Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

NS, NACIONAL DE GIENCIAS)
MEDICAS Y NUTRICION |

«“gALVADOR ZUBIRAN"
Dra. Norma Bobadilla Sandoval .

) L 2018 <\
Coordinadora de la CINVA b

Presente - Comité de investigacién
) L en Animales

Ve gy

Estimada Dra. Bobadilla:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo “Desarrollo de un
modelo de pérdida de tolerancia dé células. T en autoinmunidad sistémica” con
registro CINVA IRE-1537-15/18-1 debide a que el tiempo de.vigencia del protocolo
ha concluido. ‘ ‘

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

Atentamente

N

" Dra. Flore osetti
Departamento de Inmunologia y Reumatologia



Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de inmunologia y Reumatologia

© Meéxico Cd. Mx., a 9 de Julio del 2018

Dra. Norma Bobadilla SilandoVal‘ﬁ,
Coordinadora de la CINVA
Presente

Informe final: CINVA |IRE-15637-15/18-1.

e -~

NN

“‘Desarrollo de un modelo de pérdida de tolerancia de células T en autoinmunidad
sistémica” , -

No se ha logrado conseguir financiamiento para realizar los experimentos
necesarios para realizar este proyecto, por lo que no se ha llevado a cabo en el
tiempo que durd la vigencia de la aprobacién por el comité (3 afios).

3

A pesar de no contar con fondos para la parte experimental, este proyecto permitié
adquirir fondos de infraestructura, para la eompra de una unidad ventilada para el
alojamiento de ratones, la cual se encuentra actualmente en funcion, en el cuarto
#3 del DIEB, y ha permitido la realizacién de otros proyectos que requieren el uso
de animales.

En caso de conseguir los fondos para realizar el proyecto con IRE-1537-15/18-1, se
solicitara al comité la aprobacién para la reapertura del mismo.

Agradezco el tiempo del comité dedicado a este protocolo.

s

Atentamente,

Departamento Inmunotegia y Reumatologia




INSTITUTO MACIOMAL DE
CIENLIAS MEDICAS
Y MUTRICION
SALYADDR ZUBIRAN

México, D.F., a 27 de enero del 2016,

C. Maria Teresa Ramirez C&zares
Encargada del Departamento de
Control de Fondos Especiales para la
Investigacién Unidad CAD
Presente .

- -~

Por este conducto le informo que el dfa de hoy la empresa Y CORPORATION
OF AMERICA, INC. realizé la entrega del rack “SISTEMA INTEGRAL
VENTILADO COMPLETO PARA EL ALOJAMIENTO DE ROEDORES?” que
se adquirio con fondos del Proyecto: IRE-1537-15/18-1 (CONACYT Apoyo de
Infraestructura). o , ‘ o

Sin mas por el momento,

L

Atenta*ménte

Rosetti Sciutto
Responsable delProyecto
Departamento de Inmunologia vy Reumatologia

Avenida Vasco de
D iroga MNo. 15 "
inig Belisario
Cominguaz Seccidn XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080 _
México, Distrito Federal : : !
Tzl (52)54870%00
MWW InCmnsz.mx
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Tel.: 305-6208808

Fax: 305-8298808
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Mexico

71880 AR 1.00 ( " 71880AR "Sisterna RAIR HQ\ Super Mcuse X - . $55,000.00

1800™ AllerZone™ Micro-Isolator™ Rack de
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. (80) Super Mouse 1800™ AllerZgne ™
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(1) power supply with power cord and cables
with connectors. (for use with double sided
rack) #76014ECD - RAIR Enviro-Gard kit with
(2) RAIR Enviro-Gard Exhaust units,
connection cables
and the stainless steel plenum transition.
" Qty 1. Inciudes:
75059ZF-GA  SUPER MOUSE'750
ALLERZONE MICRO-ISOLATOR SYSTEMS .
Zyfone High Temperature Plastic. Includes:
Cat no. 75031 Zyfone Cage 12-7/8"L x
7-1/2"W x 5-5/8"D, Cat no. 75053ZF Zyfone
Micro-lsolator (with AllerZone) Filter Top, and
Catno. 75034HYP Modular Diet Delivery
System {mice) 260

‘ 75043 Zyfone 750 15 oz Bottle Qty

! 260

30211ZF Zyfone One Cap (Twist Cap) Qty
260
30110S 1" Straight sipper tube  Qiy

e
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FREIGHT $0.00
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Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

© México Cd. Mx., a 9 de Julio del 2018

Dra. Norma Bobadilla Sandovéh
Coordinadora de la CINVA
Presente

| Informe final: CINVA IRE-15637-15/18-1.

e s ~

[N

“Desarrollo de un modelo de pérdida de tolerancia de células T en autoinmunidad
sistémica” \ -

Este protocolo se escribi6 como una propuesta para la convocatoria de
infraestructura (INFR-2015). El proye{cto‘ recibié dicho apoyo, con lo que se equipé
mi laboratorio y se adquiri6 una unidad ventilada para el alojamiento de ratones, que
se encuentra en uso en el cuarto 3 del DIEB. Con el fin de llevar a cabo la parte
experimental del. proyecto, éste se volvio a someter,-bajo el marco de la
convocatoria de Ciencia Basica 2015. Desafortunadamente, no se obtuvo dicho
financiamiento, por lo que la parte experimental no se llevé a cabo.

Atentamente,

< e

~ Dra. Florengja Roset
Departamento Inmunologi eumatologia




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.

No. Oficio CINVA 070-18

Dra. Florencia Rosetti Sciutto
Depto. Inmunologia y Reumatologia
Presente. . ‘

Estimada Dra. Rosetti.:
Por este conducto le informo que su proyecto con titulo "DESARROLLO DE UN
MODELO DE PERDIDA DE TOLERANCIA DE CELULAS T EN AUTOINMUNIDAD
SISTEMICA”, con registro CINVA IRE-1537-15/18-1 finalizara en junio 2018. Por lo que
le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el proyecto requerira una prorroga.
En caso afirmativo, favor de enviar a la CINVA el periodo de extension que solicita y de
requerir un mayor niumero de animales especificar y justificar como se utilizaran y los
procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no
requerir una prérroga favor de llenar el formato de cierre del proyecto que se anexa a la
presente (en hoja membretada. e impresa) y adjunte los siguientes documentos
indispensables para la conclusidn del proyecto:
1. Informe final ’ »
2. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin més por el momento quedo de usted.-

Atentamente,

p Dra. Norfla A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

);/73 @ ﬁ}:& . ','
f’“a/?’)@r e |

c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
NVEST, EXPERIMENTALY
BIOTERIO

3

Avenida Vasco de v NABS/nom
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVi
Delegacion Tlalpan
Cddigo Postal 14080 e
-México, Distrito Federal G ZN
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F’Aéxipo, D. F., a 12 de Junio del 2015.

i
i

L 7
2, INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
L fI}E’ MEDICAS ¥ NUTRICION
. S SALVADOR ZUBIRAN
INCMNSZ

At
12 JUN S

_ DEPARTAMENTO DE :
INVESTIGACION EXPERIMIENTAL
Y BICTERIO

*

Estimada Dra. Rosetti:

N

Goo
REF: CINVA-1537, IRE-1537-15/18/1

g

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacién Experimental titulado:

“Desarrollo de un modelo de pérdida de tolerancia
sistémica”

de células T en autoinmunidad

Este comité ha dictaminado aprobario a ‘paa‘rﬁtirvde esta fecha.

o

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

’&

I
i

doval

Coordinadora de la Comision de Investigacién en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion &V,
Delegacidn Tlal[ﬁé\B/nom
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAW

México, D.F. a 18 de Mayo, 2015

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora 5 ,
Comisién de Investigacion en Animales.. |,

Estimada Dra. Bobadilla,

Agradezco a Usted y al Comité el tiempo dedicado en evaluar mi proyecto titulado ”Desarrollo
de un modelo de pérdida de tolerancia de células T en autoinmunidad sistémica”, con REF:
CINVA 1537, Clave: IRE-1537—15)18—1‘ De acuerdo con lo sugerido por Usted, he realizado los
siguientes cambios y aclaraciones: ‘

1. Es necesario conocer el programa de reproducciéon de los animales modificados
genéticamente y establecer un programa de produccion.

Se ha incluido, en el punto 7 del Formato de Apoyo a la Evaluacién de Protocolos, un
programa de produccion de cepasy reproduccion.

&

2. En caso de que los animales sean heterocigotos, establecer quién sera el responsable de la
genotipificacion de los animales.

Florencia Rosetti, serd la responsable de la genotipificacién y generacion de las cepas
transgénicas. Esto ha sido aclarado en el punto 10 del Formato de Apoyo a la Evaluacion de

Protocolos.

]

3. Definir el genotipo de cada raton KO que se utilizara.

Este punto ha sido aclarado en el punto 7 de del Formato de Apoyo a la Evaluacién de

Protocolos.

4

4. Se solicita justificar el tamafio de muestra de cada grupo a estudiar.

«

La Justificacién del tamafio de muestra de cada grupo a estudiar se ha incluido en el punto 5
del FAEP.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegacidn Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx




INSTITUTO NA(!ONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRA o ‘ X . el
UBIRAW )ystificar claramente por qué se utilizaran 160 ratones C57BL/6 para establecer el

modelo.

La Justificacion del nimero dg ratohgs que]se' utilizardn se ha expandido en el punto 5 del
FAEP. '

« 6. El estudio comprende Ia inclusién de 4 colonias de ratones durante tres afios. Para lo cual
requeriran 50 ratones para el pie de cria.£s necesario considerar el espacio para los
animales, equipo y requerimientos de arrobo de éstos (certificado microbiolégico vy

cuarentena). T

La M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio del INCMNSZ nos aprobd espacio

en el bioterio. Nosotros nos encargaremos de la compra de los racks que alojaran a los

ratones y el bioterio nos dard apoyo técnico para el mantenimiento y limpieza de las
jaulas (cambio de cama, agua y comlda) Nosotros nos haremos responsables de la
produccién y genotipificacion de los ratones

El Bioterio del INCMNSZ cuenta actualmente con la generacion contihua de ratones
C57BL/7 Los ratones oTil seran comprados de The Jackson Laboratories, ME, USA. Los
cuales cuentan con certificado mlcroblologlco y podran ser aceptados en el bioterio sin la
necesidad de pasar por cuarentena. Ratones C57BL/6.PD1-/- y PDL1-/- se encuentran en
el bioterio del Instituto Investigaciones Biomédicas. Para poder ingresar a estos ratones a
nuestro bioterio, se requerird del paso por cuarentena y el certificado de salud del
bioterio de donde provienen (lIB, UNAM). Estos tiempos estan contemplados en el
calendario experimental. Hemos discutido estos puntos con ‘la M.V.Z. Mariela Contreras.

Esto esta ahora aclarado en'el punto 5 del FAEP.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVI
Delegacién Tlalpan
México, D.F. 14000

4Te|. (52)54870900

WWw.incmnsz. mx
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INSTITUTO NACIONAL DE

" CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

7. En relacién a la via intravenosa, no se menciona el fugar de administracién y el volumen a
administrar. ' ‘ o ’

LU WY

Las inyecciones intravenosas se realizardn en las venas de la cola de los ratones, en un

volumen menor de 200uL. Esto fue aclarado en el punto 3 del Formato de Apoyo a la
Evaluacién de Protocolos. '

8. Justificar el tiempo de permanencia de hasta 12 meses de 50 animales.

Esto estd ahora aclarado en el punto 8 del Formato de Apoyo a la Evaluacién de
Protocolos. o -

retroorbital. Definir el nimero de veces que cada raton serd sometido a este procedimiento
y si es mas de una vez, se deberd anexar la informacion que avale llevar a cabo este
procedimiento en mas de una ocasion. .

