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RESUMEN

En Uruguay se ha descrito la circulacion de las variantes virales de la Rabia
asociadas a los quirépteros Tadarida brasiliensis y Desmodus rotundus, ambas
especies presentes en el pais. El sistema nervioso central (SNC), es el 6rgano diana
de este virus. El objetivo de este trabajo fue describir el SNC de cada especie y a su
vez realizar la busqueda de posibles lesiones compatibles con la Rabia, mediante
técnicas de histopatologia (tinciones de Hematoxilina Eosina, Azul de Toluidina e
Inmunohistoquimica). Se utilizaron 2 ejemplares de D. rotundus obtenidos de un
foco de rabia paresiante y 2 ejemplares de T. brasiliensis, uno de los cuales
presentod signos compatibles con cuadro neurolégico. Concluimos que D. rotundus
presenté mayor tamafio y volumen encefalico lo cual se asocia a su complejidad
comportamental. A nivel microscopico la descripcion neuroanatomica fue similar en
ambas especies, identificandose multiples areas de importancia en los cortes
realizados. No se registraron en ninguno de los casos lesiones histopatoldgicas
asociadas a encefalitis rabica.



SUMMARY

In Uruguay, the circulation of the viral variants of Rabies associated with the bats
Tadarida brasiliensis and Desmodus rotundus, both species wich are present in the
Uruguay, has been described. The central nervous system (CNS) is the target organ
of this virus. The objective of this work was to describe the CNS of each species and
to search for possible lesions compatible with the disease, by using histopathology
techniques (Hematoxylin Eosin, Toluidine Blue and Immunohistochemical stains).
Two specimens of D. rotundus obtained from a focus of paresis rabies and two
specimens of T. brasiliensis were used, one of which showed signs compatible with
neurological symptoms. We conclude that D. rotundus presented a larger brain size
and volume, which is associated with its behavioral complexity. At the microscopic
level, the neuroanatomical description was similar in both species, identifying
multiple areas of importance in the cuts made in the nervous system of the
specimens studied. No histopathological lesions associated with rabies encephalitis
were recorded in any of the cases.



1. INTRODUCCION
1.1 Epidemiologia y ciclos bioldgicos

La rabia es una encefalitis viral aguda y mortal causada por el virus rabico
(RABV), que pertenece a la familia Rhabdoviridae, género Lyssavirus. Puede afectar
a todas las especies de mamiferos domésticos y silvestres. Los reservorios de
RABV son animales pertenecientes a los érdenes Carnivora y Chiroptera. Segun
varios estudios de caracterizacién genética y antigénica los murciélagos son uno de
los mas importantes reservorios del virus (Pinto Jorge y col., 2010). La Rabia es una
zoonosis de gran importancia para la Salud Publica Veterinaria debido a la
mortalidad mundial estimada entre 40.000 y 100.000 humanos por afio (Academia
Nacional de Veterinaria, 2008).

Segun la OIE, en Uruguay la enfermedad esta ausente en animales
domésticos desde marzo del 2017 pero presente en animales salvajes.

; 1° Brote Rabia 2° Brote Rabia
BaOBCARG PARALITICA BOVINA PARALITICA BOVINA
Rabia HUMANA Rivera, Artigasy Ceralargo
Tacuarembo
1° caso Rabia
Rabia 2 MURCIELAGO
CANINA Ultimo caso de Rabia Montevideo
Rabia en MURCIELAGO Pocitos
ANIMALES MontevideoTres
Cruces
1960 1966 2008 2009 2012 2017
SRR ——— R R ————— ) —— R ———— ) —— . ——  ———— |
1807 1964 1983 2007 2011 2014
Rabia
MURCIELAGO
Montevideo
% Prado OIE:

Pais Enfermedad
Libre de Ausente en Domésticos
Rabia 12 aislamiento ) Presente en Salvajes
Ultimo caso del virus rabico 2596 denuncias

Rabia en Murciélagos deHumanos
HUMANA no hematéfagos mordidos por
Caninos

Figura 1. Rabia en Uruguay: eventos epidemiol6gicos registrados vinculados a la
trasmision o potencial transmisién del virus rabico al humano (denuncias de
mordeduras a humanos, 2012). Elaborado a partir de datos de Filippini (2001) y
Guarino y col. (2013), Ministerio de Salud Publica (MSP); Organizacion Internacional
de Epizootias (OIE).

Epidemiolégicamente, se reconocen cuatro ciclos:
e urbano.
e rural.
e silvestre.
e aéreo.



El ciclo urbano, tiene al perro como principal transmisor y reservorio, mientras
gue en el ciclo silvestre este rol lo cumple fundamentalmente el murciélago
hemat6fago Desmodus rotundus.

Actualmente se considera que los ciclos urbano y silvestre estan
interrelacionados, siendo varias especies importantes en la transmision y
perpetuacion del virus (independientemente de las diferentes variantes virales).
Dentro de las especies silvestres que se han propuesto que podrian cumplir esta
funcidn, se identifican especialmente a los murciélagos insectivoros, zorros,
mapaches, entre otras (Guarino, 2008).

El ciclo aéreo es aquel que involucra a los murciélagos, siendo clave para el
mantenimiento del virus entre las diversas especies, tanto hematoéfagas, frugivoras e
insectivoras, diseminandose asi, sin barreras geogréaficas por su condicion Unica de
mamiferos voladores. Todas las especies de quirépteros son susceptibles a la rabia,
pueden transmitir la enfermedad y presentar sintomatologia seguida de la muerte
(Riet-Correa, 2008).

La transmision intra-especifica de la rabia en el vampiro (D. rotundus) se
produce dentro o fuera de los refugios, por mordeduras agresivas o defensivas entre
congéneres. Los vampiros sanos, al ser mordidos por vampiros enfermos, pueden
enfermarse o tolerar la infeccion. Los vampiros mordidos por congéneres rabiosos
gue toleran la infeccién, no eliminan virus por la saliva, ni manifiestan sintomas, y de
ellos no se aisla virus ni del cerebro, ni de tejidos periféricos, pero una elevada
proporcién desarrolla anticuerpos antirrabicos (Delpietro et al., 2008). Los animales
gue enferman, presentaran los sintomas de inquietud, hiperreflexia, agresividad,
paresia, incapacidad de vuelo, contracturas, deshidratacion y muerte, pudiendo
incluso en algunos casos llegar a morir sin presentar sintomatologia (Delpietro et al.,
2008).

Hasta el momento no hay evidencias conclusivas de la existencia de
portadores asintoméaticos entre los vampiros, como se pensaba anteriormente. Al
igual que ocurre en otros animales, en general, mueren a raiz de la infeccion y
eliminan el virus por saliva durante 10 dias o mas antes de la muerte. Lo que parece
ocurrir en algunos, es que manifiestan la enfermedad mas tardiamente gracias a un
prolongado periodo de incubacion a consecuencia de una adaptacion unica del
sistema inmune del murciélago (Schnoutz, 2013). Incluso existe evidencia de que
algunos de ellos, podrian recuperarse de la enfermedad, a semejanza de lo que
también se ha comunicado en otros mamiferos silvestres (Riet-Correa, 2008).

