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GENERAL PIc0, 02 de Marzo de 2023.-

VISTO:

La evaluacion positiva enviada por las/los integrantes del Comité Cientifico de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa, respecto del Proyecto de Investigacion:
“Mapeo neuroquimico del cerebro de murciélago urbano y del armadillo peludo gigante: posible
herramienta para comprender la patogénesis de la rabia silvestre”y,

CONSIDERANDO:

Que el Proyecto de Investigacion enunciado en el visto estara bajo la direccion del Dr. José Luis
FERRAN BERTONE y la co-direccion de la Dra. Ménica Alejandra BOERIS participando en carécter de
Investigadoras la Dra. Maria Guillermina BILBAO, la Dra. Evelin Mariel ELIA (CONICET), la Dra. Ana Inés
PORTU y la M.V. Mariela MONDINO; en caracter de Tesista el M.V. Franco Exequiel LUCERO ARTEAGA,
en caracter de Asistentes de Investigacion las estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria Sofia
LABEGORRA, Ana ABREGO ALVAREZ y Valentina HECK.

Que tendra una duracion de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de 2023 y hasta el
31 de Diciembre de 2025.

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

Que participan en su desarrollo el Departamento de Ciencias Basicas, el Centro de Produccién de
Animales de Experimentacion (CePAE) y el Centro de Investigacion y de Desarrollo de Farmacos (CIDEF),
todo perteneciente a la Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que también participaran el Departamento de Anatomia Humana y Psicobiologia, Escuela de
Medicina, Universidad de Murcia, Espafia y el Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias
(IFIBYNE) de la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales, UBA- CONICET.

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 Resolucion 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
Resolucidén N° 100/99 y N° 88/02 del Consejo Superior de la Universidad Nacional de La Pampa.

Que las evaluaciones fueron realizadas por el Dr. Marcelo MIRAGAYA (UBA), la Mg. Susana
ORIANI (Investigadora independiente) y el Dr. Claudio PIDONE (UNR).
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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 02 de Marzo de 2023, puesta la acreditacion
del Proyecto de Investigacién a consideracién de los/as Sres/as. Consejeros/as, se aprueba por
unanimidad.

PORELLO:
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: ‘“Mapeo neuroquimico del cerebro de
murciélago urbano y del armadillo peludo gigante: posible herramienta para comprender la patogénesis de
la rabia silvestre” bajo la direccion del Dr. José Luis FERRAN BERTONE vy la co-direccion de la Dra.
Manica Alejandra BOERIS participando en caracter de Investigadoras la Dra. Maria Guillermina BILBAO, la
Dra. Evelin Mariel ELIA (CONICET), la Dra. Ana Inés PORTU y la M.V. Mariela MONDINO; en carécter de
Tesista el M.V. Franco Exequiel LUCERO ARTEAGA, en caracter de Asistentes de Investigacion las
estudiantes de la carrera Medicina Veterinaria Sofia LABEGORRA, Ana ABREGO ALVAREZ y Valentina
HECK, el cual tiene trece (13) folios y que se adjunta como Anexo de la presente Resolucion.

ARTICULO 2° El proyecto tendra una duracion de treinta y seis (36) meses, a partir del 01 de Enero de
2023 y hasta el 31 de Diciembre de 2025.

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 los/as interesados/as, Secretaria de
Investigacion y Posgrado. Cumplido, archivese.
Firmado
digitalmente
por Abelardo
Mario Ferran

Presidente
Consejo Directivo
Facultad de Ciencias Veterinarias
UNLPam
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28 de febrero del 2023

De mi mayor consideracion, doy mi aval para formar parte del proyecto de
investigacién presentado por el Dr. José Ferran Bertone y la Dra, Ménica Boeris
denominado “Mapeo neuroquimico del cerebro de murciélago urbano y del armadilio
peludo gigante: posible herramienta para comprender la patogenesis de la rabia
silvestra”,

Saludos cordiales,

o

Dra. Evelin Mariel Elia
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24 de febrero del 2023

De mi mayor consideracion, doy mi aval para formar parte del proyecto de
investigacion presentado por el Dr. José Ferran Bertone y la Dra. Monica Boeris
denominado “Mapeo neuroquimico del cerebro de murciélago urbano y del armadilio
peludo gigante: posible herramienta para comprender la patogénesis de la rabia
silvestre” y del cual sere Tesista.