LS .o

&

a) Debido a que no se requieren grandes cantidades de sarigre para los propositos de este
trabajo, hernos decidide obtener sangre a través de la vena de la cola. Asi, se colectardn
50uL de sangre de la vena de la cola. Este procedimiento no requiere utilizar agentes
anestésicos.

b) A los ratones que se decida mantener por 12 meses, se les monitoreara el desarrollo de
autoinmunidad crénica (presencia de autoanticuerpos en suero). Para esto, se colectaran

50puL de sangre cada dos meses, a partir de la primera inmunizacion.

Esto ha sido modificado en los puntos 9, 10, 11 y 12 del Formato de Apoyo a la Evaluacién
de Protocolos. “

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
México, D. F. 14000

4Te|. (52)54870900

www.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

A

10. En el protocolo y en el FAEP debe incluirse quien realizard los procedimientos con los
ratones, si estd capacitado para obtener muestras de sangre del ojo, la inyeccion en la vena
« y via SC, colocaciéon de sondas y canulas, asi como el responsable de la produccion de las

colonias.

Florencia Rosetti y José Carlos Crispin-realizaran los procedimientos (obtencion de sangre,
inyecciones intravenosas y éﬁbcuténeas). Los dos contamos con 8 afios de experiencia en
manejo de ratones y realizaciéon de éstos procedimientos. No se colocardn sondas ni
canulas. Florencia Rosetti serd la responsable de la produccién de las colonias.

Esto estd ahora aclarado en el protocolo y el FAEP.

11. Se menciona en el protocolo que se requeriran de jaulas metabdlicas para la coleccion
de orina, pero el DIEB no cuenta con este equipo, favor de aclarar este punto.

e

El procedimiento para la toma de muestra de orinas no fue especificada en el protocolo.
Se obtendran orinas cada dos semanas manualmente, como se ha realizado en trabajos
previos (Rosetti F. et al J Immunol 2012, y Venkatesh D. et al Immunity 2013). No se
utilizaran cajas metabdlicas para este proposito. Esto se ha aclarado en el protocolo.

12. Se recomienda que el investigador registre los cambios de comportamiento y punto
final de experimentacién mediante la observacién continua de los ratones.

Esto ha sido aclarado en el punto 15 del FAEP.

13. Es necesario que conozca los parametros del grado de anestesia, solo menciona que

disminuye a frecuencia respiratoria.

~
El uso de anestésicos ha sido eliminado del protocolo.

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccion XVI
Delegacidén Tlalpan
México, D. F. 14000
Tel. (52)54870900
‘www.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

14. Aclarar cudl serd el destino final de los cadaveres después de la eutanasia.

Los cadaveres seran colocados €h‘una bolsa amarilla que tenga la leyenda “Residuo
Biolégico” y sera colocado en el lugar de desechos bioldgicos para su eliminacion.

. .
Esto ha sido aclarado en el punto 18 del FAEP.

Las modificaciones realizadas al protocolo y al FAEP se encuentran marcadas en amarillo.
Espero que estas correcciones y aclaraciones al protocolo permitan su aprobacion.

Atentamente,

o

Dra. Florgncia Rogetti:
Investigadora ias Médicas

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVi
Delegacion Tlalpan
México, D.F. 14000
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONALDE INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS "
CIENCIAS MEDICAS Q’w‘x MEDICAS Y NUTRICION México, D. F., a 15 de Mayo del 2015.
Y NUTRICION SALVADOR 7UBIRANf\

SALVADOR ZUBIRAN IN‘Ci.vi

Yra. Floren€ia Rosetti Sci ttg-ﬁ' 1H M 24‘\1

2810, Inmuntzflogﬁyﬁ»e/n:lé tologig EPAHTAMEN OE
Presentg. lNVEST!GACIC)N EXPERIMENTAL
5 Y, BiOTFR!O REF: CINVA 1537, Clave: IRE-1537-15/18-1

Estimada Dra. Rosetti:
Haﬁie'\do analizado detalladamente el Protocolo de Investig‘acién Experimental titulado:

“Desarrollo de un modelo de pérdida de tolerancia de células T en autoinmunidad
sistémica” S, e
Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacion hasta que se aclaren las siguientes
observaciones:

1. Es necesario conocer el programa de reproduccion de los animales modificados genéticamente y
establecer Un programa de producoién

‘ 2. En caso de que los animales sean heteromgotos establecer quien sera el responsable de Ia
j genotipificacion de los animales. v
| 3. Definir el genotipo de cada ratén KO que sg utilizara.

4. Se solicita justificar el tamafio de muestra de cada grupo a estudsar

5. Justificar claramente por qué se utilizaran 160 ratones C57BL/6 para establecer el modelo.

6. El estudio comprende la inclusién de 4 colonias de ratones (C57BL/6, C57BL/6.0T!I, PD1-/-.0OTll y

necesario considerar el espacio para los animales, equipo y requerimientos de arribo de éstos
(certificado microbiolégico y cuarentena).
7. En relacién a la via intravenosa, no se menciona el lugar de administracién y el volumen a
administrar. -
8. Justificar el tiempo de permanencia de hasta de 12 meses de 50 animales.
| 9. El isofluorano inducird anestesia y no sedacién para la obtencion de sangre por via retroorbital.
| Definir el nimero de veces que cada raton sera sometido a este procedimiento y si es mas de una
vez, se deberd anexar !a informacién que avale llevar a cabo este procedimiento en mas de una
|
\

\
|
‘ PD1L-/-.OTIl) durante tres afios, para lo cual requeriran 50 ratones para el pie de cria. Es
|
|
|
|

ocasion .
10. En el protocolo y en el FAEP debe molu|rse quien realizara los procedimientos con los ratones, si
esta capacitado para obtener la muestra de sangre del ojo, la inyeccion en la vena y via SC,
colocacion de sondas y canulas, asi como el responsable de la produccion de las colonias.
11. Se menciona en el protocolo que se requeriran jaulas metabdlicas para la coleccion de orina, pero
el DIEB no cuenta con este equipo, favor de aclarar este punto. -
12. Se recomienda que el investigador registre los cambios de comportamiento y punto final de
experimentacion mediante la observacién continua de los ratones.
13. Es necesario que conozca los pardmetros del grado de anestesia, solo menciona que.disminuye la
frecuencia respiratoria. an, 1Hs . NAC ONAL DE GIENCIAS
Vasco de Quircjgdé..’\éc@rar cual sera el destino final de los cadaveres después -}tamasgawon ZUBIRAN™
Colonia Seccion XVl ’

Delegacién Tlalpan 2 = VNS i
México, D.F. 14000 ﬁé&\‘O\ ) |
Tel. (52)54870900 S/15715 DIRECCION DE
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Es importante que las correcciones las haga en el Sistema de Latis y envie una carta especificando la
respuesta a cada punto solicitado. La respuesta al comité y el protocolo modificado en el sistema Latis
debera entregarse en forma impresa y el pdf por via electronica a los correos:
norma.bobadillas@incmnsz.mx y nayelort@hotmail.com.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Dra. Norma A. Bobadilla Santloval
Coordinadora de la Comisiénjde Investigacion en Animales

. «

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

NAB/nom



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCTAS MEDICAS Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN
Direccién de Investigacion

FORMA UNICA PARA REGISTRO DE
PROYECTOS

(L SN

FECHA DE RECEPCI(')N: 23/03/2015 - - CLAVE: IRE-1537- ID/I() 1
TiTULO: Desarrollo de un modelo-de pérdida de tolex ancia de células T en autommunldad sistémica
INVESTIGADOR RESPONSABLE ROSETTI SCIUTTO FLORENCIA

DEPARTAM ENTO O SERV ICIO DE PARTAMENTO DE INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA

TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACION EXPERIMENTAL

PATROCINADORES: ¥ ) . ’
. Patrocinador - Cantidad

. Consejo Nacional de  $ 2,500,000.00

K e Ciencia y Tecnologfa

VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 20/06/2015 al 28/06/2016
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No. CINVA:

FOLIO DE REGISTRO: IRE-1537-15/18-1

Fecha de registro del Protocolo:

Titulo del Protocolo: . .
Desarrollo de un modelo de pérdida de tolerancia de células T en
. _autoinmunidad sistémica

[T

Propuesta: a) Nuéva

Investigador Responsablé del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular " | Florencia Rosetti Sciuttc

Institucion de Adscripcién Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
e e Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Adscripcion Inmunologia y Reumatologia

Teléfono 54870900 ext 2610

Correo electrénico florencia.rosettis@incmnsz.mx

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcién Grado Teléfono e-mail

Florencia Rosetti ICMNSZ Doctorado | 54870900 ext florencia.rosettis@incmnsz.mx
Sciutto . S 2610 -

José Carlos ICMNSZ- Doctorado | 54870900 ext | carlos.crispina@incmnsz.mx
Crispin Acufia 2610

Jorge Alcocer ICMNSZ Doctorado D C

Varela

Estudiantes

]

Nombre Adscripcién Grado a obtener Teléfono e-mail

Vigencia del Protocolo.

Fecha estimada de inicio del protocolo Mayo
2015
Fecha tentativa de finalizacién. Mayo
2018
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucion en donde se realizara el proyecto.
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un modelo murino que permita identificar los
elementos que operan a nivel de las células CD4 para evitar que células B autoreactivas inicien
respuestas autoinmunes patolégicas.

Con este fin: a) generaremos histonas modificadas genéticamente para expresar el epltope de
ovoalbumina (OVA) que reconocen las células OT-ll; b) crearemos lineas celulares que
expresen de manera estable e incorporen a la“cromatina la histona-OVA,; c) demostraremos la
inmunogenicidad de la proteina quimeérica en ratones; d) estudiaremos en qué condiciones las
células OT-ll son capaces de. promover respuestas inmunes en contra de autoantigenos
intranucleares, en particular DNA e) evaluaremos la funcién, en éste modelo, de moiéculas
involucradas en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica, en particular PD1 y PDL1.

