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I.- INFORMACION PRELIMINAR

1.- Institucién:

Nombre  [Cenur Noroeste, Regional Norte- Salto, Universidad de la Republica ]

Departamento  [Biotecnologia |

Laboratoric  Tnmunologia “Dr. Alberto Nieto” |

Director del Departamento, Catedra o Laboratorio:

Nombre Teléfono ICorreo Electronico

IDr. Juan Cedano 47334816 jcedano@unorte.edu.uy

2.-Titulo del Protocolo:

[Induccién de tumores diseminados en ratones Balb/c e inoculacion de proteinas
desarrolladas por bioingenieria para levantar la tolerancia inmunitaria de los tumores.




3.- Responsable del Protocolo experimental;

Nombre Teléfono Correo Electrénico Nivel de
Acreditacion

Gabriela Ferragut 47334816 gferragu@fq.edu.uy C2

4.- Uso propuesto de los animales:

Docencia I:l

Explique (nombre del curso, titulo del proyecto en el cual se desarrollara, etc.):

Abordaje biotecnolégico para la inhibicién de Ia respuesta de tolerancia tumoral en ratones,
como estrategia terapéutica direccional y de baja toxicidad en enfermedad tumoral
diseminada.

3.- Fuente de financiamiento solicitada y duracién:

Troyecto puesto a consideracion de la ANII, convocatoria: Fondo Maria Vifia; fecha de
cierre 20/11/2014.

6.- Laboratorio / Bioterio/ Centro experimental donde se Hevars a cabo el protocolo:

1 protocolo se realizard en el Laboratorio de Inmunologia

IL.-  INFORMACION ESPECIFICA DEL PROTOCOLO

L.-Indique brevemente de qué manera este proyecto es relevante para la salud
humana o animal, o para el avance del conocimiento o del bienestar de la sociedad.

En este proyecto se propone el uso de nuevas herramientas biotecnolégicas dirigidas a la
reduccion de la agresividad de los tratamientos oncoldgicos sin comprometer su eficacia
terapéutica.




especificidad de la induccién de la respuesta inmunolégica contra tumores, por medio de
la reduccién de tolerancia inmunolégica, y a la Ve€Z, gracias a esta focalizacién se
pretende reducir los efectos secundarios del tratamiento,

2.-Complete el siguiente cuadro acerca del modelo experimental a usar:

2.a. Modelo in vivo: Si
specie us musculus
aza/ Cepa Balb/c
Sexo embras,
dad 6-8 semanas
Peso 24-26 ax

2.b. Modelo in vitro:

' ultivo Celular
rimario
especifique)

Organo Aislado
especifique)

Otros

3.a. Justifique el uso de la(s) especie(s) seleccionada(s) Y nitmero a utilizar.

grupos de la siguiente manera:

=6 se inoculara solucién control (PBS estéril)
n=6 se inocularg kynureminasa

n=6 se administraran Nidégeno! + kynureminase

n=6 se administrarg Nidogeno 1 + Kynureminase + G-CSF




\

La administracién de Nidégeno 1, kynureminase y G-CSF se realizard de forma intravenosa
por inoculacién en vena caudal. Una vez obtenidas las proteinas desarrolladas por

bioingenieria se calculard la molaridad y de acuerdo a la misma se establecera la dosis por
células A20 inyectadas.

Se repetiran las inoculaciones 4 veces cada 14 dias. Un vez finalizado este protocolo se
esperaran 2 semanas y se sacrificaran los animales para analizar los tumores desarrollados.
Se realizaran estudios macroscopicos, microscopicos e inmunolégicos.

3.b. En caso de que los animales hayan sido utilizados en otro(s) protocolo(s),
mencione en cuales (titulo) y cuando se aprobaron.

Los ratones Balb/c han sido utilizados en modelos experimentales de tumores en protocolos
aprobados en Facultad de Medicina

3.c. Indique el método estadistico a emplear, si se basa en un modelo ya utilizado,
citelo. En caso de consultar a un estadistico, comuniquelo.

