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Resumen del Proyecto (no mayor de 250 palabras)

La rinitis alérgica (RA) es un problema de salud en aumento, de una gran relevancia debido a su prevalencia, al
impacto en la calidad de vida del paciente y a su asociacion con asma. La RA es inducida por la exposicion
nasal a alérgenos que resulta en inflamacion de las membranas que recubren la nariz. El polen es uno de los
principales alérgenos que se asocian a RA y asma. La respuesta alérgica que se desencadena se divide en dos
fases: temprana y tardia. Las respuestas de fase temprana ocurren minutos después del ingreso del alérgeno y
se caracterizan por la activacion de los mastocitos y la liberacion de histamina. La fase tardia ocurre de 6 a 10 h
mas tarde, teniendo un rol de relevancia los eosindfilos, que liberan mediadores inductores de dafio epitelial,
provocando la inflamacién de la mucosa nasal.

En los Ultimos afos se han establecido algunos modelos murinos de RA que facilitan la comprension de la
fisiopatologia de las enfermedades alérgicas. Estos modelos utilizan alérgenos clinicamente relevantes como
las proteinas de polen a diferencia de otros trabajos donde se recurre a la ovoalbumina. Este modelo permitird
evaluar de una forma mas cercana a la real las alteraciones a nivel del tejido nasal o bronquial y la produccion
de anticuerpos especificos, asi como también una posible aplicacion de los extractos en inmunoterapia.

Plan de trabajo (resumido)

Como objetivo nos plantearemos continuar con el desarrollo de un modelo murino de inflamacion inducida por
poélenes (rinitis alérgica y asma) donde el alumno pueda adquirir un manejo general del trabajo en la mesada de
laboratorio y una vision cercana al trabajo con animales de experimentacion.

-Obtencion de extractos alergénicos:
Preparacién de extractos proteicos en buffer a partir del polen previamente obtenido de la planta. Determinacion
de proteinas.

-Sensibilizacion y desafio con los distintos alérgenos:

Se emplearan ratones BALB/c hembras (6-8 semanas de edad), segun el protocolo aprobado por CICUAE-UNS
(2021). Los animales se sensibilizaran en tres oportunidades, con frecuencia semanal, via intraperitoneal con
extractos de polen con adyuvante. Los ratones control recibiran PBS. A la tercera semana, los ratones se
desafiaran via intranasal con los extractos polinicos/PBS, segun corresponda, diariamente por 3 dias
consecutivos en total. Los animales seran observados clinicamente post-desafio. Pasadas 24 h del dltimo
desafio, se sacrificaran los animales. Alternativamente, los desafios podran pautarse con una frecuencia
semanal durante 6 semanas para observar los efectos a largo plazo.




-Determinacion de inmunoglobulinas:
La presencia de IgE total y de anticuerpos especificos en las muestras de suero y/o lavado broncoalveolar (BAL)
de ratdn se evaluara por ELISA.

-Analisis histolégico de tejido de ratén:

En el momento de la muerte, se extirparan la mucosa nasal y los pulmones, se fijaran en formol 10 % pH 7 y se
embeberan en parafina. Se cortaran secciones que se tefiiran con Hematoxilina y Eosina, azul de toluidina y
PAS. Se contaran los esosindfilos en las secciones de las mucosas nasales. También se observara el grado de
desarrollo de las células caliciformes (Goblet) productoras de mucus. El grado de la inflamacién peribronquial se
evaluara en una escala subjetiva de ninguno, leve, moderado, inflamacién marcada y grave.

-Analisis estadistico de los datos:
Los resultados se procesaran mediante andlisis de la varianza utilizando GraphPad Prism. Los resultados se
consideraran estadisticamente significativos cuando p<0.05.

Descripcion de las Actividades a realizar:

-Introduccién a la busqueda bibliogréfica.

-Preparacion general de materiales para un protocolo in vivo e in vitro.

-Preparacion de extractos polinicos. Determinacion de proteinas.

-Introducciéon al manejo de animales de laboratorio: pesaje, grupos y buenas practicas de manejo de animales.
-Preparacion de los inmundgenos para la sensibilizacion.

-Preparacion de los extractos para los desafios intranasales.

-Seguimiento de las observaciones clinicas de los animales post-desafios.

-Determinacion de IgE total y de anticuerpos especificos en suero de raton y BAL por ELISA.

-Preparacion del tejido para la técnica histoldgica (descalcificacion).

-Desarrollo de la técnica histoldgica: inclusion en parafina, corte en microtomo y tincién de preparados (H&E,
azul de toluidina y PAS).

-Observacion de preparados al microscopio optico. Contaje de eosindfilos.

-Realizacion del analisis estadistico de los resultados.

Cuatrimestre: Primero.

Cupo de alumnos: 1.

Carga horaria semanal: 4 h.

Modalidad de Evaluacion:
e Entrega de un informe con formato de trabajo cientifico
e Exposicién Oral: Se realizara en presencia de todos los alumnos de la materia y los profesores
respectivos y al menos un integrante de la CCB (hasta 15 minutos)




