019.

Vélez C.; Barbeito CG; Koncurat MA. IL-1pB, IL-2 and IL-4 concentration during porcine
gestation. Theriogenology. 2019;128:133-39.

Williamson D; Riesco O; Barbeito C; Koncurat M. Perfil y rol de citoquinas en suero,
homogenatos placentarios maternos y fetales a través de la gestacion porcina. REDVET.
2015 vol.16 n°8. pl - 14. ISSN 1695-7504.

Williamson D M; Riesco O F; Vélez, C y Koncurat, M A. Determinacién de la
concentracion de IFN-y, IL-6, IL-12, IL-15 e IL-18 en suero, extractos placentarios
maternos y fetales a través de la gestacion porcina. 2011. Ciencia Veterinaria. ISSN: 1515-
1883.

Williamson, D; Yaful, G; Riesco, O y Koncurat M. Progesterona, estrdgenos y expresion
de integrinas en la gestacion temprana porcina 2008. Revista Ciencia Veterinaria (ISSN:
1515-1883), 10(1):13-22.

Trabajos presentados y publicados en congresos y jornadas Internacionales
Vélez, Carolina; Williamson, Delia; Clauzure, Mariangeles; Koncurat, Mirta; Barbeito,
Claudio Gustavo. 2019. Expositor. INFy and IL-10 seric and placental profile during
porcine gestation. Argentina. Buenos Aires. 2019. International Federation of Placenta
Associations-IFPA 2019/ VI1II Latin American Symposium on Maternal-Fetal Interaction
and Placenta-SLIMP.
Publicado en: Vélez C., D. Williamson, M. Clauzure, M. Koncurat, C.G. Barbeito. (2019)
INFy and IL-10 seric and placental profile during porcine gestation. Placenta, Volume 83.
ISSN 0143-4004.
Vélez, Carolina; Williamson, Delia; Koncurat, Mirta. IL-1b, IL-2, IL-4 and IL-10 profile
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Mercosur. Universidad Nacional de Rio Cuarto.

Interrelacion de IL-15 y estrégenos durante la prefiez porcina temprana. Koncurat M,
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Investigacion Clinica, LX Reunion Cientifica Anual de la Sociedad Argentina de
Inmunologia. 2013

Fibronectina y Progesterona durante la gestacion porcina. Vélez C, Williamson D, Bruni
M, Riesco O, Garro A, Yaful G y Koncurat M. VI Jornadas de la Asociacién Argentina de
Inmunologia. Noviembre de 2013.

Determinacion de IL-15, IL-18 y Progesterona Durante la Gestacién Porcina.
Williamson D, Riesco O, Vélez C y Koncurat. XI Congreso Nacional de Produccion
Porcina, VI Congreso de Produccion Porcina del Mercosur. 2012.

Determinacion de Receptores de Progesterona en Placenta Fetal Durante la
Placentacion Porcina. Yaful G, Viglierchio M, Garcia M, Iglesias G, Torres P, Soler I,
Williamson D y Rossi D. XI Congreso Nacional de Produccion Porcina, VI Congreso de
Produccidon Porcina del Mercosur. 2012,

Interrelacion de Progesterona, Estrogenos e IL-15 Durante la Prefiez Porcina Temprana.
Viglierchio M, Williamson D, Yaful G, Koncurat M. V Jornadas Cientificas de la
Asociacion Argentina de Inmunologia Veterinaria. 2012.

Concentracion de Interleuquina-15 en Suero y Extractos Placentarios Porcinos Durante la
Prefiez Porcina. Vélez C, Williamson D, Riesco O y Koncurat M. V Jornadas Cientificas
de la Asociacién Argentina de Inmunologia Veterinaria. 2012.

Concentracion de Interleuquina-15 y Progesterona en Extractos Placentarios Maternos,
Fetales y Suero en la Prefiez Porcina. Koncurat, M A; Riesco, O F; Vélez, C y
Williamson, D. IV Jornadas y Reunion Anual de la Asociacion Argentina de Inmunologia
Veterinaria. ISBN: 978-950-665-697 - Determinacion de la concentracion de IL-18,
IL-15, IL-12, IL-6 e IFN-y en homogenatos placentarios maternos, fetales y suero a traves
de la gestacion porcina. Koncurat, M A; Riesco, Or F; Vélez, C y Williamson, D M. XXI|I
Reunién Latinoamericana de Produccion Animal. Montevideo. Uruguay. 24-26 de Octubre
de 2011.