Bioinformatico Juan Cedano

3.d. Indique los motivos por los que no se plantea el uso de métodos alternativos al
propuesto.

Es el modelo experimental que se utiliza para estudios que permitiran traspolar los
resultados para su aplicacién en humanos. Estos elementos se testardn en un modelo
experimental pre-clinico de LNH-B (linfoma no-Hodgkins de células B), por inoculacién de

células A20 en ratones Balb/c

4. Indique fuentes de informacién consultadas (para procedimientos del
protocolo).

Removal of blood from laboratory mammals and birds: First Report of the
BVA/FRAME/RSPC UFAW Joint Working Group on Refinement Lab Anim 1993 27: 1
DOI: 10.1258/002367793781082412

Grille S, Brugnini A, Nese M, Corley E, Falkenberg FW, Lens D, Chabalgoity JA: A B-cell
lymphoma vaccine using a depot formulation of interleukin-2 induces potent antitu-

mor immunity despite increased numbers of intratumoral regulatory T cells. Cancer




Immunol Immunother 2010, 59(4):519-527.

5.a- Marque el tipo de procedimiento experimental que se Hevard a cabo con los
animales.

Etologico
(Comportamental)
Quirtrgico
armacolégico X
Mutagénico
nfeccioso
Nutricional
Se marcaran en cada grupo los individuos
por perforacién en orejas
Se realizaran extracciones de sangre cada
Otro (Explique) 14 dias, mediante puncion capilar
etrorbital

5.b- Describa en detalle todos los procedimientos con animales y su duracién gue se
realizaran con los animales, indicando si son invasives o no, crénicos o agudos.

Una vez tengamos las diferentes combinaciones de proteinas a testar se induciran tumores en ratones
hembras Balb/C de 6-8 semanas mediante puncion de 2x10 células A20 de forma subcutaneas en el
flanco derecho. Habra 4 grupos de ratones, 6 ratones por grupo, 24 en total. El dia 0 se inyectaran
los tumores y a cada uno de los grupos su solucion:

1. control,

2. kynureninase,

3. (Nidogeno-1+kynureninase),

4. y (Nidogenol-+kynureninase+G-CSF)

Cada 14 dias, en un total de 4 rondas se les volver a inyectar estas mismas soluciones de proteinas.
Se sangrarin cada 14 dias los ratones de los diferentes grupos por puncién capilar retrorbital apl¥
cando anestésico.

Y a los 14 dias de la iltima inyeccién se sacrificardn, para hacer un estudio macroscdpico, citologico




¢ inmunologico.

6.- Especifique en cusl de estas situaciones se ubica el procedimiento utilizado:

Manejo indoloro del animal o

Manejo del animal con un estrés moderado Extraccion de

sangre
[Manejo del animal con alto nivel de estrés ()

Tratamiento crénico o agudo en condiciones 0
de estrés

7.a.~ Indique en qué etapas ¢ manipulaciones se
experimentar dolor, sufrimiento o ansiedad.
medidas estin previstas para evitarlo?

prevé que el animal pueda
(Cémo y quién lo supervisars ¥y qué

Pueden experimentar dolor en el sangrado por lo cual se aplicars anestesia (isofluoranc)

7.b.- Indique si se utilizars analgésico,

anestésico o tranquilizante para minimizar el
dolor.

Analgésico Anestésico Tranquilizante

Principio
Activo
Dosis

isofluorano

Via de
administracion

Frecuencia de
administracion

Duracion del Cada 14 dias
tratamiento
Responsable de la
administracion

Gabriela Ferragut




7.c.- Especifique la razén en el caso que no se planifiquen tales tratamientos

8.- Finalizacion del Protocolo de Experimentacién y/o Docencia

8.a.- Estd previsto mantener a los animales con vida. Explique razones.

No.

8.b.- Esta previsto sacrificarlos, explique razones. En este caso indique qué método de
eutanasia utilizard y quién realizars ¢l procedimiento.