Saludos cordiales,

Franco Exequlel Lucero Arteaga
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UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PAMPA
Facultad de Cs. Veterinarias

1. IDENTIFICACION del PROYECTO

1.1.

TITULO del PROYECTO: Mapeo neuroquimico del cerebro de murciélago urbano y del

armadillo peludo gigante: posible herramienta para comprender la patogénesis de la rabia silvestre.

1.2.

1.3.

1.4.

TIPO de INVESTIGACION: Bésica

AREA DE CONOCIMIENTO: Agropecuarias y del Medio Ambiente

SUB AREA DE CONOCIMIENTO: Ciencias Veterinarias

2. INSTITUCIONES y PERSONAL que INTERVIENEN en el PROYECTO

2.1. AREAS, DEPARTAMENTOS y/o INSTITUTOS
Departamento de Ciencias Basicas,

EXPERIMENTACION (CePAE) y CIDEF. FCV-UNLPam

2.2. OTRAS INSTITUCIONES:
Departamento de Anatomia Humana y Psicobiologia, Escuela de Medicina, Universidad de

Murcia, Murcia, Espafia.

CENTRO DE PRODUCCION DE ANIMALES DE

Instituto de Fisiologia, Biologia Molecular y Neurociencias (IFIBYNE), Facultad de Ciencias
Exactas y Naturales, UBA- CONICET.

2.3. EQUIPO de TRABAJO:
2.3.1 INTEGRANTES
. Tiempo
Apellido y CUIL Titulo Académico | C2te9: | Responsa | oo . o institucion | - C29°Y | dedicac.
Nombre Invest | bilidad (1) Dedicacion
Hs./Sem
Departamento de
Ferran Doctor en Medicina, Anatomia Humana y Profesor
Bertone, 52042958F Universidad de D Psicobiologia Facultad , 10
o ) - Titular E
José Luis Buenos Aires de Medicina

Universidad de Murcia
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Boeris, Doctora en Biologia Prof.
Moplca 97-14928079/6 Universidad Nacional 3 CD Fisiologia Animal. Asomgdo 10
Alejandra del Sur. Exclusivo.
Doctora en Cs.
Bilbao Maria Biologicas, Fisica Biologica Prof. Adjunto.
Guillermina. sl Universidad de 4 ! CONICET Simple. 10
Buenos Aires.
Lucero
Arteaga, | 5, 36201849/8 | Médico Veterinario. | - Tesista Viologiae | Ayudantede |,
Franco Inmunologia Basica. | Primera SE
Exequiel.
Elia, Evelin Doctora en Cs. Investigadora
! 27-28061932-4 | Biologicas, Univer. - I CONICET 19 5
Mariel Adjunta
de Bs As
Portu, Ana 97.31892745/1 Doptora? UBA, i | Bactfenologa y JTPSE 5
Ines Bioquimica Micologia
Mondino, | 57 39979113/0 | Médica Veterinaria | - | Tecnica y Patologia | xy 0 g 5
Mariela Quirdrgica
S20690MR: | 274424205604 | Estudiante i A FCVAUNLPam | estudiante | 2
Abrego 27-44322203/6 | Estudiante i A FCVAUNLPam | estudiante | 2
Alvarez, Ana
Heck, 27-44007397/8 | Estudiante i Al FCVAUNLPam | estudiante | 2
Valentina
(1) D: Director, CD: Co-Director, A: Asesor, I: Investigador, Al: Asistente de Investigacion.
2.3.1. BECARIOS:
2.3.2. TESISTAS:
Titulo . Tiempo
Apellido y Académico Titulo Proyecto de
de . . .
Nombre al que . Organismo Director | Dedicac.
: Tesis
Aspira Hs./Sem
ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE LA
Doctor en PREVALENCIA DE LYSSAVIRUS
L EN POBLACIONES DE -
MV. Lucero C?|enf:|as MURCIELAGO URBANO DEL Universidad Php Ana
Arteaga, Franco | Veterinarias de la de Buenos Cristina
Exequiel Universidad de NORTE DE LA PAMPA Y Aires Bratanich
a Buenos Aires ABORDAJE NEUROQUIMICO
" | PARAMEJORAR HERRAMIENTAS
DE DIAGNOSTICO
2.3.3. PERSONAL de APOYO:
Tiempo de
Apellido y Nombre Categoria (Adm., Lab., Campo, etc.) |Dedicac.
Hs./Sem.
2.3.4. INVESTIGADORES en PLAN de TESIS:
Tiempo de
Apellido y Nombre Funcién Titulo Proyecto de Tesis Dedicac.
Hs./Sem.
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PhD Ana Cristina Bratanich Director ESTUDIO PRELIMINAR SOBRE LA
PREVALENCIA DE LYSSAVIRUS EN