3) Justificacion del experimento y los:procedimientos en el uso de animales:
Los modelos murinos de lupus han sido muy Utiles para estudiar los mecanismos de dafio a érganos
blanco. Sin embargo, no son adecuados para el estudio de los eventos iniciales de pérdida de tolerancia.
La gran mayoria consisten en enfermedades murinas similares al lupus (desarrollo de AANs, depésito de
complejos inmunes, glomerulonefritis) *que son promovidas por muchos genes, en gran parte
desconocidos. En estos modelos, la pérdida de tolerancia sucede en etapas tempranas y, como en los
pacientes humanos, es guiada poj celulas de identidad y especificidad desconocidas.
Con el fin de estudiar a detalle las caracteristicas de la célula T CD4 que participa en la pérdida de
tolerancia hacia antigenos intranucleares, propongo €l desarrollo de un modelo basado en la presencia de
células T CD4 con un TCR conocido. dirigido en contra de un epitope de histona. El desarrollo de este
modelo implica desafios técnicos, que incluyen la identificacién y expansion de células T especificas a
histonas, la clonacién del TCR y su expresidén en ratones en forma transgénica, la idoneidad del TCR
clonado y la posibilidad de que al expresarlo en ratones las células sean eliminadas por seleccidn
negativa. Para abordar el desarrollo de este modelo, contemplo una estrategia experimental gue
aprovechard la existencia de un TCR transgénico disponible y muy bien estudiado (OT-I) vy me enfocaré
en la generacién de histonas modificadas genéticamente para expresar el epitope especifico que reconoce
el TCR OT-Ii.
Se generar lineas celulares que expresen en forma estable histonas genéticamente modificadas. Para
inducir una respuesta anti- DNA con ayuda de células T CD4 de, especificidad conocida (OT-Il),
incorporaré a una histona el epitope que reconoce el TCR OT-II (AAHAEINEA)
Con el propésito de evaluar si.las histonas que expresan el péptido de OVA, son capaces de inducir una
respuesta inmune especifica, se utilizaran ratones C57BL/6 y células T CD4 obtenidas de ratones de la
misma cepa pero que expresan el TCR transgénico OT-Il. Aislaremos células T CD4 de ganglios linfaticos
de ratones OT-Il e inyectaremos 2x10° células por via intravenosa a ratones C57BL/6. Dos dias después,
los ratones seran inmunizados subcutaneamente con extractos nucleares quiméricos o control en
presencia de un adyuvante (adyuvante completo de Freund o Alum; 100uL). Tres, 7, 14 y 21 dias después
de la inmunizacion, sg sacrificaran los ratones y se colectaran los bazos para ser analizados. Mediremos
la expansién de células OT-Il (ndmero de células por bazo), su proliferacion (antes de ser inyectadas se
marcaran con CFSE) y su expresion de marcadores de activacién (CD44). Se distinguiran las células OT-II
de las células CD4 nativas por medio de un anticuerpo monoclonal que reconoce el TCR OT-ll y con un
marcador congénico (CD45.1).
Posteriormente se investigaran los elementos que regulan la tolerancia a antigenos intranucleares.
El desarrollo de histonas quiméricas capaces de estimular a células T CD4 de especificidad conocida nos
permitird contestar las siguientes preguntas:
1. ¢Se producen anticuerpos anti-DNA tras la activacion de células T CD4 que reconocen histonas?
Inmunizaremos ratones con el protocolo optimizado y evaluaremos el desarrollo de AANs incluyendo
anticuerpos anti-DNA. Como control, inmunizaremos con nucleosomas_tratados con DNAsa y con
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nucleosomas nativos (sin el péptido derivado de OVA). Investigaremos el efecto de varios parametros
incluyendo: a) frecuencia de células OT-II. Variar el nimero de células transferidas, nos permitira evaluar
cuantas células T autoreactivas (especificas a histonas-OVA) son necesarias para la pérdida de tolerancia
a DNA,; b) estado basal de las células OT-II. Transferiremos células virgenes y células activadas in vitro.
Este experimento es importante porque se ha propuesto que uno de los factores que desencadenan la
autoinmunidad es el mimetismo antigénico, donde células autoreactivas se activan por antigenos similares
presentados en el contexto de una infeccion; ¢) inmunizaciones repetidas. Investigaremos si la pérdida de
tolerancia sucede a la primera inmunizacion, o si se requieren de acfivaciones repetidas (Gnicamente la
primera inmunizacién se realizara en presenma de adyuvante); d) papel de-moléculas de coestimulacion
negativa. Cuél es el papel de PD1 y-PDL1 en la induccidn de esta respuesta.

2. ¢Se perpetla la pérdida de toleranma a antigenos intranucleares, o se regula y desaparece? El
desarrollo de autoanticuerpos despues de infecciones es un fenémeno blen descrito (Barzilai et al., 2007),
pero en individuos sanos los autoanticuerpos desaparecen espontaneamente. Asimismo, la myeccnén de
células apoptoticas a ratones causa la aparicién de AANs que desaparecen al cabo de 2 o 3 semanas.
Evaluaremos si la presencia de células T especificas a histonas permite la perpetuacién de la respuesta
autoinmune. -

3. ¢ Se desarrollan mamfestac&ones autoinmunes tras la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares?
Estudios epidemiolégicos han mostrado que la pérdida de tolerancia en pacientes con LEG sucede de
manera paulatina, afios antes de la aparicién de las manifestaciones clinicas. Esto sugiere que la
presencia de autoanticuerpos.no e$ suficignte para el desarrollo de inmunopatologia. Si logramos inducir
una respuesta autoinmune sdstenida, investigaremos la presencia de manifestaciones asociadas, en
particular glomerulonefritis y dermatitis.

4)  Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria D: Por el uso de adyuvantes

5) Justificacion de la cantidad de énirﬁéles participantes en el estudio:

Se estima que se necesitaran en total 400 ratones para realizar el proyecto. Esto
incluye ratones receptores de células efectoras y ratones de los cuales se obtendran
las células.

De éstos, se requerira un maximo de 160 ratones C57BL/6, para establecer el
modelo: Se planea evaluar un total de 4 histonas quiméricas que seran comparadas
con histonas nativas y un grupo control sin extractos nucleares. Estos ratones seran
sacrificados en 3 momentos para ser evaluados (dia 7, 14 y 21 después de la
inmunizacién). Por la heterogeneidad que se puede obtener con experimentos in vivo,
se estima que un total de 7 ratones por grupo seran necesarios. De éstos ratones
también se obtendran los fibroblastos de embriones murinos que posteriormente se
mantendran en cultivo y serén expandidas in vitro. -

150 ratones C57BL/6.OTIl seran 'utilizados para obtencién de células que seran
transferidas a los animales experimentales y adicionalmente se utilizaran para estudios
de activacion celular y caracterizacién de las respuestas inmunes in vitro.

Una vez establecido el modelo y las condiciones 6ptimas de activacién celular, se.
evaluara la funcién de las moléculas coestimuladoras negativas en este modelo, asi
como en estudios in vitro. Para esto, se obtendran células CD4 OTIl de ratones PD1-/-
OTIl y PD1L-/-.OTII" Por este motivo, solicitamos 20 ratones de cada una de éstas éstas
cepas.

Para el mantenimiento de éstas 4 colonias (C57BL/6, C57BL/6.OTIl, PD1-/-.OTli y
PD1L-/-.OTIl), por tres anos, se requieren 50 ratones como pie de cria, los cuales
incluyen hembras y machos.

(U8 ]
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6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.
Se espera que no sea necesario movilizar a los ratones fuera del bioterio durante el periodo
experimental. En el momento del sacrificio de los ratones se movilizaran al laboratorio ubicado
dentro del Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ. Para esto, se llevaran
cargados en las cajas correspondientes directamente del Bioterio al laboratorio.

LS W
7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las actividades de este protocolo. :

Género — Especie. Cantidad Rango Rango de Sexo
Fondo genético T de peso edad

C57BL/6 (ratones experimentales) 150 20-22g 8-10 semanas Hembras .
C57BL/6.0TIl (donadores de células) . L. 150 20-22g | 8-10 semanas Hembras
C57BL/6 (para obtencion de fibroblastos 10 20-25g | 8-16 semanas Hembras
de embriones murinos)
C57BL/6 PD1-/-.OTll (donadores de 20 20-25g | 8-16 semanas Hembras
células) B
C57BL/6 PD1L-/-.OTIl (donadores de 20 20-25g | 8-16 semanas Hembras
células
C57BL/)6, C57BL/6 OTII, C57BL/6 PD1-/- 50 20-25g | 8-30 semanas Hembras y
.OTll y C57BL/6 PDL1-/-.OTIl (ratones Machos
para mantener la colonia) :
No. de Grupos experimentales: 10 « °
No. de animales por grupo: 15
No. TOTAL DE ANIMALES: 400

8) Especificar ef tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.
Dependiendo los resultados experimentales, algunos animales permaneceran hasta 12
meses en el bioterio (~50 animales). El resto, seran sacrificados dentro de las primeras
12-18 semanas.

@

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento ) NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.
Manipulacién de la dieta y de agua. . ‘ X
Toma de muestras bioldgicas. X | Sangre 200uL una vez al mes,
retroorbital.
- Orina, una vez cada 2 semanas.
Colocacion de canulas y sondas. X
Técnica para observacion y modificacion de X
conducta.
Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos. X | Nucleos celulares via intravenosa
Procedimientos quirdrgicos con recuperacion. X
Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion. X -
Uso de adyuvantes (indicar cuales) . X | CFA 100uL y Alum 100uL via
- subcutanea — Unica ocasién
Restriccion fisica X
Confinamiento o aislamiento X
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Produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales. .

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas toxicas
Implantes o injertos )

XX X[ x| >

Estudios estereotaxicos.

Oftros: -

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecién,
vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacion yk_vglurnen de toma de muestra, etc.

Obtencion de fibroblastos de embrién murino (MEFs):
Las hembras se colocaran con los machos y al dia siguiente se buscara la presencia de p/ug como dato de
coito positive. En caso de encontrarse, las ratonas serén sacrificadas al dia 13-14 post-coito bajo las
condiciones establecidas en el Instituto (cdmara de CO2). Se aislaran los Uteros de los cuales se
obtendran los embriones con los que se trabajara para aislar los fibroblastos.

Aislamiento de Células OTII, PD1-/-.0Til y PDL1-/-.OTIL:
Los ratones seran sacrificados bajo la norma institucional y se disecarén ganglios linfaticos y bazos para
obtener células T CD4. '

. v
[nmunizacién de ratones y obtencién de muestras: .

2x10° células seran inyectadas intravenosamahte a ratones C57BL/6, .utilizando un sujetador para
roedores. Dos dias después, los ratones seran inmunizados subcutaneamente con los nulcleos quiméricos
o control en presencia de un adyuvante (adyuvante completo de Freund o Alum; 100ulL), éstas inyecciones
se realizaran en ausencia de sedacion. Tres, 7, 14 y 21 dias después de la inmunizacién, se sacrificaran
los ratones y se colectaran los bazos y ganglios linfaticos para ser analizados. En caso de confirmarse la
activacion de las células OTH, los ratones no seran sacrificados y se evaluara la presencia de anticuerpos
antinucleares en suero. Para esto, se colectardn 200ul de sangre por via retro-orbital, bajo sedacién con
isoflurano. Ademas, a partir de la semana 20, se colectaré orina cada semana para evaluar datos de dafio
renal. Esto se realizara sin alterar el estado de conciencia del roedor, ya que no es un procedimiento que
cause dolor alguno. '

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia
Isoflurano “ Anestetico 1-2% Vaporizable Para obtener
Liquido, No muestras de
flamable sangre; una vez al
mes
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12) ¢Qué pardmetros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
Se observara al ratén y cuando éste se encuentre quieto, disminuya su frecuencia
respiratoria y no responda a estimulos tactiles se realizara el procedimiento.

13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los ¢uidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibiéticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccién). -

s

No se realizaran procedimientos quirtirgicos en éstos ratones.

14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

No se espera que éstos parametros cambien significativamente en este estudio.

N

Parametro 1 2 3

a) Peso corporal

b) Apariencia . -

¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., efc.)

d) Conducta esponténea.