En especies silvestres como coaties, mapaches, grandes felinos y diversos
canidos se ha comprobado la presencia de anticuerpos neutralizantes frente a virus
rabico, sin manifestacion de signos clinicos compatibles con la enfermedad en un
periodo de observacion de hasta 50 meses (Pinto Jorge y col., 2010).

Sin embargo, Fernandes de Almeida y col. (2011) destacan como
mecanismos de la elevada prevalencia de anticuerpos neutralizantes frente a rabia
(en animales salvajes y murciélagos sin sintomas de enfermedad), la exposicion al
virus rabico inmediato al nacimiento, infecciones subclinicas o asintomaticas,
infecciones subletales e incluso estado de portador y virus latente activado por
estres.
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1.2 Caracteristicas generales de los quirépteros que forman parte del ciclo
aéreo de la rabia

1.2.1 Quirdpteros hematéfagos

Desmodus rotundus perteneciente a la familia Phyllostomidae, popularmente
conocido como “vampiro comun”, es el murciélago de mayor tamano dentro de los
quirdpteros del Uruguay (Acosta y Lara, 1950; Gonzalez, 1989; Langguth y Achaval,
1972), siendo el principal reservorio del virus de la rabia paresiante en Sudamérica y
el principal transmisor de esta zoonosis mortal. Es la Unica especie de murciélago
hemato6fago en nuestro pais.

Su distribucion en América Latina va desde el Norte de México al Sur de
Uruguay (Gonzalez y Martinez, 2010). Habita en grupos estables con los cuales
comparte su refugio durante el dia en cuevas naturales, arboles huecos,
construcciones humanas, y en zonas serranas o boscosas. Se alimenta durante la
noche de sangre de distintas presas, entre las que se encuentran:

e Aves de corral
Rumiantes domésticos
Equinos
Animales silvestres (como el venado y el carpincho)
Seres humanos, los cuales pueden ser una presa ocasional y alternativa
cuando no disponen de sus presas favoritas (ganado doméstico y grandes
herbivoros) aumentando asi el riesgo zoondtico.

Se ha responsabilizado a D. rotundus de los focos de rabia paresiante en
rumiantes que se diagnostican periddicamente en Rio Grande do Sul (Brasil) en
regiones fronterizas con nuestro pais, asi como en los brotes de los afios 2007 y
2014 en Uruguay. La identificacion del virus rabico en estas instancias se realizo
mediante técnicas de inmunofluorescencia directa y por la prueba de inoculacion en
raton neonato que son las pruebas estandar en los laboratorios de diagnéstico
veterinario en todo el mundo (Guarino y col., 2013).

En marzo-abril del 2014, se volvié a registrar un brote de rabia paresiante en
las Sierras de Acegua (departamento de Cerro Largo, en una zona cercana a la
frontera con Brasil), ocasionando la muerte de 30 rumiantes, lograndose la
confirmacion de la enfermedad por parte de los laboratorios nacionales de
referencia (DILAVE Miguel C Rubino, MGAP). Actualmente el foco esta bajo control
y se realizan revisiones periodicas de la zona afectada por parte de técnicos de la
DILAVE en colaboracién con cientificos brasileros. En todos los casos mencionados
en este nuevo brote, se identificé como fuente del virus a D. rotundus (Correa,
2014).

1.2.2 Quirdpteros no hematofagos

Las familias Phyllostomidae, Molossidae y Vespertilionidae, son las de mayor
diversidad y abundancia entre los quirdpteros, siendo ademas los integrantes de
estas familias los que con mayor frecuencia se encuentran asociados a actividades
humanas. En América Latina, se ha identificado el virus rabico en varias especies
pertenecientes a estas familias (Fernandes de Almeida, 2011; Riet-Correa, 2008).

En especial, dentro de la familia Molossidae encontramos al murciélago
insectivoro Tadarida brasiliensis. Es de mediano porte (aproximadamente de 9-10
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cm de largo), siendo conocido como “murciélago cola de raton”. Se encuentra
ampliamente distribuido en el continente Americano y se caracteriza por formar
colonias de miles de especimenes.

En Uruguay este murciélago es el mas comun y veloz (Gonzalez, 1989). Se
han encontrado colonias en ciudades y poblados, s6tanos, edificios de
apartamentos, campanarios, huecos de arboles y cavernas entre otros (Achaval y
col., 2004).

Tadarida brasiliensis, se alimenta de diversos insectos en horario nocturno
los cuales caza al vuelo a elevadas alturas. Las grandes ciudades ofrecen un
ambiente favorable, tanto para T. brasiliensis como para otros murciélagos
insectivoros, dada la gran disponibilidad de alimento que proveen los focos
luminicos, la ausencia de sus predadores naturales y la presencia de una
infraestructura adecuada para formar colonias (Fernandes de Almeida, 2011).

Debido a su gran adaptabilidad, T. brasiliensis puede compartir refugio con
otras especies y ha encontrado la manera de sobrevivir en los ecosistemas urbanos,
formando colonias méas pequefas ubicadas por ejemplo en tuneles de ventilacién y
cajas de persianas de los edificios. Esta capacidad de adaptacion le ha permitido
expandirse geograficamente a lo largo de América Latina (Favic y col., 1999).

La transmisién del virus rabico por murciélagos no hematéfagos esta
generalmente restringida a los mismos, pues su contacto con otros mamiferos es
ocasional (Riet-Correa, 2008). Esta situacion varia cuando dichos murciélagos
enferman de rabia, debido a que manifiestan comportamientos anormales previos a
morir, como vuelo erratico y deambular en horas diurnas, haciendo méas probable el
contacto con otras especies, cobrando asi relevancia epidemiolégica. La transmision
a humanos puede ocurrir mediante mordeduras accidentales durante una
inadecuada manipulacién de los mismos (Riet-Correa, 2008), tanto por
desconocimiento como por negligencia. En el caso de los animales domésticos,
perros y especialmente gatos, dicha transmision ocurre por predacion de
murciélagos infectados (Delpietro et al., 2008).

En Estados Unidos 58% de los 36 casos de rabia humana diagnosticados
entre los afios 1980 y 2000, se asociaron con variantes de virus de murciélagos
insectivoros (Messenger, Smith y Rupprecht, 2002). En tanto en América Latina
entre los afios 1996 y 2010 se registraron 240 casos de rabia humana transmitida
por murciélagos, de los cuales el 6,7% se asociaron a murciélagos no hematofagos
(Fernandes de Almeida, 2011). Los datos anteriormente mencionados reflejan la
importancia de estas especies en la transmision de la enfermedad al humano a
pesar la baja probabilidad de contacto.

En Chile, Argentina, Brasil y Uruguay, T. brasiliensis es el principal
responsable de mantener la circulacion del virus rabico (variante viral AgV4) (Pifiero
y col., 2012). Puntualmente en nuestro pais, se plantea que la identificacion de
diferentes linajes genéticos del virus rabico en especies de murciélagos insectivoros
podria indicar la circulacion endémica de virus entre colonias de murciélagos
(Guarino y col., 2013).