Concentration of IL-6, IL-12 and IFN-y in serum and placental extracts during
porcine gestation. Koncurat, M; Williamson, D; Vélez, C y Riesco, O. LVIII Reunién
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Anual de la Sociedad Argentina de Inmunologia. 2-5 noviembre, 2010. Buenos Aires,
Argentina. 2010.

Determinacion de IL-6, progesterona y estrogenos en la prefiez porcina temprana.
Koncurat, MA; Yaful, GN; Riesco, O; Williamson DM. En: Asociacion de Biologia de
Tucuméan, XXVII Jornadas Cientificas. 13-15 de octubre de 2010. Tafi del Valle,
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Determinacion de la concentracion de I1L-18, IL-15, IL-12, IL-6 e IFN-y en
homogenatos placentarios maternos, fetales y suero a través de la gestacion porcina.
Koncurat, MA, Riesco OF, Vélez C y Williamson, DM. XXII Reunion Latinoamericana de
Produccion Animal.

Determinacion de la concentracion de 1L-18, IL-15 e IL-12 en suero, homogenatos
placentarios maternos y fetales durante la gestacion porcina. Williamson D, Riesco O,
Vélez C y Koncurat M. X° Congreso de la Asociacion Latinoamericana de Veterinarios
Especialistas en Cerdos; X° Congreso Nacional de Produccién Porcina. 8 al 11 de agosto
de 2010. Mendoza Capital. (ISBN: 978-950-665-616-4), Pp: 277.

5.3. TRABAJOS de INVESTIGACION de los INTEGRANTES del EQUIPO, EN
ESTA U OTRA INSTITUCION, RELACIONADOS al PROYECTO:

Beca Estancias Cortas Fundacion Carolina.

Periodo: 07 enero 2021- 07 marzo 2021. Becaria/o: VELEZ, Carolina Lucia.

Director de Beca: BARBEITO, Claudio Gustavo (UNLPam-UNLP) — BADIOLA, Juan
José (Universidad de Zaragoza).

Titulo del proyecto: "Estudio de la expresion de Galectinas durante la placentacion
porcina”.

6. DESCRIPCION del PROYECTO

6.1. PROBLEMA CIENTIFICO, OBJETIVOS, HIPOTESIS y RESULTADOS
ESPERADOQOS del PROYECTO

PROBLEMA CIENTIFICO

La cerda posee un elevado indice de pérdida embrionaria/fetal. AGn no se conocen por
completo los mecanismos moleculares que permiten una gestacion exitosa. La placentacion
porcina depende de la correcta interrelacion de las moléculas del sistema endocrino e
inmunoldgico. Las galectinas participan en la inmunorregulacién de la placentacion de
diferentes especies. Analizar su presencia en la placenta porcina nos permitird avanzar en
el conocimiento de su rol durante la placentacion en cerdos. Estos resultados podran ser la
base para plantear futuros proyectos que analicen su comportamiento en la perdida
embrionaria/fetal, tan relevante en esta especie, y disefiar estrategias de intervencion.
OBJETIVO GENERAL

Estudiar la expresion de las galectinas durante la placentacion porcina con el fin de
determinar su potencial importancia en el ambiente inmunoldgico generado en la interfase
feto/materna.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar dosajes de Gal-1, Gal-3, Gal-9 y Gal-13 en suero y Homogenatos de placenta
porcina provenientes de diferentes periodos gestacionales.

» Determinar Gal-1, Gal-3, Gal-9 y Gal-13 en cortes desparafinados de interfase feto
materna.

» Establecer posibles relaciones entre los niveles de galectinas hallados durante el
desarrollo placentario de la prefiez porcina.

* Relacionar la presencia espacio-temporal de la expresion de las galectinas con la
presencia de citoquinas y hormonas determinadas en nuestros trabajos previos.
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HIPOTESIS

-La expresién y localizacion de galectinas en la gestacion porcina esté relacionada con los
cambios que ocurren en la placenta y el feto a lo largo de la gestacion.

-La expresion y localizacion de galectinas se relaciona con otras moléculas a las que podria
regular, como es el caso de ciertas citoquinas.

RESULTADOS ESPERADOS del PROYECTO

Este estudio aportara conocimientos sobre la gestacion porcina que brindara informacion
acerca de los mecanismos involucrados en las pérdidas embrionarias y fetales, patologias
de suma importancia que afectan a esta especie. Lograr disminuir dichas pérdidas
provocara un incremento en la productividad que impactard en las empresas de ganado
porcino.

6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS.