OoO|O|O|Oo|o|O

e) Conducta provocada.

15) ¢Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

En caso de cualquier signo de qravedaﬁ {pérdida de peso mayor al 20% y cambios de
comportamiento), el estudio se dara por terminado.
Criterios de punto final
Baséndose en los pardmetros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segln la gravedad que
presenten.

a. Variacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminucién del 5-10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como-la postura, piloereccidn, comportamiento social etc., pueden
_ valorarse segtn.la escala:
1. Osies normal.
2. 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
. 3. 2 siestaafectado
‘4. 3 siesta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacién de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacién y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdf
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16) ¢ Cudl sera el método de eutanasia que utilizara?
Asfixia con CO,

17) El protocolo representa riesgo biclégico? -

- No

v 4y

18) ¢ Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
El destino final de todos los ratones gue se utilizardn en este provecto es la
obtencién de 6rganos para distintos analisis. De algunos se obtendran células,
de otros sueros y tejidos que se analizaran histopatoldgicamente.

- =

Me comprometo a que mi \grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentaciéon con animales,
asi como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-2Z00-1999."

1] [ -~

Florencia Rosetti Sciutto

Nombre y firma del Investigador Responsable

. Cargo ‘ T Firma

Dra. Norma Bopadilla Sandoval Coordinadora

Dr. Jorge Alberto Barrios Payén Secretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzalez Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa “Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal
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1. Titulo del proyecto

Desarrollo de un modelo de perdlda de tolerancia de células T en autommunldad sistémica

2. Investigadores

2a. ldenfi_ficacién

INVESTIGADOR Posicion institucional = Posiciénenel  Teléfono. Correo-E
. proyecto (ext.)

CRISPINACURA ~lInvestigador en- - Investigador 2610 carlos.crispina@incmnsz.mx

JOSE CARLOS Ciencias Medicas , asociado

ROSETT! SCIUTTO Investigaaoraeen Investigador 2610 florencia.rosettis@incmnsz.mx

FLORENCIA ~ Ciencias Medicas responsable :
L(C”

»2b Pertinencia del grupo de mvestlgadores con respecto del proyecto

Florencia Rosetti y José Carlos Crispin realizaran los procedimientos (obtencion de sangre
inyecciones intravenosas y subcutaneas). Los dos contamos con 8 afios de experiencia en
manejo de ratones y realizacion de éstos procedimientos. :

Florencia Rosetti sera la responsable de la produccion de las colonias

3. Instituciones participantes

4. Patrocinio

Se solicité apoyo financiero a CONACyT y a Pfizer para realizar este trabajo. Ademas, nos
aprobaron un proyecto de fondos para mfraestructura del CONACyT. Esto nos permitira comprar
los racks para alojar a Ios ratones % i

4a. Organismos patrocmadores

4b. Especificar si los lnvestlgadores reciben pago (monetarlo o en especie) pcr su
participacion especifica en la investigacion. ;




5. Marco teorico

ANTECEDENTES:

Este proyecto contempla el desarrbllo de un nuevo modelo murino que permitira analizar en un
sistema in vivo qué elementos contribuyen a la pérdida de tolerancia y, por lo tanto, a la
iniciacion de la respuesta autoinmune.
La propuesta se presenta como el desarrollo del modelo, pero es importante enfatizar que, una
vez establecido, el modelo servira como plataforma para el estudio de moléculas asociadas a
enfermedad autoinmune en estudios genéticos, clinicos, y epidemiolégicos. Asi, este proyecto
repfesenta el inicio de un laboratorio de estudios de enfermedades autoinmunes en el que
participaran varios investigadores de los Institutos Nacionales de Salud interesados en
investigar el papel que juega el sistema inmune en la patogénesis de enfermedades humanas.

He escogido al Lupus Eriteatoso Generalizado (LEG) como enfermedad prototipo porque es

una de las enfermedades autoinmunes sistémicas mas frecuentes en poblacién mexicana y
porque el LEG es un modelo ideal para estudiar la pérdida de tolerancia y el desarrollo de dafio
a organos blancos. Los pacientes con LEG montan una respuesta autoinmune crénica que se

‘manifiesta por la aparicion de anticuerpos antihucleares (AANs) que forman complejos inmunes

y se depositan en lechos vasculares .causando inflamacién. Asi, la pérdida de tolerancia a
antigenos intranucleares representa un elemento fundamental en la patogénesis del LEG.

Por qué en pacientes con LEG se pierde la tolerancia y por qué la respuesta autoinmune se
perpetia son preguntas abiertas que aln contintan sin respuesta, en gran parte, por la falta de
herramientas adecuadas. Este proyecto desarrollara un modelo que permitird responder
estas preguntas y esclarecer qué elementos participan en la pérdida de tolerancia.

Existe evidencia de que la respuesta autoinmune de los pacientes con LEG es un proceso
guiado por células T CD4 porque los AANs exhiben marcas que sugieren que maduraron en un
centro germinal: son IgG, de alta afinidad, con mutaciones somaticas en las regiones Vy (van
Es et al., 1991; Winkler et al., 1992). Estudios previos han mostrado que las células T CD4 que

‘reconocen histonas son capaces de estimular la produccion, de anticuerpos anti-DNA. Asi, se

ha propuesto un modelo en el que una célula B'con un receptor autoreactivo reconoce DNA en
un nucleosoma y tras endocitarlo y procesarlo, presenta un péptido derivado de histona a una
célula T CD4. '

Las células B y las T ensamblan su receptor a través de la combinacién aleatoria de

segmentos de DNA. Este proceso permite la formacion de repertorios de gran diversidad, pero

implica la necesidad de un proceso de seleccion que elimine a las .células autoreactivas. A
pesar de esto, en personas sanas, a frecuencia de células B autoreactivas oscila entre 5 vy
20% (Yurasov et al., 2005). En pacientes con LEG, la frecuencia es aun mayor. Por otro lado,
las células T se someten en el timo a un-proceso de seleccion rigurosa que resulta en una muy




Wbaja frecuenma de células T autoreactivas, tanto en SUJetos sanos como en paCIentes con LEG
(van Es etal.,, 1991). -

Esto sugiere que el repertorio de células B se controla en una forma menos rigurosa que el de
células T, probablemente para permitir un nivel de diversidad maximo. El hecho de que en
condiciones normales esto no conduzca a autoinmunidad, implica que existen mecanismos que
limitan que las células B autoreactivas se activen con antigenos propios.

DEFINICION DE PROBLEMAS :

El desarrollo de un modelo murino de perdida de tolerancia, donde las células T tienen un TCR
conocido, y la respuesta inmune celular es dirigida a un antigeno especifico (un epitope
transgénicamente expresado asomado a histonas), permitira contestar las siguientes
preguntas: . e

1. ¢Se producen anticuerpos anti-DNA tras la activacion de células T CD4 que reconocen
histonas? ‘ .

2. (Se perpetia la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares, o se reguia y
desaparece?

| e

| : 3. ¢Se desarrollan manifestaciones autoinmunes tras la pérdida de tolerancia a antigenos
intranucleares?

‘ . RS

JUSTIFICACION : : )

organos blanco. Sin embargo, no son adecuados para el estudio de los eventos iniciales de
pérdida de tolerancia. La gran mayoria consisten en enfermedades murinas similares al lupus
(desarrollo de AANs, deposito de complejos inmunes, glomerulonefritis) que son promovidas
por muchos genes, en gran parte desconocidos. En estos modelos, la pérdida de tolerancia
sucede en etapas tempranas y, como en los pacientes humanos, es gu1ada por células de
identidad y especificidad desconocidas.

|

‘ - “ g " » ~

} Los modelos murinos de lupus han sido muy utiles para estudiar los mecanismos de dafio a
|

|

Con el fin de estudiar a detalle las caracteristicas de la célula T CD4 que participa en la pérdida
de tolerancia hacia antigenos intranucleares, propongo el desarrollo de un modelo basado en
la presencia de células. T CD4 con un TCR conocido, dirigido en contra de un epitope de
histona. N

=




6a. HlpoteSIs

La expresion transgénica del epitope de celulas OTH en hlstonas permltira a Ias celulas T CD4;z
OTIl romper la tolerancia hacia auto- antigenos nucleares.

6b. Objetivos.

General:

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un modelo murino que permita identificar los
elementos que operan a nivel de las células CD4 para evitar que células B autoreactivas inicien
respuestas autoinmunes patologicas. « ..

Especificos:
&

Con este fin: ‘ | :

a) generaremos histonas modificadas genéticamente para expresar el epitope de ovoalbtimina
(OVA) que reconocen las células OT-Il

b) crearemos lineas celulares que expresen de manera estable e incorporen a la cromatina la
histona-OVA : ‘

c) demostraremos. la inmunogenicidad de la prbteina guimeérica en ratones
d) estudiaremos en qué condiciones las células OT-ll son capaces de promover respuestas
inmunes en contra de auto—antigenos intranucleares, en particularRDNA

e) evaluaremos la funcion, en éste modelo de moléculas involucradas en el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica, en particular PD1y PDL1. ;

7. Metodologia: Diseno general.

Seran generadas lineas celulares que expresen en forma estable hlstonas genetncamentej
modificadas para expresar el epitope de reconocimiento del TCR OTIL.

Se generaran lineas celulares que expresen en forma estable histonas genéticamente
modificadas para expresar el epitope de reconocimiento del TCR OTIll, un péptido derivado de
OVA. Con el proposito de evaluar si las proteinas transgénicas son capaces de inducir una
respuesta inmune especifica, se utilizaran ratones C57BL/6 y células T CD4 obtenidas de ratones
de la misma cepa pero que expresan el TCR transgénico OT-ll (Robertson et al., 2000). '

~
S

Aislaremos los nucleos de células que contengan histonas nativas o hlstonas qulmencasf}
Aislaremos células T CD4 de ganglios linfaticos de ratones OT-ll e inyectaremos 2x10° células
por via intravenosa a ratones C57BL/6. Dos dias después, los ratones seran inmunizados
subcutaneamente con los nucleosomas quiméricos o control en presencia de un adyuvante
(adyuvante completo de Freund o Alum). Tres, 7, 14 y 21 dias después de la inmunizacion, se




sacrificaran los ratones y se colectaran los bazos para ser analizados. Mediremos la expansién
de células OT-ll (numero de células por bazo), su proliferacion (antes de ser inyectadas se
marcaran con CFSE) y su expresion de marcadores de activacion (CD44). Se distinguiran las
célutas OT-ll de las células CD4 nativas por medio de un antlcuerpo monoclonal que reconoce el
TCR OT-lI y con un marcador congénico (CD45. 1) «

Se optimizaremos el protocolo de inmunizacién: identificaremos cual(es) histona(s) quiméricas
estimulan mejor, a qué concenfracion, con qué adyuvante (completo de Freund vs. Alum), cual es
la cantidad 6ptima de células- OT-Il que deben ser transferidas. Asi, al concluir esta seccion,
tendremos una o mas histonas ‘quiméricas capaces de inducir la activacion de células T CD4 OT-
Il en ratones C57BL/6.