Es por ello, que el estudio y mejor conocimiento de la circulacion de las
diferentes variedades de virus rabico, entre otras especies no hematofagas, resulta
de importancia en la vigilancia epidemioldgica de la enfermedad con la intencién de
entender mejor su ciclo aéreo.
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1.3 Localizacion en Uruguay

En lo que respecta a la ubicacién geogréfica de ambas especies de
guirdpteros en nuestro pais, un relevamiento realizado en el afio 2004 arroja una
distribucién acotada a algunos departamentos (Figura 2), mientras que un trabajo
del afio 2010, las consideran presentes y coincidentes en todo el territorio (Figura 3).

En los departamentos de Rivera y Artigas, donde tuvieron lugar los brotes de
rabia paresiante, se mantiene la presencia tanto de Tadarida como de Desmodus.
Estas areas cobran relevancia epidemiolégica no solo por la coincidencia geogréfica
de ambas especies sino también por su proximidad a colonias de murciélagos de
ambas especies en el estado de Rio Grande do Sul (Brasil).

I 7. brasiliensis brasiliensis
B D. rotundus

[] T. brasiliensis brasiliensis y D. rotundus

@8 Cerro Largo B\

20
Montevidea

Figura 2. Distribucion geografica de Desmodus rotundus y Tadarida brasiliensis
brasiliensis en Uruguay (elaborado a partir de datos de Achaval y col., 2004).

13



T. brasiliensis brasiliensis
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Lavalleja Rocha
Canelones d
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[ 7. brasiliensis brasiliensis y D. rotundus

Cerro Largo

Figura 3. Distribucion geografica de D. rotundus y T. brasiliensis brasiliensis en
Uruguay (elaborado a partir de datos de Gonzalez y Martinez, 2010).

1.4 Antecedentes de estudios similares y objetivos de este trabajo

Desmodus rotundus ha sido objeto de numerosas investigaciones debido a
sus excepcionales caracteristicas biolégicas, comportamentales y neuroanatomicas
gue lo destacan de entre casi 276 especies de murciélagos. Dentro de ellas, es el
gue posee mayor desarrollo neocortical. Ademas tiene capacidades olfativas
excepcionales y un sistema olfatorio accesorio; motivos por los que es considerado
uno de los quir6pteros mas evolucionados entre los estudiados hasta la fecha.

Existen publicaciones de neuroanatomia en quiropteros que centran su
estudio en descripcion de individuos de una misma especie (Baron, Stephan y
Frahm, 1996; Henson, 1970; Humphrey 1936; Mann, 1963; Mc Daniel, 1976;
Schneider, 1966; 1957), asi como un atlas de la histologia del sistema nervioso para
Desmodus spp. (Bhatnagar, 2006), no existiendo trabajos previos que comparen
paralelamente al Desmodus con otras especies de vampiros o murciélagos no
hemato6fagos.

A su vez resulta interesante familiarizarse con el estudio de la histologia
normal de su sistema nervioso central (SNC), asi como la busqueda de lesiones, en
aquellos casos de murciélagos con signos neuroldgicos y cambios
comportamentales, que presentan positividad a anticuerpos contra el virus rabico.
Para ello, existen referencias de las lesiones descritas para otras especies, las
cuales en general no se condicen con la severidad de los sintomas observados
(Summers et al., 1995).
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Por lo mencionado hasta aqui, es que entendemos de gran importancia
introducirnos en la anatomia, histologia, asi como intentar la caracterizacion
inmunohistoquimica contra virus rabico en SNC en estos quirépteros.
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2. MATERIALES Y METODOS
2.1 Animales
2.1.1 Tadarida brasiliensis

En los meses de agosto y octubre de 2017 se recibieron en el Laboratorio del
Area Patologia de Facultad de Veterinaria (UdelaR), dos especimenes de T.
brasiliensis, procedentes del barrio Pocitos (Montevideo, Uruguay). Estos
ejemplares fueron manipulados por personal inmunizado previamente contra rabia,
procediendo al registro fotografico de los animales y su sacrificio humanitario por
dislocacion cervical. Se realizo el examen post-mortem de los cadaveres,
posteriormente se fijaron muestras de tejidos en formol al 10%. El ejemplar
clasificado como T.b 1 (T. brasiliensis 1) presentaba cambios comportamentales
(vuelo diurno y dificultades para iniciar vuelo).

Figura 4. Fotografia de un ejemplar Tadarida brasiliensis vista dorsal. Bar=5 cm.
Recuadro. Detalle rostro.

2.1.2 Desmodus rotundus

Se trabajo con 14 ejemplares de D. rotundus fijados en formol al 10% donado
por el Lic. German Botto (GBN 503 a GBN 516). Estos fueron capturados en 2007,
durante salidas de campo realizadas durante el brote de rabia paresiante en el
departamento de Rivera, en cuevas cercanas a donde se produjeron los focos en
rumiantes. La colecta estuvo a cargo de miembros del equipo del Museo Nacional
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de Historia Natural del Ministerio de Educacion y Cultura. No se tiene registro sobre
ningun cambio de comportamiento previo al sacrificio.

Figura 5. Fotografia de un ejemplar de Desmodus rotundus, vista ventral. Bar=5
cm.

2.2 SNC de los quirdpteros

A patrtir de los individuos de ambas especies fijados en formol al 10%, se
procedio a la diseccion, observacién macroscoépica y registro fotogréafico del encéfalo
y a la toma de muestras para su inclusion en parafina y posterior procesamiento.

2.3 Histopatologia

Tanto las muestras de T. brasiliensis, como las de D. rotundus fueron
incluidas en parafina, prepardndose posteriormente laminas histolégicas mediante
cortes a 5 ym con micrétomo (Leitz, modelo 1512, Alemania).

Luego se seleccionaron laminas para su tincion con Hematoxilina Eosina
(HE), habiéndose preparado previamente laminas tefiidas con Azul de Toluidina
(AT) de las muestras de D. rotundus capturados en 2007.

Para la identificacién de regiones del SNC de D. rotundus y T. brasiliensis se
utilizaron como referencia los trabajos de los autores Bhatnagar (2008) y Humphrey
(1936), respectivamente.

La observacion y categorizacién de laminas histolégicas de ambas especies
se realiz6 siguiendo el criterio descripto en la Cuadro |.
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Cuadro |. Criterio de categorizacion de calidad de preparados histolégicos.

Categoria Caracteristicas

No se reconocen estructuras ni regiones
- Defectos de técnica significativos
No apto para registro fotografico

Se reconocen algunas estructuras o regiones
+ Defectos de técnica menores
No apto para registro fotografico

Se reconocen facilmente estructuras y regiones
++ Defectos de técnica poco significativos
Apto para registro fotogréafico

Se reconocen facilmente estructuras y regiones
+++ Defectos de técnica poco significativos o ausentes, y/o aislados
Apto para registro fotogréafico

Se realizé posteriormente un registro fotografico, asi como ilustraciones
representando las secciones principales. Todas las ilustraciones fueron realizadas
por la tesista F. Larrosa.