Si, parte del protocolo es sacrificarlos para analizar los tumores desarrollados. Se aplicara
CO2 y el procedimiento lo realizara el responsable del protocolo.

8.c.-Indique como eliminar4 los residuos biolégicos producidos durante este protocolo.

Segin normas vigentes para eliminacién de residuos biolégicos, se gestionara en la sede.

HL- PERSONAL Y EQUIPAMIENTO

1.- Personal que participara en el protocolo

Nombre Nivel de Cargo a ocupar Actividad que llevara a cabo
acreditacion
Gabriela Ferragut 1C2 [responsable Protocolo experimental con
ratones. Inoculaciones,
sangrados
Juan Cedano [Responsable proyecto  [Andlisis de tumores
desarrollados

2.- Personal que atender4 los animales



Personal a cargo del mantenimiento, cuidado, reproduccién y bienestar de los
animales (se exige por lo menos un responsable acreditado por la C.H.E.A).

Nombre y apellido: IOlnaI Sena I

Posicién laboral:  [Funcionario no docente, Escalafon E2, grado 11 Acreditado A |

3.- Indique los elementos de proteccién personal que se utilizardn durante todo el
protocole (ej. guantes, mascarillas, gafas, viseras, protectores auditivos, tapabocas,
mamelucos, tinicas, zapatos, cubrezapatos, gorros, etc).

Guantes y tinicas, gafas

4.- Indique si en el marco del procedimiento experimental, se utilizarin algunos de los
siguientes dispositivos:

[Campana de Gases ISi

Cabina de Seguridad Biol6gica iSi Tipo I1
(especifique Nivel)

Cabina de Flujo Laminar ‘ No
(especifique Nivel )

S-Instalaciones y equipamiento

5.a- Indique la fuente o el proveedor de los animales (nombre y local de cria) y en qué
local se mantendrin los mismos durante el protocolo (Institucién, Servicio,
Laboratorio, etc.). Asi mismo el equipamiento con que cuenta el local para mantener
los animales.

0s ratones seran adquiridos en Facultad de Quimica. Se trasladarédn a Regional Norte y se
antendran durante el protocolo en el Laboratorio de Inmunologia que cuenta con una
abina para ratones con temperatura y presion controlada y con aire filtrado.

5.b- Desglose de gastos y origen de fondos.

nsumo otal a gastar rigen de los fondos |
Compra Animales, $ 2400 ANII
inquilinato,etc

guantes,tapabocas, jeringa
ete)

Eaterial de laboratori%$ 600000 ANII




Eeactivos (anestésicos, $ 2500 ANII
nalgésicos, etc.
Otros (gastos traslado) $ 3000 ANII

IV -DECLARO QUE LA INFORMACION APORTADA ES VERAZ Y CIERTA,

Nombre del Responsable del| Gabriela Ferragut
Protocolo
Firma (/ﬁa’pg&?@w{k ¥
20 de noviembre de ‘2014
Fecha

ESTE PROTOCOLO TIENE VALIDEZ POR CINCO ANOS LUEGO DE LA

APROBACION DEL COMITE DE ETICA.

Modificaciones realizadas luego de su aprobacién, como ser un cambio en los
operarios, el nimero de animales a usar, anestésicos, etc. Se deberan comunicar y

pedir aprobacién al Comité mediante una carta explicativa.

Cualquier cambio en el procedimiento amerita presentar un nuevo protocolo al

Comité de ética del servicio.

;Autoriza a que el protocolo sea publicado en la pagina web de la CHEA?

SI

NO

X




V- REVISION DEL COMITE DE ETICA DE LA INSTITUCION

La presente solicitud:

ue aprobada en su
ersién original

v

Eue aprobada en una
ersién modificada

E‘s necesaria mayor

informacion / estudio.

[No fue aprobada

Comentarios del Comité de Ktica

’mel't;‘coLo z,Tc-aLBAQ

Miembros del Comité de Etica
Firma

Fecha 1802|2045

) £,

18/02 2015
30“ thw/;fMOéo/

/@/M./u/g_