Posteriormente investigaremos los elementos que regulan la tolerancia a antigenos
intranucleares. El desarrollo de histonas quiméricas capaces de estimular a células T CD4 de
especificidad conocida nos permitira contestar las siguientes preguntas:

1. ¢Se producen anticuerpos ‘anti-DNA tras la activacion de células T CD4 que reconocen
histonas? Inmunizaremos ratones con el protocolo optimizado mencionado anterioremente y
evaluaremos el desarrollo de AANs incluyendo anticuerpos anti-DNA. Como control,
inmunizaremos con nucleosomas tratados con DNAsa y con nucleosomas nativos (sin el péptido
derivado de OVA). Investigaremos el efecto de varios parametros incluyendo: a) frecuencia de

~células OT-/l. Variar el nimero de células transferidas, nos permitira evaluar cuantas células T

autoreactivas (especificas a histonas-OVA)-son necesarias para la pérdida de tolerancia a DNA;
b) estado basal de las células OT-II. Transferiremos células virgenes y células activadas in vitro.
Este experimento es importante porque se ha propuesto que uno de los factores que
desencadenan la autoinmunidad es el mimetismo antigénico, donde células autoreactivas se
activan por antigenos similares presentados en el contexto de una infeccion; c) inmunizaciones

repetidas. Investigaremos si la pérdida de tolerancia sucede a la primera inmunizacion, o si se

requieren de activaciones repetidas.

2. ; Se perpetua la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares, o se regula y desaparece? El
desarrollo de autoanticuerpos después de infecciones es un fenomeno bien descrito (Barzilai et
al., 2007), pero en individuos sanos los autoanticuerpos desaparecen espontaneamente.
Asimismo, la inyeccién de células apoptéticas a ratones causa la aparicion de AANs que
desaparecen al cabo de 2 o 3 semanas. Evaluaremos si la presencia de células T especificas a
histonas permite la perpetuacion de la respuesta autoinmune: '

3. ¢Se desarrollan manifestaciones autoinmunes tras la perdida de tolerancia a antigenos
intranucleares? Estudios epidemiolégicos han mostrado que la pérdida de tolerancia en pacientes
con LEG sucede de manera paulatina, afios antes de la aparicion de las manifestaciones clinicas.
Esto sugiere que la presencia de autoanticuerpos no es suficiente para el desarrollo de
inmunopatologfa. Si logramos inducir una respuesta autoinmune sostenida, investigaremos la
presencia de manifestaciones asociadas, en particular glomerulonefritis y dermatitis.

8. Metodologia: Criterios de seleccion




No aplica

9. Metodologia: Desenlaces y variables

No aplica

10. Riesgos y beneficios del estudlo

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS:
.
11. Costos ,
vvvvvv COSTOS TOTALESDE LA INV.ESTIG:P:C-I‘CN k
:Admon. Gastos pacientes ~ $0.00
Animales | $ 0.00
Equipos $ 0.00
Estudios ' $0.00
Materiales N $ 0.00-
‘Personal ( $0.00 . -
Publicaciones E $ 0.00
:Suscripciones $ 0.00
Varios $ 0.00
Viaticos $ 0.00
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Introduccion

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune crénica

- que causa importante morbilidad y mortalidad. Desde el punto de vista

fisiopatogénico, el LEG se desarrolla en dos fases: a) una fase inicial, en la que
existe pérdida de tolerancia a antigenos ubicuamente expresados, en particular
a acidos nucleicos y proteinas asociadas; b) una fase subsecuente en la que
complejos inmunes derivados de la asociacion -de autoanticuerpos vy
autoantigenos se depositan en vasos susceptlbles (e.g. glomérulos renales) en
donde instigan mflamaCIon 1.

Uno de los objetivos de nuestro laboratorio es estudiar las diferencias genéticas
que, a traves de promover o evitar cascadas inflamatorias especificas, modifican
el fenotipo clinico de los pacientes. Por ejemplo, se sabe que virtualmente todos
los pacientes con LEG tienen complejos inmunes depositados en los glomérulos
renales (2), pero solo el ~40% desarrollan inflamacion clinicamente significativa
(3). Esto indica que existen_factores intrinsecos al paciente que modulan la
respuesta inflamatoria a los complejos inmunes.

En un trabajo previo, demostramos en un modelo murino, que la integrina Mac-1
juega un papel protector contra el desarrollo.de inflamacién glomerular inducida
por complejos inmunes (4). Este concepto es de gran importancia, puesto que un
polimorfismo en el gen que codifica para la cadena alfa de Mac-1 (ITGAM) causa
una mutacion en la proteina que disminuye su funcién (5). Asi, un polimorfismo
de un solo nucledtido (SNP) asociado a LEG en estudios genéticos contribuye al
desarrollo de nefritis a través de faolhtar la respuesta mﬂamatorla inducida por
complejos inmunes (6). -

Con el fin de estudiar el efecto que otros factores genéticos ejercen sobre la
inflamacién renal inducida por complejos inmunes, es necesario para nosotros
estandarizar el modelo de nefritis autoinmune experimental. Este modelo, en el
que se inyecta suero de conejo inmunizado con glomérulos murinos a ratones
sensibilizados contra inmunoglobulinas de conejo, ha sido ampliamente utilizado
por nuestro laboratorio y por otros, para estudiar las cascadas inflamatorias en el
glomeérulo (7). ‘

En este proyecto, se propone la generacion de un suero anti-glomerulo de ratén,
producido en conejos, que se usara como herramienta en trabajos futuros.

Objetivos

Objetivo general
Generar suero con capaCIdad nefrotoxica como herramienta para estudios
futuros.

Objetivos especificos
1. Obtener glomerulos de ratones C57BL/6.




2. Inmunizar tres conejos con un lisado de protelnas glomerulares (de ratones
C57BL/6).
3. Demostrar y titular la capacidad nefrotéxica del suero obtenido.

Hipotesis

Dado que este no es un protocolo experlmental no se ha planteado una
hipotesis.

Ve 4

a Métodos .

1. Obtencién de glomérulos de ratones. Se aislaran los glomérulos mediante
centrifugacion a través.de gradientes de densidad (8). Veinte ratones
(indistinto machos 'y hembras) seran anestesiados mediante una inyeccion
intraperitoneal de pentobarbital sédico (40 mg/kg) y se perfundiran con 20 mL
de PBS atraves del corazén. Se separaran las cortezas, se cortaran en trozos
de 1 mm?y se digeriran en colagenasa (1 mg/mL de colagenasa A, 100 U/mL
de desoxirribonucleasa |, en PBS) a 37° C durante 30 minutos con agitacién
suave. El tejido digerido se presionara suavemente a través de un filtro de 100
um y se centrifugard a 185 g..El lavado se repetird 3 veces. El botdn se
resuspendera en 3 mL de una solucién de Ficoll (27%) y se mantendra a 4°
C. Se afiadiran concentracionies decrecientes de Ficoll (2 ml, 23%; 2 ml, 20%;
'y 3 ml,11%) para obtener un volumen total de 10" mL de gradlente Se
centrifugara a 1150 g durante diez minutos. Se Tecogera el tejido de la
interfase :20-11 y se lavardn con PBS. Se corroborard la presencia de
glomérulos mediante microscopia.

2. Obtencion de lisados glomerulares. El material obtenido en el paso anterior
se sonicara en PBS. Una vez obtenido el lisado, las proteinas se cuantificaran
mediante reaccién de Bradford.

3. Inmunizacién de conejos. Se formara una emulsiéon con 50 mg de extractos
glomerulares y 250 pl de adyuvante completo de Freund (CFA). La mezcla
se inyectara por via subcutanea a tres conejos (indistinto machos o hembras).
Tres semanas después, se administrara un booster (50 mg de extractos
glomerulares en adyuvante incompleto de Freund). En total se administraran
3 boosters a cada coniejo (Figura 1).

-~ 4. Obtencién de suero inmune. Dos semanas después de la administracion de
cada booster, se obtendra una muestra de sangre de cada conejo (15 mL, por
venupuncion a través de la oreja). Dos semanas después del Ultimo booster,
los conejos seran anestesiados y exanguinados por puncion cardiaca (Figura
1). El suero se separara por centrifugacion y. se juntara el suero de todas las
tomas, de los tres conejos. Se incubara a 56°-C durante 1 hora para inactivar




el complemento. Se esterilizara por filtraciéon y se guardaran alicuotas de 0.5
mL a -80° C.

. Analisis del potencial nefrotéxico del suero. Se realizara un ensayo de nefritis
autoinmune experimental como hemos realizado en trabajos previos (4, 9, 10,
11). Primero, se sensibilizara a los ratones (hembras) con IgG de conejo. Para
esto, se inmunizaran con IgG de.conejo en CFA, en la pata izquierda
(cojinete). La inyeccién se realizard por via subcutédnea, con 10 ulL .de
CFA+IgG de conejo. Tres dias después, los ratones reC|b|ran una dosis de
suero nefrotdxico ‘por via intravenosa. Se probaran tres diferentes dosis de
suero, 50, 100 o0 200 pL. Se:incluira un grupo que recibira la preinmunizacion
pero no el suero nefrotdxico. Se colectara orina los dias 0 (antes de la
inyeccion de suero), 7, 14 y 21 para medir albumina y creatinina. El dia 21,
los ratones seran sacrificados (mediante una inyeccion i.p. de pentobarb|tal
s6dico, 40 mg/kg y se perfundiran con 20 mL de PBS a través del corazon).
Se obtendran los riflones para analisis histopatoldgico. Este experimento
permitira determinar cual.es la menor dosis de suero nefrotéxico capaz de
inducir el efecto que ‘deseamos: promedio de 3x102 Alb/Cre en orina y una
calificacion que alcance al menos 4 en la escala de dafio que utilizaremos
(12). Esta escala incluye la evaluacion de proliferacion endocapilar, infiltracion
leucocitaria y presencia de media lunas.

Semana:

% extracto glomerula_r +CFA

% extracto glomerular + |FA

% toma de sangre {15 mi)

¥ « . f
;’E, toma de sangre {exanguinacion)

Figura 1. Esquema de inmunizacién de conejos.
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1)  Institucion en donde se realizara el proyecto.
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

2)  Objetivos generales y especiﬁcos del protocolo:

El objetivo general de este trabajo &s desarrollar un modelo murino que permlta identificar los
elementos que operan a nivel de las células CD4 para evitar que células B autoreac’uvas inicien
respuestas autoinmunes patologicas.

Con este fin: a) generaremos histonas modificadas genetlcamente para expresar el epltope de
ovoalbumina (OVA) gue reconocen las células OT-II; b) crearemos lineas celulares que
expresen de manera estable e incorporen a la’cromatina la histona-OVA; ¢) demostraremos la
inmunogenicidad de la proteina quimérica en ratones; d) estudiaremos en qué condiciones las
células OT-Il son capaces de. promover respuestas inmunes en contra de autoantigenos
intranucleares, en particular DNA €) evaluaremos la funcion, en éste modelo, de moléculas
involucradas en el mantenimiento de la tolerancia inmunolégica, en particular PD1y PDL1.

3)  Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:
Los modelos murinos de lupus han sido muy utiles para estudiar los mecanismos de dafio a 6rgancs
blanco. Sin embargo, no son adecuados para el estudio de los eventos iniciales de pérdida de tolerancia.

La gran mayoria consisten en enfermedades murinas similares al lupus (desarrollo de AANs, depdsito de

complejos inmunes, glomerulonefritis) . que son promovidas por muchos genes, en gran parte
desconocidos. En estos modelos, la pérdida de tolerancia sucede en etapas tempranas y, como en los
pacientes humanos, es guiada por células de identidad y especificidad desconecidas.