2.4 Inmunohistoquimica (IHQ)

Para la puesta a punto de la técnica de IHQ se prepar6 controles positivos y
negativos contra antigeno de virus rabico. Los controles positivos fueron muestras
donadas por el Prof. Fabiano Sant’Ana del Laboratorio de Patologia Veterinaria de
la Facultad de Veterinaria de la Universidade de Brasilia (UBr), Brasilia DF, Brasil,
provenientes de 4 casos de bovinos diagnosticados por inmunofluorescencia directa
(IFD) e histopatologia (HE) en el Laboratorio de Patologia Veterinaria de la
Universidade Federal de Goias, Campus de Jatai, Brasil, y confirmados por IHQ
contra antigeno de virus rabico en el Laboratorio del Area Patologia de la Facultad
de Veterinaria de la UdelaR (Verdes et al., 2016).

Los controles negativos fueron muestras de sistema nervioso central de
bovinos sin antecedentes nerviosos, muertos por otras causas y que fueron
negativos a la prueba de IFD.

Para el desarrollo de la técnica contra ribonucleoproteina de virus rabico se
siguid el protocolo descrito en Verdes et al. (2016), usando un anticuerpo primario
de cabra (IgG) conjugado a isotiocianato de fluoresceina (originalmente desarrollado
y utilizado para IFD, Chemicon/Millipore, Temecula, CA, EE.UU.), a una dilucién de
1:1000 (por detalles ver Verdes et al., 2016).
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3. Resultados

3.1 Registro fotografico macroscoépico de los Encéfalos de ambas especies.

Figura 6. Encéfalo de Desmodus rotundus, vista macroscopica. A: vista dorsal, B:
vista ventral, bo: bulbo olfatorio, hcd: hemisferio cerebral derecho, hci: hemisferio
cerebral izquierdo, cer: cerebelo, mo: médula oblonga, p: puente.
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Figura 7. Encéfalo de Tadarida brasiliensis, vista macroscopico dorsal. bo: bulbo
olfatorio, hcd: hemisferio cerebral derecho, hci: hemisferio cerebral izquierdo, cer:
cerebelo, mo: médula oblonga.
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3.2 Categorizacion de preparados histoldgicos

Cuadro Il. Categorizacion de preparados histolégicos para los ejemplares
de Desmodus rotundus.

Lamina D. rotundus 1 D. rotundus 2

AT HE AT HE
1 - - + -
2 = . - -
3 - e + ++
4 + - - +++
5 - + + -
6 + + + +
7 + +H+ +++ +
8 . . - ++

AT = Tincién Azul de Toluidina
HE = Tincién Hematoxilina Eosina
-, +, ++, +++ = ver Cuadro |
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Cuadro lll. Categorizacion de preparados histologicos para los
ejemplares de Tadarida brasiliensis.

Lamina T. brasiliensis 1 T. brasiliensis 2
HE

100 a

100 b

100 c
101
102
103
104
105
106
107
108
109
110
111
112
201
202
203
204
205
206
207
208
209
210
211
212
213
214
301
302
303
304
305
306
307
308
309
310
311
312

SESERE ST SRR SRS SRR 2222222222221 2001

$I$$'11111+I§§+++++I+I+++$+I$I+$I++++I§++%

HE = Tincién Hematoxilina Eosina
NA= no aplica
-, +, ++, +++ = ver Cuadro |
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3.3 Identificacion de regiones especificas del SNC de Desmodus rotundus.

3.3.1 Seccion Fronto-parietal

La seccion fronto-parietal corresponde a los sectores mas frontales del
Encéfalo abarcando Telencéfalo y Diencéfalo (Figura 8 y Figura 9).

Pudimos observar y describir las siguientes estructuras:

Ambos hemisferios cerebrales, simétricos (Figura 8).

Meninges recubriendo ambos hemisferios cerebrales en la totalidad de su
superficie (Figura 9).

Corteza cerebral frontal y parietal compuesta por una capa celular molecular
y otra granulosa (Figura 10).

Transicion entre la corteza fronto-parietal y la sustancia blanca donde se
observan oligodentrocitos y fibras neuronales (Figura 12).

Cuerpo calloso, cingulum del cuerpo calloso y fornix del cuerpo calloso
(Figura 9y 11).

Células ependimales que forman el epitelio de revestimiento de los
ventriculos laterales, en esta seccidn solamente se logra apreciar el
comienzo de los mismos (Figura 13).

= Capsula interna (Figura 14).

Fimbria del hipocampo, cuyo recorrido es paralelo al comienzo de cada
ventriculo lateral (Figura 11 y Figura 13).
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Figura 8. llustracion de corte histologico de la seccién frontal del Encéfalo de
Desmodus rotundus; capi: capsula interna, cape: capsula externa, mol: capa
molecular de la corteza frontal, grl: capa granulosa de la corteza frontal.
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Figura 9. llustracion de corte histoldgico de la seccién'fronto-parietal de Desmodus
rotundus; cc: cuerpo calloso, c: cingulum del cuerpo calloso, fh: fimbria del
hipocampo, avl: apertura del ventriculo lateral.
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Figura 10. Secmon fronto -parietal de encéfalo de Desmodus rotundus con
técnicas de HE (izquierda) y AT (derecha); grl: capa granulosa, mol: capa
molecular, cc: cuerpo calloso, capa molecular recubierta por las meninges. Notese
entre los hemisferios la presencia de hemorragia y grandes arterias. Bar= 300 um.

Flgura 11. Seccmn fronto- panetal de encéfalo de Desmodus rotundus con técnicas
de HE (izquierda) y AT (derecha); cc: cuerpo calloso, fh: fimbria hipocampo, avl:
abertura ventriculo lateral, glia. Bar= 300 pm.
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Figura 12. Corteza frontal del encéfalo de Desmodus rotundus, con técnica de
AT. Nétese de izquierda a derecha: sustancia blanca, capsula externa, granulosa,

molecular. Bar= 300 pm.
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Figura 13. Seccion fronto-parietal de encéfalo de Desmodus rotundus, con

técnicas de HE (izquierda) y AT (derecha); fh: fimbria del hipocampo, avl: abertura
ventriculo lateral izquierdo. Bar= 75 pum.

26



Figura 14. Seccion fronto-parietal de encéfalo de Desmodus rotundus, con técnica
de AT. A: capi: capsula interna, cape: capsula externa. Bar= 750 um.
B: detalle de cédpsula interna y glia. Bar= 75 pum.
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3.3.2 Seccion Parietal Media y Seccion Cerebro medio:

La seccién Medio Parietal y Cerebro medio corresponden a los sectores
medios del Encéfalo, abarcando Diencéfalo y Mesencéfalo (Figura 15).

Pudimos observar y describir las siguientes estructuras:

= Enlaregion del Hipocampo (Figura 15) identificamos el Nucleo del
hipocampo y el giro dentado (Figura 16).

= Ventriculos laterales (Figura 15 y Figura 16), comienzo del Tercer Ventriculo
y plexo coroideo (Figura 17), Acueducto de Silvio (Figura 18) y epitelio
ependimal (Figura 19). Estructuras en las cuales se formay circula el liquido
cefalorraquideo.