Los métodos necesarios para la realizacion de los objetivos del trabajo estan siendo
aplicados actualmente en el lugar de trabajo propuesto, por lo que no se esperan
dificultades técnicas mayores.

3.1. Animales: Se utilizardn un total de 24 tractos reproductivos de cerdas Landrace X
Yorkshire provenientes del centro de produccion de genética porcina, del Instituto de
Medicina Reproductiva Veterinaria (IMERVET), de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Nacional de la Pampa, General Pico, La Pampa. Los animales se
sacrificardn en el frigorifico de la ciudad de Intendente Alvear “Frigorifico Rojas”. Las
muestras se tomaran en distintos momentos de la gestacion: peri-implantacion (16-20 dg
n=4), placentacién temprana (30-35 dg; n=4), placentacion media (60-65 dg; n=4),
placentacion tardia (70-80 dg; n=4) y a término (114 dg, dia del parto; n=4). Ademas, se
procesaran 4 muestras de sangre y de endometrio provenientes de cerdas no gestantes (NG)
para utilizarlas como control. Se estimara la edad gestacional de las placentas de acuerdo a
la longitud céfalo-caudal de los fetos obtenidos de cada cerda gestante (Marrable, 1971).
Las etapas de gestacion fueron seleccionadas de ese modo, ya que en ellas se ocurren
procesos moleculares y fisiol6gicos indispensables para una gestacion exitosa. A los 16-20
dg finaliza la etapa de implantacion en la gestacion porcina. A los 30 dg comienza la
osificacion y el desarrollo del sistema inmunologico. Alrededor de los 60 dg se alcanza el
mayor crecimiento placentario y se establece, entre los 70 y 80 dg un estado de meseta en
su desarrollo para comenzar, a partir de esta etapa, los fetos a crecer de manera
exponencial; también se observa la mayor remodelacién placentaria celular determinada
por estudios de apoptosis (Sanchis et al., 2017). Los 114 dg (periodo a término) marcan el
fin de los eventos celulares y moleculares que permitian la gestacion y el individuo se
prepara para el parto.

3.1.1. Placentas: Las placentas se lavaran con solucion salina de Hank’s (SSH),
conteniendo 10.000 U/ml de penicilina G sddica, 10 mg/ml de sulfato de estreptomicina y
2,5 ug/ml de fungizona, manteniéndolas a 4°C hasta su procesamiento inmediato en el
laboratorio. Se detectard la ubicacion de los embriones/fetos y se realizard la toma de
muestra de la interfase feto-materna. Inmediatamente se la preservara para realizar técnicas
histoldgicas. Seguidamente, se realizara la incision en el borde anti-mesometrial de los
cuernos uterinos, en el sitio de implantacion, de cada unidad feto-materna, comenzando del
ovario izquierdo y hacia la derecha. Luego, se separaran con cuidado las placentas
maternas de las fetales y se tomara una muestra de cada placenta para la realizacion de
homogenatos placentarios. De cada embridn/feto se registraran las medidas de peso y
longitud.

3.1.2. Extraccién de sangre y obtencién de suero: Con respecto a las muestras
provenientes de frigorifico, se obtendra la sangre por corte de la vena yugular. En el caso
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de las muestras de 114 dg, periodo a término, se le extraera sangre por el método de
flevopuncion. La vena de eleccion serd la yugular. La sangre se dejara a temperatura
ambiente hasta lograr adecuada retraccion del codgulo y exudado del suero. Luego se
centrifugard a 1800 rpm durante 10 minutos, para clarificar el suero, se fraccionard en
alicuotas y conservara a —20°C hasta su uso.

3.2. Anélisis de la estructura de la placenta y Gtero. Se realizara la técnica tradicional de
Hematoxilina y Eosina (Luna, 1968). La observacién se realizara a través de un
microscopio optico Axiophot (Carl Zeiss), adquiriendo las imagenes mediante una cdmara
digital Powershot G20 (Canon INC, Japdn) adosada al microscopio.

3.3. Obtencion de homogenatos de tejido placentario y uterino: Los homogenatos de
placenta materna (HoPM), homogenatos de placenta fetal (HoPF) y homogenatos utero no
gestante (HoU) se procesardn de la siguiente manera: se desmenuzard 5 g de tejido
placentario porcino mediante tijeras y un mortero de manera tal que se obtenga una pulpa.
Una parte de la pulpa de placenta se homogenizara con tres partes de solucién fisiolégica.
Luego, para descartar los pequefios restos de tejido se centrifugara a 1700 rpm durante 5
minutos. Los sobrenadantes se alicuotaran y conservaran a -20 °C hasta su uso.