Con el fin de estudiar a detalleslas caracteristicas de la célula T CD4 que participa en la perdlda de
tolerancia hacia antigenos intranucleares, propongo el desarrollo de un modelo basado en la presencia de
células T CD4 con un TCR conocido. dirigido en contra de un epitope de histona. El desarrollo de este

modelo implica desafios técnicos, que incluyen la identificacién y expansién de células T especificas a
histonas, la clonacién del TCR y su expresion en ratones en forma transgénica, la idoneidad del TCR
clonado y la posibilidad de que al expresarlo en ratones las células sean eliminadas por seleccion
negativa. Para abordar: el desarrolio de este modelo, contemplo una estrategia experimental que
aprovechara la existencia de un TCR transgénico disponible y muy bien estudiado (OT-Il) y me enfocare

en la generacién de histonas modificadas genéticamente para expresar el epitope especifico que reconoce

el TCR OT-I.

Se generar lineas celulares que expresen en forma estable histonas genéticamente modificadas. Para
inducir una respuesta anti- DNA con ayuda de células T CD4 de especificidad conocida (OT-If),
incorporaré a una histona el epitope que reconoce el TCR OT-Il (AAHAEINEA)

Con el propésito de evaluar si las histonas que expresan e! péptido de OVA, son capaces de inducir una
respuesta inmune especifica,. se utilizaran ratones C57BL/6 y céluldas T CD4 obtenidas de ratones de la
misma cepa pero que expresan el TCR transgeénico OT-Hl. Aislaremos células T CD4 de ganghos linfaticos
de ratones OT-ll e inyectaremos 2x10° células por via intravenosa a ratones C57BL/6 (las inyecciones se
haran en las venas de la cola,en un volumen total menor a 200ul). Dos dias después, los ratones seran
inmunizados subcutaneamente con extractos nucleares quiméricos o control en presencia de un
adyuvante (adyuvante completo de Freund o Alum; 100ub). Tres, 7, 14 y 21 dias después de la
inmunizacién, se sacrificaran los ratones y se colectaran los bazos para ser analizados. Mediremos la
expansion de célulds OT-Il (nimero de células por bazo), su proliferacion (antes de ser inyectadas se
marcaran con CFSE) y su expresion de marcadores de activacion (CD44). Se distinguirén las células OT-l
de las células CD4 nativas por medio de un anticuerpo monoclonal que reconoce el TCR OT-Il y con un
marcador congénico (CD45.1).

Posteriormente se investigaran los elementos que regulan la tolerancia a antigenos intranucleares.
E! desarrollo de histonas quiméricas capaces de estimular a células T CD4 de especificidad conocida nos
permitira contestar las siguientes preguntas:

1. .Se producen anticuerpos anti-DNA tras la activacién de-células T CD4 que reconocen histonas?
Inmunizaremos ratones con el protocolo optimizado y evaluaremos el desarrollo de AANs incluyendo
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anticuerpos anti-DNA. Como control, inmunizaremos con nucleosomas tratados con DNAsa y con
nucleosomas nativos (sin el péptido derivado de OVA). Investigaremos el efecto de varios parametros
incluyendo: a) frecuencia de células OT-Il. Variar el nimero de células transferidas, nos permitira evaluar
cuéntas células T autoreactivas (especificas a histonas-OVA) son necesarias para la pérdida de tolerancia
a DNA,; b) estado basal de las células OT-Il. Transferiremos células virgenes y células activadas in vitro.
Este experimento es importante porque se ha propuesto que uno de los factores que desencadenan la
autoinmunidad es el mimetismo antigénico, donde células autoreactivas se activan por antigenos similares
presentados en el contexto de una infeccién; c) inmunizaciones repetidas. Investigaremos si la pérdida de
tolerancia sucede a la primera inmunizacién, o si se requieren de activacionés repetidas (Unicamente la
primera inmunizacién se realizard en presencia de adyuvante); d) papel de moléculas de coestimulacion
negativa. Cudl es el papel de PD1y RDL1 en la induccién de esta respuesta.

2. ¢Se perpetia la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares, o se regula y desaparece? Ei
desarrollo de autoanticuerpos después de infecciones es un fendmeno bien descrito (Barzilai et al., 2007),
pero en individuos sanos los autoanticuerpos desaparecen espontdneamente. Asimismo, la inyeccién de
células apoptoticas a ratones causa la aparicién de AANs que desaparecen al cabo de 2 o 3 semanas.
Evaluaremos si la presencia de células T especificas a histonas permite la perpetuacion de la respuesta
autoinmune. -

3. ¢ Se desarrollan manifestaciones autoinmunes tras la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares?
Estudios epidemiolégicos han mostrado que la pérdida de tolerancia en pacientes con LEG sucede de
manera paulatina, afios antes de’fa~aparicién de las manifestaciones clinicas. Esto sugiere que la
presencia de autoanticuerpos™no es suficiente para el desarrollo de inmunopatologia. Si logramos inducir
una respuesta autoinmune sostenida, investigaremos la presencia de manifestaciones asociadas, en
particular glomerulonefritis y dermatitis.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria D: Por el uso de adyuvantes

.t BN

&

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio:

Se estima gue se necesitaran en total 400. ratones para realizar el proyecto. Esto incluye
ratones receptores de células efectoras y ratones de los cuales se obtendran las células.

Establecimiento- del modelo. Estimamos que. se- necesitaran 160" ratones  C57BL/6 para
establecer el modelo. Se evaluaran los siguientes grupos de ratones:

Grupo Inmunizacién
Experimental H3-OVA aminoterminal
Experimental 2 | H3-OVA carbixiloterminal
Experimental 3 H4-OVA aminoterminal
Experimental 4 H4-OVA carbixiloterminal
Control 1 Histonas nativas

Control 2 .| Solo.adyuvante

La respuesta ‘alas inmunizaciones sera evaluada_en .3 -momentos. (dias 7,14 y 21 post-
inmunizacion).-Ademas; -se-incluira :un .grupo-basal, ‘dia 0. (5. ratohes) como:referencia.: Se
espera una respuesta heterogénea a las inmunizaciones. Para calcular el nimero de ratones
necesarios en cada grupo;-hemos recurrido al articulo de Mevorach et al. (J Exp:Med,. 1998) en
donde se evalud la producciénde anticuerpos-antinucleares.en ratones C57BL/6 en respuestd a

la inyeccion de timocitos-apoptéticos..En dicho reporte se usaron 8 ratones por grupo y se
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encontré -que aproximadamente - &l '50% - de los ~animales desarroliaban’ autoanticuerpos:
Asumiendo una:distribucién. semejante, hemos ‘decidido incluir-a. 8. ratones. por .grupo. -Asi,
tenemos que 8 ratones por.grupo X 6 grupos X 3 tiempos de analisis = 144 ratones + 6 ratones
del grupo. basal =:150 ratones. : Ademas, aproximadamente 10 ratones seran utilizados para la
obtencion de fibroblastos: de ‘embriones que -posteriormente se mantendran en_cultivo. En
resumen, el‘establecimiento del modelo reque{iré’de 160 ratones.

150 ratones C57BL/6.0OTIl seran utilizados para obtencion de células que seran transferidas a
los animales experimentales y adicionalmente se utilizaran para estudies de activacion celular y
caracterizacion de las réspuestas inmunes in vitro.-

Una vez establecido el modelo y.Jas,condiciones dptimas de activacion celular, se evaluara la
funcién de las moléculas coestimuladoras negativas en este modelo, asi como en estudios in
vitro. Para esto, se obtendran células CD4 OTIl de ratones PD1-/-.0T!ll o se utilizaran ratones
PD1L-/- como animales receptores de células OTH. Por este motivo, solicitamos 20 ratones
de cada una de éstas cepas.

Para el mantenimiento de éstas 4 colonias (C5>?BL/6, C57BL/6.0TH, PD1-/~.0OTll y PD1L--), por
tres afios, se requieren 50 ratones como pie de cria, los cuales incluyen hembras y machos.

L4 M.V.Z. Mariela Contreras Escaniilla, Jefa del Bioterio del INCMNSZ nos-aprobo gspacio en
el bioterio, donde hos daran .apoyo. técnico: (limpieza de jaulas, .cambio’ de cama,-aguay
comida)..:Nosotros nos haremos responsables . de la produccion y genotipificacion de los
ratones. -

LLos ratones OTI| séran comprados de The Jackson Laboratories, ME, USA. Los cuales cuentan
con certificado microbiolégico vy podransser ‘aceptados en el bioterio sin la-necesidad de pasar
por cuarentena. Ratones C57BL/6.PD1-/= -y PDL1-/- se encuentran actualmente en-el bioterio
del Instituto Investigaciones Biomédicas, Para poder-ingresar a estos ratones a nuestro bioterio,
se requerira del paso por cuarentena y-el certificado de salud del bioterio de donde provienen
(1B UNAM):

i

6) Describir como se realizara la transportacion o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Se espera que no sea necesario movilizar a los ratones fuera del bioterio durante el periodo
experimental. En el momento del sacrificio de los ratones se movilizaran al laboratorio ubicado
dentro del Departamento de Inmunologia y Reumatologia del INCMNSZ. Para esto, se llevaran
cargados en las cajas correspondientes directamente del Bioterio al laboratorio.

7

7)  Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en
las actividades de-este protocolo.

Todas las cepas de ratones que seran utilizadas: se encuentran en el background genético
C57BL/6: -

OTII: Son ratones transgénicos que cuentan con las cadenas transgénicas oy B-del TCR.
Es un‘transgen que permite la seleccién de células CD4 que reconocen un peptido derivado
de ovalbiimina (OVA) de manera especifica.

PD1-/-: Estos fatones son deficientes de la-molécula de coestimulacion negativa PD1.que
se expresa‘en células T. Estos ratones.no desarrollan enfermedad de manera espontanea y
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no se gncuéntran inmunosuprimidos.

PDL1--: Estos ratones son:deficientes de la molécula de coestimulacion negativa PDL1
que se:expresa“en: células -présentadoras de antigenos. Estos ratones no desarrollan
erifermedad de manera espontanea y no se-encuentran.inmunosuprimidos.

Programa de Produccién de cepas y Reproduccion:
C57BL/6.OTII x C57BL{6.OTH:
Lalinea experimental ctienta con 2 transgenes (cadena alfa'y cadena beta)

Ratories necesarios: 150 ratones,experimentales C57BL/6.0TII
Se espera que 100% de la cria tenga.al menos una copia de cada transgen.
Asumiendo que se obtendran 5 ratones de cada embarazo y cada hembra se podra embarazar
8 veces al-ano, se esperan’4( crias'/ pareja / afio.
De “los ratones ‘que-se generen de éstas -cruzas, -se mantendran las “hembras para: uso
experimerital, 'y :Unicamente cuando se reqmefan machos: para’ mantener los pie de crias se
seleccionaran éstos..Los.demas seran sacrificados.
Aproximadamente 50% de'las crias:seran hembras. Por esto se requeriran aproximadamente 3
hembras y un macho por afio come pie-de cria y para mantener la colonia.