= Meninges (Figura 18).

= En el area Hipotalamica observamos el Ndcleo arcuatus como un grupo de
neuronas de gran tamafo simétrico a ambos lados del Acueducto de Silvio
(Figura 19).

Figura 15. llustracion de corte histologico de la seccién Media Parietal y Cerebro
Medio de Desmodus rotundus, hc: Hipocampo, vl: ventriculo lateral, gd: Giro
Dentado, v3: Tercer Ventriculo, nh: nucleo del hipocampo, ac: acueducto de Silvio,
narc: nicleo arcuatus.
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Figura 16. Seccion Media Parietal y Cerebro Medio de encéfalo de Desmodus
rotundus, con técnica HE, hc: hipocampo, gd: giro dentado, vl: ventriculo lateral.
Bar= 750 um. Recuadro. Giro dentado

Figura 17. Seccién Media Parietal y Cerebro Medio de encéfalo de Desmodus
rotundus, con técnica HE, v3: Tercer ventriculo y plexo coroideo, grl: capa granulosa
de la corteza parietal, vl: ventriculo lateral. Bar= 750 pm.
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Figura 18. Seccion Media Parietal y Cerebro Medio de encéfalo de Desmodus

rotundus, con técnica HE, ac: acueducto de Silvio, me: meninges. Bar= 750 pum.
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Figura 19. Seccion Media Parietal y Cerebro Medio de encéfalo de Desmodus
rotundus, con técnica HE, narc: nucleo arcuatus, ac: acueducto de Silvio y epitelio
ependimal. Bar= 300 pm.
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3.3.3 Seccién Coliculo Posterior:

La seccion de Coliculo Posterior corresponde a la region del Mesencéfalo. En
la misma pudimos observar y describir las siguientes estructuras:

= Hipocampo
= Amigdala Cerebral compuesto por un conjunto de nucleos de neuronas.
= Acueducto de Silvio y epitelio ependimal.

3.3.4 Seccién Cerebelo:

La seccion de Cerebelo pertenece a la region de Rombencéfalo, aqui
pudimos observar y describir las siguientes estructuras (Figura 20):

= Se pueden identificar el Cerebelo y el Puente separados por el cuarto
ventriculo el cual posee el plexo coroideo (Figura 20).

= Dentro del Cerebelo identificamos la Corteza cerebelar con sus respectivas
capas celulares: molecular, granulosa, capa de células de Purkinje y
sustancia blanca (Figura 24).

= Cuarto Ventriculo, plexo coroideo y epitelio ependimal (Figura 20).

= Dentro del Puente describimos al Nervio Trigémino (par craneal V) como un
conjunto de fibras nerviosas simétrico y bien delimitado. Justo por debajo el
Nucleo de dicho nervio se reconoce como un grupo de cuerpos neuronales
de gran tamafo (Figura 21).

= También dentro del Puente identificamos Nucleos formados por neuronas
gue componen el Sistema Olivar Superior. Se observa el comienzo de la
formacion de la zona reticulada (Figura 20).
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Figura 20. llustracion de corte histologico de la seccién Cerebelo de Desmodus
rotundus, cer: cerebelo, grl: capa granulosa del cerebelo, mol: capa molecular del
cerebelo, sb: sustancia blanca del cerebelo, v4: cuarto ventriculo, zr: zona
reticulada, sos: sistema olivar superior, nV: nervio Trigémino, nnV: nucleo del Nervio
Trigémino.
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Figra 21. Seccion Cerebelo de Desmodus rotundus, con las técnicas de HE
(izquierda) y AT (derecha), v4: cuarto ventriculo, nV: nervio V, NnV: ndcleo del

Nervio V. Bar= 300 pm.
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Figura 22. Seccion Cerebelo de Desmodus rotundus, con las técnicas de HE
(izquierda) y AT (derecha), nucleo del Nervio V. Bar= 75 pm.

Figura 23. Secmon Cerebelo de Desmodus rotundus con Ias tecnlcas de HE
(izquierda) y AT (derecha), nV:nervio V. Bar= 75 um.
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Figura 24. Cerebelo de Desmodus rotundus, tincién AT. Folia cerebelar; mol: capa
molecular, pl: capa de células de Purkinje, grl: capa granulosa, sb: sustancia blanca.
Bar= 300 pm.
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de Purkinje entre las capas molecular (arriba) y granulosa (abajo). Bar= 75 um.
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3.3.5 Seccién Médula Posterior:

Esta seccién pertenece junto con la anterior, al Rombencéfalo. Aqui
encontramos las estructuras que componen el tallo del encéfalo (Figura 26).

Se describen:

= Cerebelo en su parte mas caudal, conteniendo menos folias, donde se
observan las mismas capas celulares anteriormente descritas (molecular, de
Purkinje, granulosa y sustancia blanca). (Figura 27).

= Cuarto Ventriculo revestido por el epitelio ependimal, conteniendo el plexo
coroideo (Figura 27).

= Foramen de Luschka ubicado en el angulo lateral del Cuarto ventriculo
formando las aperturas laterales del mismo (Figura 26).

= Meédula oblonga donde se destaca la zona reticular como un conjunto de
haces axonales en forma de cruz, rodeada por grandes neuronas, las cuales
componen los diversos nucleos que forman esta estructura. La misma se
encuentra a lo largo de todo el tallo encefalico (Figura 28 y Figura 29).

= Meédula Oblonga caudal donde la zona reticulada se ensancha (Figura 30 y
Figura 31).

= Sistema Olivar Inferior, el cual se identifica en la zona ventral de la médula
oblonga. Aqui también describimos el tracto piramidal (Figura 26).
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Figura 26. llustracion de corte histologico de la seccién Médula Posterior de
Desmodus rotundus, cer: cerebelo, mol: capa molecular del cerebelo, grl: capa
granulosa del cerebelo, v4: cuarto ventriculo, pc: plexo coroideo, fl: foramen de

Luschka, mo: médula oblonga, zr: zona reticulada, tp: tracto piramidal, soi: sistema
olivar inferior.
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Figura 27. Seccién Médula Oblonga de Desmodus rotundus, tincién HE (izquierda)
y AT (derecha), mol:molecular del cerebelo, grl:granulosa del cerebelo, v4: cuarto
ventriculo con plexo coroideo en su interior. Bar= 750 pm.

Figur 28. Seccion de Médula Obloga de Desmodus rotundus, tinciéon HE
(izquierda) y AT (derecha), zr: zona reticulada, v4: cuarto ventriculo. Bar= 300 pum.

Flgura 29. Zona reticulada en Medula Oblonga de Desmodus rtundus tlnC|on HE
(izquierda) y AT (derecha). Bar= 75 pm.
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na reticulada en Médula Oblonga caudal de Desmodus rotundus,
tincion AT. Bar= 300 um.
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Figura 31. Zona reticulada en Médula Oblonga caudal de Desmodus rotundus
tincion HE (izquierda) y AT (derecha). Bar=75 pm
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Figur 32. Capas del Cerebelo de Desmodus rotundus, con las técnicas de HE
(izquierda) y AT (derecha). Notese la capa de célula de Purkinje entre las capas
molecular (arriba) y granulosa (abajo). Bar=75 pm.
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3.4 Identificacion de regiones especificas del SNC de Tadarida brasiliensis
3.4.1 Seccion Fronto-Parietal y Parietal media:

La seccion fronto-parietal corresponde a los sectores més frontales del
Encéfalo abarcando Telencéfalo y Diencéfalo (Figura 33).