Dr. Maria Guillermina Bilbao Co-Director POBLACIONES DE  MURCIELAGO
URBANO DEL NORTE DE LA PAMPA Y

MV. Franco Exequiel Lucero | Tesista ABORDAJE NEUROQUIMICO  PARA

Arteaga MEJORAR HERRAMIENTAS DE
DIAGNOSTICO

3. DURACION ESTIMADA del PROYECTO: (de 2 a 5 afios con una sola prorroga)
3.1. FECHA de INICIO: 01 /01 /2023 FINALIZACION: 31/ 12/ 2025

4, RESUMEN del PROYECTO:

La rabia es una zoonosis de distribucidn mundial responsable de alrededor de 60.000 muertes
humanas al afio, siendo los continentes mas afectados Asia, Africa y en tercer lugar Sudamérica
(OMS, 2016). En Argentina, el riesgo de transmision al ser humano, esta limitado casi
exclusivamente a la circulacion viral en animales silvestres, siendo los murciélagos del género
Tadarida los de mayor importancia epidemiolégica debido a que comparten su nicho bioldgico con el
hombre. Por lo qué, la realizacion de un detallado mapeo neuroquimico del cerebro de murciélago
urbano sentara las bases fundamentales que permitan explorar e identificar estructuras y/o regiones
cerebrales especificas. La caracterizacién obtenida podra ser utilizada a posteriori como una
herramienta para la evaluacion del comportamiento viral en el SNC (que estructuras y/o regiones
cerebrales se ven preferentemente afectadas). Para poder alcanzar los objetivos del estudio nos
proponemos realizar la captura de los animales en zonas urbanas del norte de La Pampa, se
procedera a extraer los cerebros para su posterior procesamiento. Las secciones se obtendran de
forma coronal, sagital y transversal al hipotalamo en cridstato, se montaran de forma seriada en
portaobjetos y se determinara la presencia de distintos marcadores neuroquimicos por
inmunohistoquimica, con el fin de obtener mayor alcance en el tejido y asi generar el mapa
propuesto.

4.1 Palabras claves: armadillo peludo gigante/ murciélago urbano/ cerebro murciélago/ mapeo
neuroquimico

4.2 Abstract en Inglés:

Rabies is a globally distributed zoonosis responsible for about 60,000 human deaths per year. The
most affected continents are, Asia, Africa and South America (WHO, 2016). In Argentina, the risk of
transmission to humans is limited almost exclusively to viral circulation in wild animals. Bats of the
genus Tadarida are the most important epidemiologically because they share their biological niche
with humans. Therefore, the realization of a neurochemical mapping of the urban bat brain will
provide the fundamental basis for the exploration of specific brain structures and/or regions, which
can be used as a tool for the evaluation of viral behavior in the CNS a posteriori. In order to achieve
the study we propose to capture the animals in urban areas of northern La Pampa and to extract the
brains for further processing. The sections will be obtained coronal, sagittal and transverse to the
hypothalamus in cryostat, will be serially mounted on slides and the presence of different
neurochemical markers will be determined by immunohistochemistry, in order to obtain greater reach
in the tissue and thus generate the proposed map.
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4.3. Key words: big hairy armadillo / urban bat / bat brain / neurochemical mapping
5. INTRODUCCION y ANTECEDENTES