N

C57BL/6.OTII.PD1-/-
La linea experimental cuenta con 2 transgenes (cadena:alfa’y cadena beta.del TCR, OTIl) y.un
gen‘modificado (PD1 KO). . -
Estos ratones.seran generados a partir de:
C57BL/6.OTlalfatbetat+. x-C57BL/6.PD1-/-. )
Para asegurarnos gue tengamos ratones que. puedan ser Usados para producir la siguiente
generation cruzaremos 1:macho con 3 hembras.
De éstos obtendremos: T .

: 100% PD1+/=, 50% OTllalfa+, 50% OTlIpeta+
Se seleccionaran ratonés que sean OTllalfa+beta+ PD1+/- (se es’nma que seran.el' 25% de los
ratones generados) para producir la siguiente generacion.
OTllalfarbeta+.PD1+/-: x-OTdlalfa+tbeta+.PD1+/- (1_machoy 3 hembras si se obtienen)
F2:25% OTJIalfa+beta+ PD1-/-,.25% OTllalfatbeta+.PD1+/+"y 50% OTllalfatbeta+.PD1+/-
Se seleccionaran los OTllalfatbeta+.PD1-/- como pie de cria y el resto seran sacrificados.
Ratones necesarios: 20 ratones experimentales C57BL/6.0OTIl. PD1-/::
100% de la cria se espera que sea homocigotas a OTll y PD1.
Asumiendo que se obtendran 5 ratones de cada embarazo y cada’ hembra se podra embarazar
8 veces al afio, se ¢speran 40 crias/ pareja /-afio.
De los ratones ique-se generen de éstas.cruzas, se.mantendran las hembras para.uso
experimental, y anicamente cuando se requieran machos-para mantener los pie de crias se
seleccionaran éstos: Los demas seran‘sacrificados.
Aproximadamente 50%:.de las crias seran hembras. Por esto se requeriran aproximadamente 2
hembras .y un macho por:afic_como pie de cria, para obtener los ratones experimentales.y
mantener la colonja.

C57BL/6.PDL1-/-x C57BL/6.PDLA-:"
Lalinea experimental cuenta con un-gen modificado (PDL1).

Ratones necesarios: 20, ratones experimentales C57BL/6.PDL1-/-,
100% de la cria se espera que sea homocigota a PDLA-/-,
Asumiendo:que se obtendran 5 ratones de cada embarazo y cada hembra se podra:embarazar
8 veces al afio, se*esperan 40 crias / pareja /- ano.
De los -ratones que se generen. de éstacruza, se rhantendran ‘las hembras ‘para uso
experimental, .y: Gnicamente cuando” se. requieran machos pdra mantener los. pie. de crias.se
seleccionaran éstos; Los'demas seran sacrificados.
Aproximadamente 50% de las crias seran hembras. Por esto se.requeriran aproximadamente 2
hembras y-un macho porafio como pie de cria y para mantener la colonia.
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Género — Especie. Cantidad | Rango Rango de Sexo
Fondo genético de peso. edad
C57BL/6 (ratones experimentales) 150 20-22g | 8-10 semanas Hembras
C57BL/6.0TIi (donadores de células) - 150 20-22g | 8-10 semanas Hembras
C57BL/6 (para obtencién de fibroblastos 10 -{ 20-25g | 8-16 semanas Hembras
de embriones murinos) . )
C57BL/6 PD1-/-.OTlI (donadores de 20 " 20-25g | 8-16 semanas Hembras
células) .
C57BL/6 PD1L-/-. (ratones e 20 | 20-25g | 8-16 semanas Hembras
experimentales)
C57BL/6, C57BL/6 OTIL, C57BLIB PD"T A0 50 20-25g | 8-30 semanas Hembras y
.OTlly CS?BL/6 PDL1-/-. (ratones para ‘ Machos
mantener la colonia) :
® No. de Grupos experimentales: 6
No. de animales por grupo: 8 -
No. TOTAL DE ANIMALES: ~ 400

LAV -~

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB. _

El desarrollo- de: dafio tisular -en multiples - modelos. espontaneos :de autocimunidad, en
particular en modelos de: fupus murino, requiere de varios meses. En partictilar, el modelo
murino de-autoinmunidad -espontanea; Slelb, a pesar..de. que los ratones :tienen
autoanticuerpos - circulantes-desde .las 24- semanas, tardan: 8-12 meses en desarrollar
nefritis..Unicamente el 20% de estos ratones desarrolian nefritis (Morel'L et al., J Immunol
1997). El'modelo.que-proponemos predecimos que presentara un fenotipo S|m1Iar al Sle1b,
por.lo'que estimamos que,si desarrollan-pérdida de la tolerancia, el dafio a drgano blanco
tardara al ' menos; 8-12 .meses .en ser evidente. :Asi:.Una vez ‘que se determinen las
condiciones para inducir pérdida.dé tolerancia, se inducira esta en 8 ratones de'cada grupo
y:se evaluara el desarrollo de dafio tisular al afio de edad.. Como en los ratones Sle1b,
prevemos que las mamfestauones deHario tisular no seran muy: prevalentes: por lo que
necesitaremos de un grupo ariplio de ratones (8 ratones por<grupo) para poder evaluar esto
con preaision. .

Un total de 48 ratones permaneceran por 12 meses en el bioterio.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacion de la dieta y de agua. X ‘

Toma de muestras bioldgicas. X éangre 50ul cada’2 meses, a

‘ ‘ través de la vena de la.cola.
Orina, una vez cada 2 semanas,
: manual .

Colocacidn de canulas y sondas. X

Técnica para observacion y modificacion de X

conducta. ~ -

Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos.’ X | Ndcleos celulares via intravenosa

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion. X

Procedimientos quirargicos sin recuperacion. X

Uso de adyuvantes (indicar cuéles) X | CFA 100uL y Alum 100ul via
subcutdnea - Unica ocasion

Restriccidn fisica X

Confinamiento o aislamiento ] X
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Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas toxicas

Implantes o injertos

XXX XX X

Estudios estereotaxicos.

Otros: N -

A WY

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Toma de muestra paré\qenotipificacién

Se cortara una porcion de la cola de los ratones (0.2-0.4cm) a las 3 'semanas de edad, como fuente de
DNA. Este procedimiento sera realizado por.Florencia: Rosetti y seré la responsable de la produccion de
las colonias. . -

Obtencién de fibroblastos de embrién miurino (MEFs):
Las hembras se colocaran con los machos y. al dia siguiente se buscara la presencia de plug como dato de
coito positivo. En caso de encontrarse, las-ratonas seran sacrificadas al dia 13-14 post-coito bajo las
condiciones establecidas en el Instituto (cdmara de CO;). Se aislaran los uteros de los cuales se
obtendran los embriones con los qué se trabajara para aislar los fibroblastos.

Aislamiento de Células OTII, PD1-/-.OTIl: .
Los ratones seran sacrificados bajo la norma institucional y se disecaran ganglios linfaticos y bazos para
obtener células T CD4. -

Inmunizacion de ratones v obtencidén de muestras:

2x10°% células seran inyectadas intravenosamente a ratones C57BL/6, utilizando un sujetador para
roedores. Dos dias después, los ratones serdn inmunizados subcutdneamente con los niicleos quiméricos
o control en presencia de un adyuvante (adyuvante completo de Freund o Alum; 100ulL), éstas inyecciones
se realizaran en ausencia de sedacion. Tres, 7, 14 y 21 dias después de la inmunizacién, se sacrificaran
los ratones y se colectaran los bazos'y ganglios linféticos para ser analizados. En caso de confirmarse la
activacion de’Jas células ‘OTll, un‘grupo ‘de ratones se.mantendré en observacién y.se evaluara la
presencia de anticuerpos antinucleares en suero. Para esto, se:colectaran 50yl de sangre a través de la
vena de la cola. Este procedimiento se realizara cada 2 meses, y no.requiere de someterse a efectos de
anestesia. /Ademads, a partir de'laisemana 20, se colectara orina de forma manual, cada 2 sermanas para
evaluar datos de dafio renal. Esto se realizara sin alterar el estado dé conciencia del roedor; ya que no es
un-procedimiento que cause dolor.

Florencia Rosettiy José Carlos Crispin redlizaran estos procedimientos.

s

11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis -| Via de admén. Frecuencia
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No seran
utilizados

12) ¢Qué parémetros empleara para conocer el grado de-Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
No sé utilizaran agentes anestésicos.

Ve n

13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacion de antibidticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccion).

No se realizaran procedimientos quirurgicos en éstos ratones.

RIS ~

N

14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

No se espera que éstos parametros cambien significativamente en este estudio.

Parametro 1 2 3

a) Peso corporal

b) Apariencia R

c) Signos clinicos (Temp., FC., FR., et¢)
d) Conducta espontanea. ;

o|o|0|o|jo|(o

g) Conducta provocada. o

2

15) ¢Cuales seréan los criterios para establecer el “punto final humanitario”?
Los " procedimientos que se realizaranen Jlos ratones. no- se:espera que causen deterioro
significativo en el aspecto de los ratones. A pesar de esto, se observaran'y registraran-cambios
de. comportamiento y -apariencia de Jlos ratenes. En caso de presentarse pérdida’de peso
moderada (10-20%) .0 se encuentre afectado su comportamiento, se sacrificard :alraton 'y el
estudio se dara por terminado: El valor que en el que se considerara punto final experimental es
dé'5-"pérdida de peso moderada y estado general afectado).

.

Criterios de punto final .

Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segun la gravedad que
presenten.

a. Vafiacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminucién del-5-10%.en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20% -
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala: : :
1. Osiesnormal.
2. 1 siel parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 siesta afectado
4. 3 siestd muy afectado.

Hay que tener en cuenta gue no existe un criterio de punto fina] adaptable a todos los

8
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dimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
: rvaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la:
normativa vigente en cuanto a proteccién de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos deé! estudio.

Para mayor informacioén: Canadian Council on Animal Care
hitp://lwww.ccac.ca/Documents/Standdrds/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

B

© 18) ¢ Cudl sera el método de eutanasia que utilizara?
Asfixia con CO,

17) El protocolo representa riesgo biol6gico?

AN » No

18) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?

“ El destino final de todos los ratones que se utilizaran en_este proyecto es la
obtencién de dérganos para distintos andlisis. De algunos se obtendran células, de
otros sueros y tejidos que se analizaran histopatolégicamente.

Los ¢adaveres seran:puestos en-una bolsa amarilla que tenga la leyenda “Residuo
Biologico” y sera colocado en el jugar de desechos biolégicos para ser descartados.

B

e

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales,
asi como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-Z00-1999. -

N
N -
L

Florenciaﬁosetti Sciutto

Nombre y firma del Investigador Responsable
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1. Titulo del proyecto

Pesarrollo de un modelo de perdlda de toleran01a de células T en autoinmunidad sistémica

2. Investigadores B

2a. Identificacion Lt
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CRISPIN ACUNA JOSE Investigador asociado
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5. Marco teorico -

ANTECEDENTES:

Este proyecto contempla el desarrollo de un nuevo modelo murino que permitira
analizar en un sistema in vivo qué elementos contribuyen a la pérdida de tolerancia vy,
por lo tanto, a la iniciacidén de la respuesta autoinmune.

La propuesta se presenta como el desarrollo del modelo, pero es importante enfatizar
que, una vez establecido, el modelo servira como plataforma para el estudio de
moléculas asociadas a enfermedad autoinmune en estudios genéticos, clinicos, y
epidemioldgicos. Asi, este proyecto representa el inicio de un laboratorio de estudios
de enfermedades autoinmunes en el que participaran varios investigadores de los

Institutos Nacionales de Salud interesados en investigar el papel que juega el sistema




inmune en la patogénesis de enfermedades humanas.