3.4. Determinacion de Galectinas por inmunohistoguimica: Técnica inmunohistoquimica:
Determinacion de la GAL-1, GAL-3, GAL-9 y GAL-13: Mediante la técnica de
inmunohistoquimica, por inmunoperoxidasa, se determinard la presencia de galectinas.
Brevemente, a los cortes histoldégicos obtenidos segin el parrafo 3.2.1, serén
desparafinados, rehidratados y luego lavados con solucion salina tamponada (pH 7,3). Los
cortes seran previamente tratados con H,O; al 3%, se les realizara recuperacion antigénica
y se los tratara luego con bloqueante de biotina endogena (Avidin Biotin blocking reagents,
Cell Marque, USA). Seguidamente, se incubaran con el anticuerpo primario (Abcam,
USA) a 4°C toda la noche. Posteriormente seran incubados con el anticuerpo secundario
biotinilado, y tratados con el complejo de peroxidasa—estreptavidina. Se incubaran con
solucion cromégena (diaminobenzidina: DAB) y se tefiiran con hematoxilina de Mayer,
como contraste. Se deshidrataran y montaran con Balsamo de Canada (Biopur, Argentina).
Todas las muestras se observardn con un microscopio Optico Zeiss (Alemania) y se
tomaran imagenes con una camara Canon, adosada al microscopio, PowerShot G6, de 7.1
megapixeles (Canon, Tokio Japdn) y adquiridas con el software Axiovision (AxioVision
4.8, Carl Zeiss) y procesadas en formato TIFF. A las imagenes se las analizard mediante un
software, determinando la densidad Optica y el area inmunomarcada de las galectinas
expresadas.

3.5. Determinacién de galectinas en sueros y homogenatos:

Cuantificacion de proteinas: se realizara la cuantificacion de proteinas de los homogenatos
de utero no gestante, homogenatos de placenta materna, homogenatos de placenta fetal y
sueros de las cerdas seleccionadas para este estudio. Se realizara la técnica BCA
(Bicinchoninic acid assay) mediante un kit comercial (Thermo Scientific™ Pierce™ BCA
Protein Assay Kit, USA).

Técnica de Western Blot: en caso de que los anticuerpos primarios no hayan sido probados
en la especie porcina, se validard su determinacion analizando las muestras por Western
Blot. Brevemente: Se realizara mediante procedimientos de rutina usados en el laboratorio
mediante SDS-PAGE vy transferencia a membrana de nitrocelulosa o PVDF. Se usaran los
anticuerpos primarios necesarios y anticuerpos secundarios acoplados a fosfatasa alcalina o
“peroxidasa” para revelar segin sea necesario. En el caso de usar fosfatasa alcalina, el
revelado se realizara con los sustratos NBT-BCIP. Para el caso de usar peroxidasa, el
revelado se realizara con los reactivos adecuados usando un documentador de geles (GE
4100).
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3.6. Analisis Estadistico: A los resultados de la expresion de las moléculas determinadas
por inmunohistoquimica, se los analizara de la siguiente manera: Andlisis semicuantitativo:
primero se observara la totalidad de los preparados con aumentos de 40X, 100X y 400X
(microscopio optico Carl Zeiss, Alemania) y se realizard un andlisis semicuantitativo, tal
como fue expresado por Conrad y col (2016), con una escala establecida, determinando
que: (-)= negativo, (+)= positividad leve, (++)= positividad moderada y (+++)= positividad
fuerte. Andlisis cuantitativo: Las imagenes (con aumento 400X) se procesaran con el
software ImageJ, (Ferreira y Rasband, 2012), expresando los resultados de un modo
cuantitativo (Vasconcellos et al., 2014). Brevemente, se realizara la separacion de colores
mediante la herramienta “color deconvolution” lo cual permitira separar la imagen original
en tres imagenes monocromaticas (rojo-verde-azul: RGB, siglas en inglés), que contienen
los colores del método inmunohistoquimico de Estreptavidina-Biotina-Peroxidasa (SBP).
Entre las imagenes RGB, se creara una imagen correspondiente al revelado con DAB de
color marrén. Debido a que las regiones de interés son aquellas que expresan una tincion
de color marrén, s6lo la imagen de 8-bit DAB se conservara. Seguidamente, se determinara
sobre la interfase placentaria (epitelio luminal endometrial y trofoblasto), la densidad
optica (DO) y el porcentaje de area inmunomarcada (%AIM) de las galectinas.
Determinacion de la DO: se procederd a delimitar sélo el area inmunomarcada sobre cada
estructura a evaluar y con la herramienta “Analyze/Measure” se obtendra el promedio del
nivel de intensidad de marron (Mean). Se utilizard la siguiente férmula: DO= Log
(max/media), donde: max= 255 para una imagen de 8-bit. Esto cuantificara la
inmunotincion promedio del &rea analizada de la imagen debido a la sefial del DAB. Los
resultados de la DO se expresaran como el promedio de los datos obtenidos de 20 fotos
tomadas de cada estructura estudiada. Determinacion del %AIM: Sobre las mismas
imagenes de 8-bit DAB, utilizadas para la determinacién de la DO, se procederd a
delimitar el area a analizar donde la molécula a cuantificar mostr6 su marca. Se realizar la
segmentacion del area a cuantificar, mediante el uso de la herramienta “threshold”
(umbral), con el fin de separar los pixeles méas oscuros que el valor de umbral. Mediante
esta seleccion se podra observar las areas que presentaron inmunotincion, y distinguirlas de
aquellas con tincion negativa. El resultado se expresara como la proporcidn entre el area
especificamente marcada y el area total del epitelio de cada imagen: %AIM. Los resultados
se expresaran como el promedio de los datos obtenidos de 20 fotos analizadas. Andlisis de
los resultados: Los resultados de la determinacién de la DO y el AIM seran analizados
utilizando el software Infostat, mediante un andlisis de varianza ANOVAy el test de Tukey.
Se considerara un valor p<0,05 como estadisticamente significativo. Con respecto a los
datos obtenidos de la determinacion de galectinas en sueros, extractos placentarios y
extractos de Utero no gestante, las diferencias en las concentraciones de estas moléculas
entre los diferentes periodos de gestacion, seran analizadas mediante un ANOVA vy el test
de Tukey (p<0,05). En el caso que no se cumpla el supuesto de homogeneidad de varianza
y normalidad, se utilizara un test de varianza no paramétrica, Kruskal-Wallis.