51. INTRODUCCION, MANEJO DE FUENTES BIBLIOGRAFICAS y DESCRIPCION de la
SITUACION ACTUAL del PROBLEMA

La rabia es una zoonosis de distribucidn mundial responsable de alrededor de 60.000 muertes
humanas al afio, siendo los continentes mas afectados Asia, Africa y en tercer lugar Sudamérica
(WHO, 2016). En términos generales, el principal riesgo de que un ser humano contraiga la
enfermedad esta dado por el contacto con caninos o felinos domésticos infectados. Sin embargo, en
las Ultimas décadas, la rabia humana transmitida por murciélagos ha reaparecido como un problema
de salud publica en las Américas. Datos registrados por la Organizacién Panamericana de la Salud
(OPS) revelaron que hubo 678 casos reportados de rabia humana en América Latina en el periodo
comprendido entre 1990 y 2010, siendo 240 de esos casos transmitidos por murciélagos (Fernandes
de Almeida et al; 2011). En los Ultimos afios se registraron eventos de rabia humana transmitida por
murciélagos en Ecuador y Peru, en el resto de los paises del cono sur se han reportado casos
positivos al virus en especies pertenecientes al orden Chiroptera, lo que hace a estos animales uno
de los principalesreservorios de la enfermedad en la region. Es preciso sefialar que los casos de
rabia transmitida por esta especie, ocurren mediante infecciones accidentales, donde una persona,
generalmente menor, entra en contacto con el animal enfermo que inocula el virus por medio de
mordidas. Por otra parte, Chaetophractus villosus, conocido vulgarmente por el nombre de “peludo
pampeano” o “armadillo peludo gigante”, es un mamifero que constituye a la fauna autdctona
argentina. Tiene una amplia distribucion a lo largo de todo el pais, limitandose generalmente a
regiones aridas y semiaridas que van desde el sur de Bolivia y Paraguay, hastala Isla Grande de
Tierra del Fuego. Sin embargo, su notable capacidad para adaptarse a diferentes climas y recursos
alimentarios diversos, les ha permitido poder establecerse en lugares mas humedos como la regién
agricola de la llanura pampeana, lo que significé un problema para la produccion de cultivos en la
zona. Volviéndose, con el paso del tiempo, uno de los mamiferos mas comunes en los
agroecosistemas de Argentina. Esto llevd a la existencia de una alta interaccion con los seres
humanos en varios aspectos importantes para su estudio.

Como se nombrd anteriormente C. villosus tiene gran plasticidad en cuanto a sus habitos
alimentarios, son animales omnivoros por excelencia. Su dieta se basa en el consumo de productos
de origen vegetal que tienen a su disposicion, muchas veces interfiiendo con la produccién de
sistemas agricolas ganaderos, lo que a menudo termina en la destruccion de sistemas de
almacenamiento de granos como es el caso de los “silo bolsa”. Sumado a esto, la construccién de
cuevas provoca dafios en instalaciones de sistemas productivos, lo que conlleva a pérdidas
economicas significativas a los productores locales. Por otra parte, su dieta también se
compone por el

consumo pequefios animales de diversos tipos como roedores, reptiles y aves, lo que podria sugerir
un rol benéfico en el control de plagas. Sin embargo, se ha comprobado que C. villosustiene habitos
carrofieros, llegando a consumir cadaveres de distintos animales, fetos abortados, restos de
placenta, etc. por otro lado también se han encontrado cuevas y especimenes de esta especie en
cementerios locales, donde han provocado la destruccién de atatdes de personas fallecidas, lo que
sugiere que también los cadaveres humanos pueden ser una fuente de alimento para C. villosus.