He escogido al Lupus Eritematoso Generalizado (LEG) como enfermedad prototipo
porque es una de las enfermedades autoinmunes sistémicas mas frecuentes en
poblacién mexicana y porque el LEG es un modelo ideal para estudiar la pérdida de
tolerancia y el desarrollo de dafio a érganos blancos. Los pacientes con LEG montan
una respuesta autoinmune crénica que se manifiesta por la aparicion de anticuerpos
antinucleares (AANs) que forman complejos inmunes y se depositan en lechos
vasculares causando inflamacién. Asi, la pérdida de tolerancia a antigenos
intranucleares representa un elemento fundamental en la patogénesis del LEG.

Por qué en pacientes con LEG se pierde la tolerancia y por qué la respuesta
autoinmune se perpetliia son preguntas abiertas que atn contindan sin respuesta, en
gran parte, por la falta de herramientas adecuadas. Este proyecto desarrollara un
modelo que permitira responder estas preguntas y esclarecer qué elementos
participan en la pérdida de'tolerancia.

Existe evidencia de que la respuesta autoinmune de los pacientes con LEG es un
proceso guiado por células T CD4 porque los AANs exhiben marcas que sugieren que
maduraron en un centro germinal: son 1gG, de alta afinidad, con mutaciones somaticas
en las regiones Vy (van Es et al., 1991; Winkler et al., 1992). Estudios previos han
mostrado que las células T CD4 que reconocen histonas son capaces de estimular la
producciéon de anticuerpos anti-DNA. Asi, se ha propuesto un modelo en el que una
célula B con un receptor agtoreactivvowreconoce DNA en un nucleosoma vy tras
endocitarlo y procesarlo, presenta un péptido derivado de histona a una célula T CD4.

Las células B y las T ensamblan su receptor a través de la combinacion aleatoria de
segmentos de DNA. Este proceso permite la formacién de repertorios de gran
diversidad, pero implica la necesidad de un proceso de seleccion que elimine a las
células autoreactivas. A pesar de esto, en personas sanas, la frecuencia de células B
autoreactivas oscila entre 5 y 20% (Yurasov et al., 2005). En pacientes con LEG, la
frecuencia es aun mayor. Por otro lado, las células T se someten en el timo a un
proceso de seleccion rigurosa que resulta en una muy baja frecuencia de células T
autoreactivas, tanto en sujetos sanos como en pacientes con LEG (van Es et al,,
1991).

Esto sugiere que el repertorio de células B se controla en una forma menos rigurosa
que el de células T, probablemente para permitir un nivel de diversidad maximo. El
hecho de que en condiciones normales esto no conduzca a autoinmunidad, implica
que existen mecanismos que limitan que las células B autoreactivas se activen con
antigenos propios. : ‘




DEFINICION DE PROBLEMAS :

El desarrollo de un modelo murino de perdida de tolerancia, donde las
celulas T tienen un TCR conocido, y la respuesta inmune celular es dirigida a
un antigeno especifico (un ep[ltope tranasgenlcamente expresado asociado
a histonas), permitird contestar las siguientes preguntas:

1. ¢Se producen anticuerpos anti- DNA tras la actlvac:|on de células T CD4
gue reconocen hlstonas’? -

2. ¢,Se perpetua la pérdida de tolerancia a antlgenos intranucleares, o se
Jegulay desaparece’?

3. ¢ Se desarrollan manifestaciones autoinmunes tras la pérdida de tolerancia
a antigenos intranucleares?-~ ~

JUSTIFICACION :

Los modelos murinos de lupus han sido muy ttiles para estudiar los mecanismos de
daflo a érganos blanco. Sin embargo, no son adecuados para el estudio de los eventos
iniciales de pérdida de tolerancia. L.a gran mayoria consisten en enfermedades
murinas similares al lupus (desarfollo de AANSs, depésito de complejos inmunes,
glomerulonefritis)  que son promovidas por muchos - genes, en gran parte
desconocidos. En estos modelos la pérdida de tolerancia sucede en etapas tempranas
y, como en los pacientes humanos, es guiada por células de identidad y especificidad
desconocidas.

Con el fin de estudiar a detalle las caracteristicas de la célula T CD4 que
participa en la pérdida de tolerancia hacia antigenos intranucleares,
propongo el desarrollo de un modelo basado en la presencia de células T
CD4 con un TCR conocido, dirigido en contra de un epitope de histona.

)

6a. Hipotesis

La expresién transgénica del epitope de células OTII en hlstonas permltlra a las células T CD4 OTII romper la
tolerancia hacia autoantifgenos nucleares:

6b. Objetivos.

General:

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un modelo murino que permita identificar los elementos

que operan a nivel de las ceélulas CD4 para evitar que células B autoreactivas inicien respuestas




autoinmunes patoldgicas.

Especificos:
Con este fin:

a) generaremos histonas modificadas geneticamente para expresar el epitope de ovoalbdmina (OVA)
que reconocen las células OT-I

b) crearemos lineas celulares que expresen de manera estable e incorporen a la cromatina la histona-
OVA

[

c) demostraremos la inmunogenicidad de la proteina quimérica en ratones

8) estudiaremos en qué condiciones las células OT-Il son capaces de promover respuestas inmunes en
contra de autoantigenos intranucleares, en particular DNA

e) evaluaremos la funcion, en éste modelo, de moléculas involucradas en el mantenimiento de la
tolerancia inmunoldgica, en particular PD1y PDL1.

7. Metodologia: Disefio general.

Seran generadas lineas celulares que expresen en forma estable hlstonas
genéticamente modificadas para expresar el epitope de reconocimiento del
TCR OTII.

Se generaran lineas celulares que expresen en forma estable hlstonas genéticamente modificadas
para expresar ¢l epitope de reconocimiento del TCR OTII, un péptido derivado de OVA. Con el
proposito de evaluar si las proteinas transgénicas son capaces de inducir una respuesta inmune
especifica, se utilizaran ratones C57BL/6 y células T CD4 obtenidas de ratones de la misma cepal
pero que expresan el TCR transgénico OT-II (Robertson et al., 2000).

Aislaremos los nucleos de células que contengan histonas nativas o histonas quiméricas.
Aislaremos células T CD4 de ganglios linfaticos de ratones OT-II e inyectaremos 2x10° células
por via intravenosa a ratones C57BL/6. Dos dias después, los ratones seran inmunizados
subcutaneamente con los nucleosomas quiméricos o control en presencia de un adyuvante
(adyuvante completo de Freund o Alum). Tres, 7, 14 y 21 dias después de la inmunizacion, se
sacrificaran los ratones y se colectaran los bazos para ser analizados. Mediremos la expansion de
células OT-II (ntmero de células por bazo), su proliferacion (antes de ser inyectadas se marcaran
con CFSE) y su expresion de marcadores de activacion (CD44). Se distinguiran las células OT-II

_de las células CD4 nativas por medio de un anticuerpo monoclonal que reconoce el TCR OT-11 y,
“con un marcador congénico (CD45.1).

Se optimizaremos el protocolo de inmunizacién: identificaremos cuél(es) histona(s) quiméricas
estimulan mejor, a qué concentracion, con qué adyuvante (completo de Freund vs. Alum), cudl

-es la cantidad 6ptima de células OT-II que deben ser transferidas. Asi, al concluir esta seccidn,

tendremos una o mas histonas quiméricas capaces de inducir la activacién de células T CD4 OT-




11 en ratones C57BL/6.

Posteriormente investigaremos los elementos que regulan la tolerancia a antigenos
intranucleares.El desarrollo de histonas quiméricas capaces de estimular a células T CD4 de
especificidad conocida nos permitird contestar las siguientes preguntas:

1. ;Se producen anticuerpos anti-DNA tras Ia activacion de células T CD4 que reconocen:
histonas? Inmunizaremos ratones con el protocolo optimizado menionado anterioremente y
evaluaremos el desarrollor de AANs incluyendo anticuerpos anti-DNA. Como control,
inmunizaremos con nucleosomas tratados con DNAsa y con nucleosomas nativos (sin el péptido
derivado de OVA). Investigaremos el efecto de varios pardmetros incluyendo: a) frecuencia de
células OT-11. Variar el nimero de células transferidas, nos permitira evaluar cuéntas células T
qutoreactivas (especificas a histonas-OVA) son necesarias para la pérdida de tolerancia a DNA;
b) estado basal de las células OT-II. Transferiremos células virgenes y células activadas in vitro.
Fste experimento es importante porque se ha propuesto que uno de los factores que
desencadenan la autoinmunidad es.el mimetismo antigénico, donde células autoreactivas se
activan por antigenos similares ‘presentados en el contexto de una infeccidn; c) inmunizaciones
repetidas. Investigaremos si la pérdida de tolerancia sucede a la primera inmunizacién, o si se
requieren de activaciones repetidas. ‘ .

2. ;Se perpetua la pérdida de tolerancia a antlgenos intranucleares, o se regula y desaparece? El
desarrollo de autoanticuerpos después de infecciones es un fenémeno bien descrito (Barzilai et
al., 2007), pero en individuos ‘sanos los autoanticuerpos desaparecen espontdneamente,
Asimismo, la inyeccién de células apoptéticas a ratones causa la aparicion de AANs que
desaparecen al cabo de 2 o 3 semanas. Evalyaremos si la presencia de células T especificas a
histonas permite la perpetuacién de la respuesta autoinmune. K

3. ;Se desarrollan manifestaciones autoinmunes tras la pérdida de tolerancia a antigenos
intranucleares? Estudios epidemioldgicos han mostrado que la pérdida de tolerancia en pacientes
con LEG sucede de manera paulatina, afios antés de la aparicién de las manifestaciones clinicas.
Esto sugiere que la presencia de autoanticuerpos no es suficiente para el desarrollo de
inmunopatologia. Si logramos inducir una respuesta autoinmune sostenida, investigaremos la
presencia de manifestaciones asociadas, en particular glomerulonefritis y dermatitis.

8. Metodologia: Criterios de seleccion
No aplica :

9. Metodologia: Desenlaces 'y Varlables

No aplica

10. Riesgos y beneﬁciosvdél estudio

B

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS:




11. Costos

COSTOS TOTALE; DE LA IN\?ESTIGACI()N
‘Admon. Gastos pacientes $ 0.00
Animales $ 0.00
Equipos $ 0;00
Estudios $0.00
Materiales $ 0.00 -
Personal $ 0.00 .
Publicaciones- $ 0.00
.Suscripciones $ 0.00
%arios : $0.00 - ;
Viaticos $ 0.00
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Que conocemos todos los aspectos del estudio y contamos con la
capacidad de llevarlo a buen término.
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cientifico elevado que permita obtener informacion util para la sociedad.
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pacientes .invitados a participar los cuales hemos discutido ampliamente
con ellos.

Que pondremos el bienestar y la seguridad de los pacientes sujetos de
investigacién por encima de cualquier otro objetivo.

Que nos conduciremos de acuerdo con los estandares de comportamiento
ético y cientifico aceptados nacional e internacionalmente segun lo
establecido por la Ley General 'de Salud y el Reglamento en Materia de
Investigacion para la Salud de México, las Pautas Eticas Internacionales
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