6.3. CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO vy a la
RESOLUCION de los PROBLEMAS

Se espera que los conocimientos que aporte este proyecto de investigacion
contribuyan a comprender los mecanismos fisiol6gicos que participan en la placentacion
de la cerda gestante y las moléculas implicadas en las interacciones entre el conceptus y la
placenta materna. Dichos conocimientos se podran utilizar para optimizar la capacidad
uterina, la sobrevida de los embriones/fetos y la salud reproductiva porcina.

Un mejor conocimiento de los mecanismos que median las interacciones entre el
conceptus/embriones/fetos y el tracto reproductivo de la cerda brindara elementos sobre los
procesos involucrados en el correcto desarrollo de la placentacion porcina que permitird
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dilucidar mecanismos acerca de las pérdidas embrionarias. Aportard también conocimiento
en las causas que afectan la uniformidad y el crecimiento potencial de los lechones recién
nacidos, parametros muy deseables en los sistemas productivos intensivos, extensivos y
mixtos.

Poder desarrollar este estudio permitira la formacion de recursos humanos en la
investigacion cientifica, tanto en la adquisicion de habilidades intelectuales como en
destrezas manuales necesarias para la realizacion de la parte experimental. Este estudio
permitira generar conocimientos en el area de la reproduccion animal, particularmente en
los mecanismos fisioldgicos e inmunoldgicos que participan en la placentacion de la cerda
gestante.

En distintas especies las galectinas demostraron participar en diferentes procesos
relacionados con el mantenimiento de la prefiez. Conocer la presencia y los distintos
niveles de las galectinas en la placenta porcina en distintos momentos de la gestacion
aportara informacion de la participacion de estas moléculas en la inmunorregulacién de la
gestacion normal; para luego determinar posibles variaciones relacionadas con la muerte
embrionaria / fetal. Esta informacion podria contribuir al desarrollo de estrategias que
incrementen la tasa de sobrevida embrionaria/fetal en esta especie de alto valor productivo,
lo que redundara en beneficios econdmicos a los productores porcinos.