Pudimos observar y describir las siguientes estructuras:

= Ambos hemisferios recubiertos por las meninges (Figura 34).

= Corteza frontal y corteza parietal compuestas por las capas celulares
molecular y granulosa (Figura 35).

= Ventriculos laterales en su apertura mas rostral (Figura 34).

= Plexo coroideo del ventriculo lateral (Figura 36).

= Cuerpo calloso y Cingulum (Figura 33 y Figura 34).

= Por debajo del Cuerpo calloso ubicamos el Septo.

= Hacia ventral identificamos como estructura diferenciada la Corteza piriforme
la cual forma el cortex olfatorio (Figura 37).

= Capsula externa e interna (Figura 38).

» Los Ndcleos de la base (Accumbens, Putamen y Caudado) se ubican en
relacion con la cipsula interna (Figura 37 y Figura 39).
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Figura 33. llustracion de corte histologico de la seccidn fronto-parietal de Tadarida
brasiliensis, mol: capa molecular, grl: capa granulosa, cc: cuerpo calloso, c:
cingulum del cuerpo calloso, cape: capsula externa, capi: capsula interna, sep:
septo, th: fimbria del hipocampo, vl: ventriculo lateral, nb: nucleo de la base, cp:
corteza piriforme.
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Figura 34. Seccion fronto-parietal de encéfalo de Tadarida brasiliensis, con técnica
de HE; grl: capa granulosa, mol: capa molecular, cc: cuerpo calloso, vl: ventriculo
lateral, capa molecular recubierta por las meninges. Bar= 750 pm.
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Figura 35. Seccion fronto-parietal del cerebro de Tadarida brasiliensis, con técnica
de HE; grl: capa granulosa, mol: capa molecular. Hemisferios cerebrales recubiertos

por meninges. Bar= 300 pum.
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Figura 36. Seccion fronto-parietal del encéfalo de Tadarida brasiliensis, con tincion de
HE. A mol: molecular, cc: cuerpo calloso, y en el centro de la imagen notese el
ventriculo lateral con epitelio ependimal (recubriendo el interior del ventriculo) y plexo
coroideo. Bar= 300 um. B plexo coroideo y células ependimales del ventriculo lateral.

Figura 37. Seccion fronto parietal de encéfalo de Tadarida brasiliensis, con tincién HE;
cp: corteza piriforme, nb: nicleo de la base, capi: capsula interna, cape: capsula
externa. Bar= 750 pum.

Figura 38. Seccion fronto-parietal Tadarida brasiliensi, con tincion HE; capi: capsula

interna, cape: capsula externa. Notese a la derecha el ventriculo lateral recubierto por
las células ependimales. Bar= 300 pum.
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Figura 39. Seccion fronto-parietal de encéfalo de Tadarida brasiliensis, con técnica
de HE; cp: corteza piriforme, nb: ndcleo de la base. Bar= 300 pum.
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3.4.2 Seccion Cerebelo:
La seccion de Cerebelo pertenece al Rombencéfalo, aqui pudimos observar y
describir las siguientes estructuras:

= Se pueden identificar las folias del Cerebelo y el Puente separados por el
cuarto ventriculo, el cual posee el plexo coroideo. Ademas, se observa el
epitelio ependimal tapizando dicho ventriculo (Figura 40).

= Dentro del Cerebelo identificamos la Corteza cerebelar con sus respectivas
capas celulares: molecular, de Purkinje, granulosa y sustancia blanca (Figura
44).

= Dentro del puente identificamos el fasciculo longitudinal medio (Figura 43).
como una estructura simétrica de forma redondeada, compuesta por fibras
neuronales. A esta altura también se comienza a identificar la zona
reticulada, la cual se reconoce por su tipica forma de cruz, al estar
compuesta por fibras nerviosas entrelazadas (Figura 41).

= Continuando dentro del puente pero ventralmente, identificamos las fibras
longitudinales del puente, también simétricas, a ambos lados del preparado.
Esta estructura se identifica como un conjunto grande de axones (Figura 42).

Figura 40. Seccion de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, con técnica de HE; v4:
cuarto ventriculo con el epitelio ependimal que lo recubre, sb: sustancia blanca, grl:
capa granulosa, mol: capa molecular, p: puente. Bar= 750 pm.

/S

Figura 41. Puente en la Seccién de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, con técnica
de HE; flm: fasciculos longitudinales medios, zr: inicio de zona reticulada. Bar= 300
pm.

42



Figura 43. Puente en la Seccion de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, con técnica de
HE. A: flm: fasciculos longitudinales medio, zr: inicio de zona reticulada. Bar= 300 pm.
B: detalle de los fasciculos longitudinales. Bar= 75 pum.
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Figura 44. Seccion de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, capas cerebelares, con

técnica de HE. A: mol: molecular, grl: granulosa, sb: sustancia blanca. Bar= 300 um.
B: mol: capa molecular, de Purkinje, grl: capa granulosa. Bar= 75 pm.
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Figura 45. Seccién de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, con técnica de HE. Se
muestra cuarto ventriculo con epitelio ependimal. Bar= 300 pm.

~= & —
Figura 47. Seccion de Cerebelo de Tadarida brasiliensis, con técnica de HE, ep:
epitelio ependimal, en la parte superior se observa cerebelo. Bar= 750 pum.
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3.4.4 Seccion Médula Posterior

Esta seccidn, pertenece junto con la anterior a la region de Rombencéfalo.

Aqui encontramos las estructuras que componen el tallo del encéfalo (Figura 48).

Se describen:

Plexo coroideo contenido en el cuarto ventriculo y en sus aperturas laterales
(Figura 49).

Médula oblonga donde se destaca la zona reticular como un conjunto de
haces axonales en forma de cruz, rodeada por grandes neuronas, las cuales
componen los diversos nucleos que forman esta estructura. La misma se
encuentra a lo largo de todo el tallo encefalico (Figura 50 y Figura 52).
Nucleo del Nervio Hipogloso (Par craneal XII), formado por grandes cuerpos
neuronales en la zona dorsal (Figura 51).

Tracto espinal del Nervio Trigémino (Par craneal V), compuesto por grandes
fibras nerviosas que discurren a ambos lados de la médula posterior (Figura
50).

Nucleo Olivar perteneciente al Sistema Olivar Inferior formado por grandes
cuerpos neuronales, el cual se identifica en la zona ventral de la médula
oblonga. Aqui también describimos el tracto piramidal (Figura 48 y Figura 50).