Por lo que su amplia distribucién, alta tolerancia al cambio de habitat, y gran poblacién en diferentes
areas protegidas del pais, esta especie de armadillos es considerada como especie depreocupacion
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menor, dentro de la lista roja 2019 de la Sociedad Argentina para el Estudio de los Mamiferos
(SAREM) http://cma.sarem.org.ar/es/especie-nativa/chaetophractus-villosus.

Ademas de ser animales que interfieren en las actividades de sistemas agroganaderos, trabajos
realizados por otros autores, han identificado en ejemplares de esta especie patdgenos de
importancia epidemiologica, como Brucella sp., Mycobacterium sp., Leptospira sp., Neospora
caninum, entre otras. Lo que significa que pueden ser reservorios y/o amplificadores de distintas
enfermedades de importancia en medicina veterinaria y humana. Sumado a esto, C. villosus es
cazado y consumido de forma artesanal principalmente por personas que viven en zonas rurales o
periurbanas, pudiendo ser una fuente de infeccién de importancia en la salud publica.

En Argentina, gracias a las exhaustivas campafias nacionales de vacunacion antirrabica de caninos
y felinos para el control y erradicacion de la rabia (impulsadas por el Ministerio de Salud de la
Nacion), se ha minimizado el riesgo de transmision al ser humano, limitando la enfermedad casi
exclusivamente a la circulacion viral en animales silvestres, siendo el murciélago la especie de
mayor importancia epidemiolégica. Dentro de este grupo se pueden mencionar los pertenecientes al
género Tadarida o “murciélagos urbanos” debido a que comparten su nicho bioldgico con el hombre.
Cabe destacar que la rabia es una de lasenfermedades desatendidas que afecta principalmente a
poblaciones de paises emergentes yen general, los casos de muerte en animales causada por
rabia raramente se notifican.

El agente etiologico de esta zoonosis es un virus RNA lineal, no segmentado y de polaridad negativa
del género Lyssavirus perteneciente al orden Mononegavirales y a la familia

Rhabdoviridae. Segun la entidad internacional especializada en taxonomia de virus “International
Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)’, se admiten 16 especies de Lyssavirus causantes de
esta enfermedad, distribuidas en todos los continentes a excepcion de la Antartida. Los virus
pertenecientes a este género son altamente neurotrépicos por lo que afectan principalmente al
sistema nervioso central de una amplia variedad de mamiferos, incluido el hombre. Lo que da como
resultado un cuadro clinico que se caracteriza por la presentacion de encefalomielitistis aguda grave
e invariablemente mortal.

En la actualidad se cuenta con tratamientos posexposicién, como la administracion de vacunas
antirrabicas de alta potencia en conjunto con inmunoglobulina antirrabica, con el fin de evitar la
aparicion de sintomatologia nerviosa. Si bien dicho tratamiento puede tener un resultado benéfico
para el paciente, es necesario tener en cuenta que debe efectuarse de formainmediata luego de la
exposicion, ya que la finalidad de la utilizacién de bioldgicos en este casoes evitar la llegada del
virus al sistema nervioso del huésped; caso contrario, una vez alcanzado el sistema neuronal, la
manifestacion de la enfermedad es inevitable, alcanzando un 100 % de letalidad (OMS, 2018). Por lo
tanto, se propone realizar un estudio neuroanatémico del cerebro del Tadarida sp., mediante
técnicas de inmunohistoquimica que permitan la realizacién de un mapeo neuroquimico para el
estudio de las regiones del cerebro y sus principales nucleos (Nagalski et al., 2013; Santana et al.,
2017). Nuestra hipotesis es que este estudio dard la base fundamental para la exploracion del
comportamiento viral en estructuras y/o regiones cerebrales del murciélago urbano, permitiendo
determinar la localizacién especifica o