6.4. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES

Ao 1
Actividades 112 (3|4|5|6|7]|8]9]|11)|1
Revisién Bibliografica X | X | x| x| X | x| x| x| x| X X
Toma de muestra X | X | X | X | X | X X
Dosaje de galectinas X | x| X X X
Presentacion en X | x X
Congresos/Publicaciones
Informe de Avance X
Ao 2
Actividades 1123|456 |7]|8]|]9 |10 11
Revision Bibliografica X | X | x| x| x| x| x| x| x| X X
Toma de muestra X | X | x| X
Dosaje de galectinas X | X [ x| x| X | X | x| x| X

Presentacion en
Congresos/Publicaciones

x
x
x
x
x
x
x
x
x

Informe de avance X
Afio 3

Actividades 112 |3 |4 1|5 |6 |7 |8 |9 |10|11

Revision Bibliografica X [ X [ x |x |[x |x |x [x |[x |x |X

Toma de muestra X | X | x [|X

Dosaje de galectinas X | X [ X | X | X |X | X | X |X

Presentacion en
Congresos/Publicaciones

Informe de avance X
Ao 4
Actividades 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10|11
Revision Bibliografica X | x [ x | x | X |x |[x |x | X |Xx |X
Toma de muestra X | x [ x |Xx
Dosaje de galectinas X | X | X | X | X | X |X |X |X
Presentacion en X |x | x |[x [X X | x | x [x
Congresos/Publicaciones X
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| Informe de avance o Ix
Afio 5
Actividades 1 |2 |3 |4 |5 |6 |7 |8 |9 |10|11
Revision Bibliogréfica X [ X | X [ X | X |X |[Xx |[xX |X |X
Presentacion en X | X | X | X | X [X | X |X |x |x [X
Congresos/Publicaciones
Informe de final X | X | X [|X

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

7.1. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS
BIENES REQUERIDOS por el PROYECTO YA EXISTENTES en esta
INSTITUCION:

El lugar de trabajo cuenta con el &rea de microscopia y 2 laboratorios, que posee la
infraestructura, los servicios y el equipamiento necesarios para la realizacion del plan de
trabajo. a- El area de Histologia: cuenta con los equipamientos necesarios para el
procesamiento de las muestras para confeccion de tacos y posterior montaje al portaobjetos
(micrétomo, estufa, bafio maria).b- El area de Microscopia Optica: cuenta con un sistema
de monitoreo las 24 hs centralizado con la Guardia de la Universidad y salida de
emergencia. Todas las muestras histolégicas seran fotografiadas con un microscopio Carl
Zeiss Axiophot (Carl Zeiss, Alemania) equipado con una camara digital Canon PowerShot
G20 (Tokio, Japon), adquiridas con el software Axiovision (AxioVision 4.8, Carl Zeiss) y
procesadas en formato TIFF. c- Laboratorio de toma de muestras: cuenta con mesadas y
equipamiento requerido para el procesamiento de las muestras, tanto para histologia como
para la realizacion de homogenatos. d- Laboratorio: cuenta con dos mesadas de trabajo,
una heladera vertical con freezer, dos freezer horizontales, un lector de microplacas para
ELISA (BioTeK® Instruments, Inc. USA), un agitador de microplacas (DPC,USA), una
centrifuga, un pHmetro, una balanza, una balanza analitica y un microondas.

7.2. INFRAESTRUCTURA, EQUIPAMIENTO, SERVICIOS y OTROS
BIENES NECESARIOS para el PROYECTO y NO DISPONIBLES en esta
FACULTAD

7.3.  JUSTIFICACION de la ADQUISICION o FACTIBILIDAD de ACCESO
en CONDICIONES de PRESTAMO o USO de los BIENES NO EXISTENTES en
esta INSTITUCION

7.4. ESPECIFICAR otras FUENTES de FINANCIACION:

Beca Estancias Cortas Postdoctorales de la Fundacion Carolina

Periodo: 07 enero 2021- 07 marzo 2021. Becaria/o: VELEZ, Carolina Lucia

Director de Beca: BARBEITO, Claudio Gustavo (UNLPam-UNLP) — BADIOLA, Juan
José (Universidad de Zaragoza)

7.5.  PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total y

Anual) *

Bienes de CONSUIMO .. ...vivrinit ittt e e e $ 145000
VI @ ettt et ettt et e e $ 15000

] 7: 1 S $ 160000

Presupuesto Estimado Anual:
1° afio: $ 10.000
2° afio: $ 20.000
3° afio: $ 40.000
4° afio: $ 40.000
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5° afio: $ 50.000
Total del proyecto: $ 160.000

* El Consejo Directivo adjudicara presupuesto a cada Proyecto de acuerdo a su Presupuesto de Ciencia y Técnica
anual, tomando en cuenta normas y criterios que el mismo determine.
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