Figura 48. llustracion de corte histologico de la seccién de médula posterior de
Tadarida brasiliensis; pc: plexo coroideo, nnXIl: nucleo del Nervio Hipogloso (par
XIl), zr: zona reticulada, teV: tracto espinal del Nervio Trigémino (par V), nol: nucleo

Olivar.
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Figura 49. Seccién de médula posterior de Tadarida brasiliensis con técnica de HE,
zr: zona reticulada, nnXII: nucleo del NnXIl (hipogloso), pc: plexo coroideo. Bar= 750
pm.

Figura 50: Seccion de médula posterior de Tadarida brasiliensis con técnica de HE,
teV: tracto espinal del nervio trigémino, nnXIl: ntcleo del nervio hipogloso, zr: zona
reticular, nol: nucleo Olivar. Bar= 750 um.

Figura 51. Seccién de meédula posterior de Tadarida brasiliensis con técnica de HE,
v4: cuarto ventriculo, nnXIl: nacleo del nervio hipogloso, zr: zona reticular. Bar= 300
pm.
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=

cion de médula psterior en Tadarida brasiliensis, zona reticulada,
con técnica de HE. Bar= 75 pum.

Figura 52. Sec
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3.5 Histopatologia contra virus rabico
3.5.1 SNC de bovino (caso positivo).

En la técnica de tincion de HE (Figura 53 A) se observaron las distintas
células que componen las capas del cértex cerebelar, identificando en la capa de
Células de Purkinje la presencia de Cuerpos de Negri, los cuales contienen
particulas viricas. Se caracterizan por ser redondeados, de bordes definidos, con
coloracion eosinofilica mas intensa que el resto de la célula, distribuyendose en
citoplasma, pericarion, dendritas y axones.

Al realizar la tincién con Azul de Toluidina (Figura 53 B) se pudieron observar
las mismas estructuras que con la tincion de HE, identificando con mayor facilidad
los Cuerpos de Negri dentro de las Células de Purkinje.

Con respecto a la IHQ (Figura 53 C y D) contra la ribonucleoproteina del virus
rabico identificamos estructuras intracitoplasmaticas homogéneas, ovales,
marrones, distribuidas en los pericarios, procesos axonales y dendritas de las
Células de Purkinje. Dichas estructuras corresponden a la inmunomarcacion positiva
del antigeno viral rabico.

3.5.2 SNC de bovino (caso negativo).

Tanto con las técnicas de HE, AT e IHQ frente al virus rabico, no se
identificaron lesiones atribuibles a una encefalitis no supurativa de origen rabico
(manguitos perivasculares, focos de gliosis y degeneracion neuronal). Asi como
tampoco se encontraron Cuerpos de Negri en las células de Purkinje, ni
inmunomarcacion positiva contra el antigeno viral (Figura 53 E).

3.5.3 SNC de Tadarida brasiliensis

Con la técnica utilizada de HE no se observaron Cuerpos de Negri ni lesiones
compatibles con Encefalitis viral. La IHQ frente a virus rabico resulté negativa.

3.5.4 SNC de Desmodus rotundus

No se reconocieron lesiones compatibles con el virus rabico con ninguna de
las técnicas aplicadas (HE, AT).
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Figura 53. Corteza cerebelar de bovino. A. Bovino positivo a Rabia. Cuerpos de
Negri en células de Purkinje (Flecha). HE. Bar=75 um. B. Bovino positivo a Rabia.
Cuerpos de Negri en células de Purkinje (Flecha). AT. Bar=75 um. C. Bovino
positivo a Rabia. Estructuras intracitoplasmaticas homogéneas, ovales, marrones,
distribuidas en el pericarion, proceso axonal y dendritas de las células de Purkinje.
IHQ frente a virus rabico. Bar=75 um. Recuadro. Detalle de Célula de Purkinje con
multiples estructuras inmunopositivas dentro del pericarion. E. Bovino negativo a
Rabia. IHQ frente a virus rabico. Bar=75 pm.
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4. Discusion
4.1 Desmodus rotundus

Utilizando como referencia el atlas de neuroanatomia realizado por
Bhatnagar (2008), logramos identificar variadas regiones y estructuras del SNC,
coincidiendo con el autor en la ubicacién y caracteristicas de las mismas. Dicho
autor utilizé las técnicas de tincion de Lugol Fast Blue-cresyl violet y Gomori one
step trichrome (Bhatnagar, 2008). En nuestro trabajo la confirmacion de estructuras
se realiz6 utilizando técnicas de tincidn histolégicas convencionales Hematoxilina
Eosina y Azul de Toluidina que nos permitié identificar de forma complementaria las
mismas regiones de ambas especies. La técnica de HE es la mas utilizada y la de
referencia internacional para realizar diagnostico histopatolégico. Mientras que la
técnica de AT complementa a la anterior por marcar especificamente somas,
axones y procesos dendriticos de las neuronas, logrando identificar mas precisa y
detalladamente la citoarquitectura neuronal.

4.2 Tadarida brasiliensis

En este caso, utilizamos de referencia el estudio publicado por Humphrey
(1936), en donde la autora realiza una observacion histoldgica detallada de las
secciones mas frontales del encéfalo (Telencéfalo y Mesencéfalo). Nuestro trabajo
se extendio a regiones mas caudales, abarcando todo el érgano, y para poder
describirlo, utilizamos un atlas digital de tejido encefalico de ratbn (RODENT CNS
PROTOCOL CD ROM.), obteniéndose, por primera vez, informacion
neuroanatomica de la totalidad del encéfalo para esta especie.

4.3 Comparacion entre Desmodus rotundus y Tadarida brasiliensis

Los ejemplares de Desmodus rotundus no ofrecieron dificultades mayores
para su identificacion, ya que habian sido previamente clasificados. Esto no fue asi
para el caso de Tadarida brasiliensis, debido que al momento de su recepcion, no
contamos con datos taxondémicos. Para su clasificacion utilizamos como referencia
el texto “Clave de identificacion de los murciélagos del cono sur de Sudamérica” de
Diaz y col., (2011), y la “Guia para la identificacién de los murciélagos del Uruguay”
de Gonzalez, (1989). Este fue un paso fundamental que nos permitié no solo
familiarizarnos con los principales rasgos de la especie, sino también, poder
distinguirlos de otros insectivoros, ya que T. brasiliensis tiene un rol mas importante
dentro del ciclo de la rabia. Los datos taxondémicos y de localizacion geografica de
éstos especimenes coinciden con lo reportado por otros autores (Achaval y col.,
2004; Gonzalez y Martinez, 2010; Rodales, 2009).

En cuanto a la comparacion neuroanatomica de ambas especies
macroscopicamente, D. rotundus posee un encéfalo mas grande en términos de
tamafo y volumen mientras que el de T. brasiliensis es mas pequefo y ahusado,
siendo en ambas especies, facil de distinguir las principales regiones encefalicas.
Aqui podemos ademas afirmar que Desmodus spp., tal como subrayan diversos
autores (Bhatnagar, 2008), es un mamifero mas evolucionado en términos de
desarrollo anatomico del SNC en comparacion con T. brasiliensis, infiriéndose que
estas diferencias son las responsables de un comportamiento mas complejo para el

50



vampiro, quien ha sido objeto de diversos estudios sobre organizacion y habitos
sociales (Carter et al, 2015).