preferente del virus rébico en el sistema nervioso central, dando la posibilidad de explicar la
signologia caracteristica de la infeccién en estos animales y proporcionar informacion Util para el
diagnéstico de la enfermedad. La exploracion de patrones basicos tales como los
catecolaminérgicos permitiran comparar el cerebro del murciélago y del armadillo peludo gigante con
el de otros mamiferos muy bien caracterizados, para de esta forma identificar estructuras cerebrales
homologas que permitan a futuro reconocer si existen blancos virales preferentes.
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5.2. RESULTADOS ALCANZADOS POR el(los) INTEGRANTE(S) del PROYECTO DENTRO
del AREA de CONOCIMIENTO del MISMO: (Publicados, enviados o aceptados para publicar, o
inéditos)

-Albuixech Crespo, B.; Lopez Blanch, L.; Burguera, D.; Maeso, |.; Sanchez Arrones, L.; Moreno-
Bravo, J.A.; Somorjai, |.; Pascual Anaya, J.; Puelles, E.; Bovolenta, P.; Garcia Fernandez, J.;
Puelles, J.; Irimia, M.; Ferran, J.L., (2017). Molecular regionalization of the developing amphioxus
neural tube challenges major partitions of the vertebrate brain. PLoS Biol 15(4)
https://doi.org/10.1371.

-Alonso, A.; Merchan, P.; Sandoval, J. E.; Sanchez-Arrones, L.; Garcia-Cazorla, A.; Artuch, R.;
Ferran, J.L.; Martinez de la Torre, M.; Puelles, L. (2013). Development of the serotonergic cells in
murine raphe nuclei and their relations with rhombomeric domains. Brain Struct Funct (2013)
218:1229-1277 DOI 10.1007/s00429-012-0456-8.

-Ferran, J.L., Dutra De Oliveira, E.; Merchén, P.; Sandoval, J.E.; Sénchez Arrones, L.; Martinez De
La Torre and Puelles, L. (2009). Genoarchitectonic Profile of Developing Nuclear Groups in the
Chicken  Pretectum.  The  Journal of  Comparative  Neurology  517:405-451,
https://doi.org/10.1002/cne.22115.

-Nagalski, A.; Irimia, M.; Szewczyk, L.; Ferran J.L.; Misztal, K.; Kuznicki, J.; Wisniewska,

M.B. (2013). Postnatal isoform switch and protein localization of LEF1 and TCF7L2 transcription
factors in cortical, thalamic, and mesencephalic regions of the adult mouse brain. Brain Struct Funct,
Noviembre de 2013, Volumen 218, Numero 6, pags. 1531-1549 https://doi.org/10.1007/s00429-012-
0474-6.

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

6. DESCRIPCION del PROYECTO

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

Las especies pertenecientes al orden Chiroptera se han identificado como uno de los principales
reservorios del virus de la rabia, en su ciclo silvestre. Siendo los murciélagos urbanos o Tadarida sp.
los de mayor importancia epidemiologica en urbes de Argentina, principalmente en la region central
de pais. De la misma manera, los armadillos de la especie C. villosus pueden ser el reservorio de
diferentes tipos de patégenos que afecten tanto a los seres humano como a los animales
domésticos. En la actualidad poco se sabe sobre la citoarquitectura cerebral de estos animales que
pueda ser de utilidad para el estudio de infecciones virales.

Objetivo:
Elaborar un mapa neuroquimico del cerebro del murciélago urbano y del armadillo peludo gigante,

utilizando marcadores neuronales especificos para describir estructuras cerebrales con el fin de
identificar a futuro posibles blancos virales.

Hipotesis: La realizacion de un mapa neuroquimico del cerebro de murciélago urbano y del armadillo
peludo gigante dara la base fundamental para la exploracion del comportamiento viral en estructuras
ylo regiones cerebrales. El mapeo cerebral sera una herramienta clave, para el estudio posterior de
la signologia caracteristica en murciélagos infectados por Lyssavirus.
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6.2. METODOLOGIA, MODELOS y TECNICAS

La captura de los murciélagos se llevara a cabo mediante la utilizacion de redes de nieblas que
proporcionara el método mas adecuado y seguro para la captura de estos animales (Costa et al.,
2017; Bracamonte, 2018). Seguido a esto, seran transportados vivos hasta el CENTRO DE
PRODUCCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION (CePAE) de la FCV, UNLPam, en un lapso
no mayor a las 4 h, en bolsas de telas individuales con el fin de evitar lesiones y malestar en los
animales, como asitambién brindar seguridad para los operarios, hasta su eutanasia.

En el caso de los armadillos, seran alcanzados por personas oriundas de los campos de la zona, en
cajas de transportes. Luego de esto, seran alojados en instalaciones pertenecientes al CENTRO DE
PRODUCCION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION (CePAE) de la FCV, UNLPam.

A partir de n = 10 animales de cada especie capturados en las zonas urbanas del norte de La
Pampa como se describié anteriormente, se procederé a extraer los cerebros para su posterior
procesamiento. Brevemente, los animales se anestesiaran profundamente mediante la
administracion intraperitoneal de pentobarbital sodico y se perfundiranaplicando buffer fosfato salino
(PBS) 0.1 M, pH 7.4, seguido de paraformaldehido al 4 % en PBS 0.1 M, pH 7.4 por ventriculo
izquierdo. Inmediatamente, se extraera el cerebro y se fijara en parafolmaldehido al 4 % en
agitacién durante 20 h, luego se crioprotegeranen sacarosa al 30 % a -20°C. Las secciones se
obtendran de forma coronal, sagital y transversal al hipotalamo en criétomo a 40 ym, o en su defecto
criostato se montaran de forma seriada en portaobjetos y se determinard la presencia por
inmunohistoquimica (IHQ) de distintos marcadores neuroquimicos, como tirosina hidroxilasa (TH),
adenosin Vasopresina (AVP), calretinina, NOS (nNOS), CCK, neuropéptido Y (NPY), encefalina,
transportador de glutamato (VGIut2) y glutamato decarboxilasa (GAD67). Se realizara un blanqueo
con H202 al 0.3 % por 10 min, seguido de tres lavados en PBS conteniendo triton X-100 (PBST) 0.2
% por 10 min, bloqueo con suero de la especie indicada en PBSTpor 30 minutos de incubacion con
los anticuerpos primarios seleccionados en PBST 1 %. Luego de los lavados, las secciones se
incubaran con anticuerpos secundarios especificos biotinilados. La adicién de 3,3'-diaminobenzidina
permitira la visualizacidn de la marca especifica. Las imagenes se obtendrén con microscopio Nikon
eclipse Ni-U con camara acoplada y se procesaran con Adobe Photoshop CS4. (Ahmad et al. 2017;
Albuixech Crespo et al. 2017; Nagalski et al., 2013; Rodenas Cuadrado et al. 2017; Schwartz et al.
2008; Zhang et al. 2013).

6.2 CONTRIBUCION al CONOCIMIENTO CIENTIFICO y/o TECNOLOGICO y a la RESOLUCION
de los PROBLEMAS

Es posible que el estudio de la citoarquitectura cerebral de los murciélagos urbanos pueda
contribuir al estudio del comportamientode infecciones virales, como es el caso de Lyssavirus,
permitiendo estudiar a futuro mecanismos de diseminacion y lesién neuronal

causadas por virosis nerviosas y evaluacion de signos en animales con dichas infecciones. Por otro
lado, la importancia de estudiar a nivel neuroquimico el cerebro de los armadillos peludos gigantes,
recae en la importancia en la salud publica que tiene estos animales debido a sus habitos naturales,
como son el alimentarse de cadaveres de diversos tipos, muchas veces murciélagos, su amplia
distribucion, y el estrecho contacto con los seres humanos, siendo muchas veces animales
destinados al consumo.