Con respecto a regiones especificas para el caso de D. rotundus, el bulbo
olfatorio es prominente y de facil identificacion, no siendo tan notorio en T.
brasiliensis coincidiendo nuevamente con reportes anteriores (Bhatnagar, 2008;
Humphrey, 1936) los hemisferios y el cerebelo son facilmente identificables siendo
el ultimo proporcionalmente mas grande en T. brasiliensis, sucediendo lo mismo
para médula oblonga.

En cuanto a los resultados del estudio en citoarquitectura e histopatologia
logramos identificar las principales regiones y estructuras del SNC en ambas
especies pudiendo ademas comparar varias de ellas. A destacar en la region frontal,
resultaron de mas f4cil identificacién en la especie T. brasiliensis los nucleos de la
base constituidos por Putamen, Accumbens y Caudado y la corteza piriforme. Tal
vez por la altura a la que se comenzo a cortar en D. rotundus no pudimos observar
el bulbo olfatorio accesorio caracteristico de este quiréptero. Continuando en la
seccidn frontal al aplicar la tincion de AT en D.rotundus fueron facilmente
identificables los haces fibrosos de capsula externa, interna y el cuerpo calloso.

La metodologia aplicada nos permitié entender y ubicar tridimensionalmente
en el encéfalo de ambos quirépteros los ventriculos laterales, tercero y cuarto, asi
como el acueducto de Silvio, identificAndose principalmente por su epitelio y plexos
coroideos.

En los cortes de T. brasiliensis pudimos describir algunas estructuras en el
puente, como las fibras longitudinales del puente y los fasciculos laterales
(pertenecientes al sistema piramidal), mientras que en D. rotundus identificamos
facilmente el nervio trigémino y su nucleo.

A nivel celular, no se encontraron mayores diferencias, aunque si debemos
destacar que la tincién de HE es mas adecuada para el estudio celular, tal como
pudimos confirmar al observar células de Purkinje en cerebelo bovino, conteniendo
cuerpos de Negri, los cuales también fueron identificables con AT, pero con menos
detalle y contraste.

Con respecto a la bausqueda bibliografica de trabajos similares, la misma fue
extensa para temas de ecologia de éstas especies (habitat, comportamiento,
distribucién geogréfica) asi como para el estudio epidemioldgico de la rabia, dada la
gran cantidad de reportes que existen en estas tematicas (Castilho, 2010;
Favic,1999; Fernandes de Almeida, 2011; Guarino, 2013.), existiendo incluso
numerosos estudios referidos a aspectos inmunitarios de los murciélagos (Schountz,
2013; Steece, 1989; Turmelle, 2010), en un intento de ampliar el conocimiento en
detalles del ciclo aéreo de la enfermedad aun no dilucidados, y por poseer ademas
estos animales un rol importante en otras zoonosis. Sin embargo, los estudios en
neuroanatomia son escasos, Yy la mayoria se han limitado a los sentidos auditivos y
de ecolocalizacion.

Si bien los ejemplares estudiados de D. rotundus eran provenientes de un
foco activo de rabia paresiante, con las técnicas de HE y AT, no se identificaron en
ninguno de los cortes estudiados, las lesiones celulares tipicas o compatibles con la
neurodegeneracion ocasionada por la accion del virus rabico sobre las neuronas
(manguitos perivasculares, reaccion glial y/o cuerpos de Negri), las cuales, si se
describen en los casos de bovinos infectados por virus rabico por Verdes et al.
(2016).

De los especimenes de T. brasiliensis, uno de ellos presenté sintomatologia
previa que podria considerarse como nerviosa, no registrandose tampoco en este
caso lesiones histopatologicas a virus rabico.
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Aunque ha sido reportado que estos mamiferos muestran una adaptacion
Unica para este virus (Schountz, 2013), pudiendo el mismo encontrarse no solo en
SNC sino también en otros tejidos (como glandula salival, masculo y leche) e incluso
algunos autores destacan su capacidad para recuperarse de la enfermedad (Steece,
1989), es mas logico concluir que los sintomas no fueron debidos a rabia, ya que
una vez presentados, deberia encontrarse en tejido nervioso alguna evidencia de la
enfermedad.

Dentro de las técnicas de diagndstico histopatolégico, la Inmunohistoquimica
es la Unica técnica especifica recomendada para el diagnéstico de rabia, debido a
gue utilizando otras técnicas convencionales (HE) los Cuerpos de Negri pueden no
observarse entre un 10-30% de los casos positivos (Guarino, 2007), y su expresion
depende de la especie afectada (Stein et al, 2010).

Es importante igualmente destacar que la técnica diagndéstica de referencia
(gold standard technique) para rabia es la inmunofluorescencia directa, seguida
siempre por la prueba biolégica de inoculacion en cerebro de raton, con un periodo
de observacion no menor a 21 dias, ya que en algunas ocasiones las pruebas
inmunodiagndsticas pueden arrojar resultados falsos negativos (Morikawa, 2012;
Guarino 2007).
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5. Conclusiones

A lo largo de nuestra tesis de grado adquirimos las siguientes habilidades y
metodologia para el desarrollo de un trabajo cientifico:

= Reconocimiento y familiarizacion con dos especies no habituales en nuestra
formacion curricular.

= Procesamiento de muestras para histopatologia, técnicas de tincion, técnicas
de diagndstico de laboratorio y revision bibliografica.

Con respecto a las regiones y estructuras encefalicas descritas para D.
rotundus y T. brasiliensis, podemos concluir que:

Al estudio macroscopico D. rotundus posee un encéfalo mas evolucionado.
En cuanto a el estudio microscépico en ambas especies las estructuras se
ubican de manera similar en rasgos generales a pesar de poseer diferencias

comportamentales y de alimentacién significativas.

= Son comparables con la neuroanatomia de otros mamiferos menores,
particularmente con el raton.

= Con respecto a los mamiferos mayores, como el Canino o el Bovino, las

diferencias son mas significativas.

En cuanto a las técnicas de tincion aplicadas Hematoxilina Eosina y Azul de
Toluidina:

= Utilizando ambas técnicas en paralelo se logré una descripcion mas completa
y satisfactoria del tejido nervioso.

= Latincion de AT resulté una valiosa herramienta para el estudio del SNC al
destacar con mayor eficacia estructuras axonales y fibrosas.

» Seria interesante realizar tinciones con AT en T. brasiliensis con el fin de
identificar con mayor detalle aquellas estructuras que con HE no son de facil
descripcion.

Como resultado de la revision bibliografica podemos inferir que:

= Nuestro trabajo es el primero en describir histolégicamente no solo las
regiones frontales del encéfalo de T. brasiliensis sino también las mas
caudales llegando hasta Médula Oblonga.

= También es el primero en comparar la citoarquitectura de los SNC de D.
rotundus y T. brasiliensis.
Acerca de la técnica de Inmunohistoquimica aplicada:

= El resultado no fue el esperado, se deberia considerar un mayor
adiestramiento en la misma para obtener resultados mas satisfactorios.
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