Al tratarse de especies que actua como reservorio de infecciones virales zoonéticas,creemos que es
un estudio valioso, que puede contribuir en el futuro a avances cientificos en el campo de
enfermedades infecciosas, ayudando a aumentar las técnicas diagnésticas para la deteccion de
animales sospechosos de rabia.
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6.3. CRONOGRAMA ANUAL de ACTIVIDADES
Aiio 1

Meses

Captura de animales
Extraccion de cerebros
Tratamiento

XX X|=
XXX
XXX |w
XX X| >
X[ X|X|o

Corte y montaje X X
Determinacion de
presencia de Marcadores
especificos porlHQ
Generacion y X X X
procesamiento de
imagenes

Evaluacion preliminar de X X
ensayos
Revision bibliografica X X X X X X X X X X X X

Ao 2

Captura de animales
Extraccion de cerebros
Tratamiento

XX X|=
XX XN
XX X|w
X[ X|X|>
X[ X|X|o

Corte y montaje X X
Determinacion de|
presencia de Marcadores X X X
especificos porHQ
Generacion y X X X
procesamiento de
imagenes

Evaluacion preliminar de X X
ensayos

Revision bibliografica
Publicacion y X X X
difusion de
Resultados

>
>
>
>
<
<
>
>
3
3
<
>

7. INFRAESTRUCTURA y PRESUPUESTO

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

El procesamiento de muestras y el analisis de datos se llevaran a cabo en el Centro de Investigacion
y Desarrollo de Farmacos (CIDEF) y en el CENTRO DE PRODUCCION DE ANIMALES DE
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EXPERIMENTACION (CePAE) de la FCV, UNLPam, localizados en el mismo predio. Las
instalaciones de ambos son las adecuadas para el desarrollo de tareas de investigacion, con espacio
fisico suficiente para albergar a un grupo de trabajo; areas de escritorio con computadoras e
impresoras, y areas de laboratorios en completo funcionamiento: mesadas, piletas, autoclaves, lupa,
microscopios de campo claro, bafio térmicos, destilador, agitadores magnéticos, campanas de
seguridad, centrifuga de mesada, centrifuga y microcentrifuga refrigerada, freezer de -80°C, freezer
de -20°C, heladera, balanzas analiticas y de precision, etc.

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

Para a obtencién de cortes con criétomo, o en su defecto cridstato se recurrira al IFIBYNE, FCEN,
UBA-CONICET. La Dra. Elia, integrante de este Proyecto de Investigacion, aportard los
conocimientos practicos para la manipulacién del equipamiento mencionado.

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

El manejo de los cerebros, desde la fijacion hasta la IHQ, se realizara bajo la supervision del Dr.
José Luis Ferran, Universidad de Murcia, Espafia. Los fondos para la obtencion de anticuerpos
detallados anteriormente (incluidos anticuerpos secundarios), kit de revelados para IHQ y algunos
materiales basicos para el procedimiento provendran del Subsidio N° 17482 “Genoarquitectura
funcional” cuyo Investigador responsable es el propio Dr. Ferran.

7.5. PRESUPUESTO ESTIMADO para el PROYECTO PRESENTADO (Total y Anual)
Ao 1:

Equipamiento e Infraestructura (redes de niebla)................ccccceeennee $5000

Bienes de Consumo (Guantes, anestésicos, guantes de cuero, agujas, jeringas, solucion
fisiologica, instrumental quirlrgico, sales,etC.)...........oceeeeeeeeiiiiiiiiinnnnn, $9000

Bibliografia (impresion de poster, afiches, etc para presentacion a prnadas)

Viajes (presentacion a congresos Y jornadas)...........ooovuvvvrieeeiiiiiiinneeennnns $6000.

TOtal e ————— $20000

Afio 2

Bienes de Consumo (Guantes, anestésicos, guantes de cuero, agujas, jeringas, solucion
fisioldgica, instrumental quirtrgico, sales, etc.)...........cccvvvvveeenn. $8000

Bibliografia (impresion de poster, afiches, etc para presentacion a jornadas)................. $3000
Viajes (presentacion a congresos Y jormnadas)...........eevevurrrreeeeniiiieesiiiiiieeeeeen $9000

TOtal..ceiiee e ———— $20000

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