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SECRETARTE DE BALLD

Ciudad de México a 06 de Octubre de 2020
No. Oficio CICUAL ~ 116-2020¢

DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDQ |
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA EXPERIMENTAL
PRESENTE

&, Estimado Dr. Hernandez

Este comité ha dictaminado que se RECIBE Y ACEPTA el cierre de su proyecto intitulado “EFECTO
INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA
3(HBD-3) Y LA CATELICIDINA (LL37) EN LA TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA” con
clave CINVA-PAT-1580-15/19-1. En caso de tener alguna duda o comentatio, s¢ lo haremos saber,

Sin mas por el momento quedo de usted para cualquier duda o comentario
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DRA. GABRIELA ALEMAN ESCONDRILLAS
SECRETARIA DEL COMYTE INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO
DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO
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Cep. MVZ. Mariela G. Contreras Escamilla- Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
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Avenida Vases de Quirsgs Ko, 15, Colonia Belisario Dominguez Seccion XVI, C. 7. 14080, Alcaldia Tialpan,
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Ciuded de México, a 31 de agosto del 2020

Dra. Gibriela Aleman Escondrillas
Secretaria del CICUAL
INCHMNSZ

Estimado D¥. Barrios:

Por este conducto me pgrmike solicitar el cierre del proteocolo: “EFECTO
INMONOTERAPEUTICO E TNMUNOMODULADOR DE IA BETA DEFENSINA HUMANA 3
{HBD3) ¥ LA CATELICIDINA (LL37) EN UN MODELO DE TUBERCUINSIS PULMONAR
MURINA” con no. de registro CINVA-PAT-1580-15/19-1, CINVA 1580 debido
a que 2l protocole ha concluido. Adjunto al presente productes
obtenidos, portadd de tesis, acta de examen para obtener grado de
Doctor en Ciencias del Med. Octavio Ramcos Espinosa, articulo publicado
y congresos. Asi mismo . le hage saber ‘que esta por enviarse oLro
articulo para su publicacidn. .

Sin otro particular por el momente, quedo de usted.
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Atentamente;
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Dr. Rogelio Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F
Departamento de Patologia
Secaién de Patologia Experimental
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“EFECTO INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA
BETA DEFENSINA HUMANA 3 (HBD3) Y LA CATELICIDINA (LL37) EN UN
MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA”

FOLIO DE REGISTRO: "PAT-1580-15/17-1"

Elaborado por:'Octavio Ramos Espinosa
INTRODUCCION | : -

Los actuales regimenes de tratamierito para la TB consisten en la administracién de miltiples
antibisticos por periodos prolongados (6-18 meses), presentando con frecuencia efectos adversos importantes
en pacientes, condicionando abandono terapéutico, recaidas y aparic%én de cepas multidrogoresistentes
(MDR~TB)y extremadamente resisfentes (XDR-TB). Por ello es necesario buscar nuevas alternativas terapéuticas
que sean cortas, inocuas, efectivas.
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Los péptidos antimicrobianos: (‘AMPS) comao la catellcndma (LL37) y las B defensinas humanas (HBD's)
son moléculas catidnicas caracteristicas de la inmunidad innata con propiedades microbicidas. e
inmunorreguladoras, que surgen como parte de la segunda linea de la inmunidad innata contra agentes
infecciosos como Mycobacterium tuberculosis. Su papel en la TB experimental se ha descrito previamente:

En el modelo de TB progresiva con ratones. BALB/C se ha demostrado una alta expresion de B defensina
2 murina {mBD2), principalmente a los 14 dias- de znfecc:ton, seguido por un descenso gradual desde el dia 21
hasta el 60. La mayor expresion de éste pepttdoycomcxde con la formacion de granulomas y una méxima
produccion de citocinas de tipo Th1, mientras qué durgﬁte la fase avanzada estos péptidos dejan de expresarse
en coexistencia con mayar crecimiento bacilar y dafio tisular, lo cual sugiere que estas participan en el control
del crecimiento bacteriano. De la misma forma, en el modelo de TB progresiva, CRAMP (anlogo murino de
la catelicidina humana) incrementé su produccién de forma considerable en la etapa temprana. Al dia 60
postinfeccion (pi) se observé carga bacteriana incrementada, extensa neumonia y disminticién de la -expresion
de este péptido. En modelos de infeccién cronica similar a 2 TB latente (TBL), las catelicidinas y defensinas se
mantienen expresadas de forma constante, sugiriendo su participacion en el mantenimiento de la infeccidn
latente. Este fenomeno: se mantiene hasta la presencia de algun estimulo. supresor de la respuesta inmune,
Debido a lo anterior, se ha propuesto que los AMPs san excelentes candidatos inmunoterapéuticos para ser
empleados en TB. Sin embargo, la administracidn exbgena de AMPs conlleva desventajas como la degradacion
enzimatica tras ser administrados y el alto costo de produccion, siendo Gtil la'expresién de estos a través de
vectores, '

Los adenovirus (Ad) han sido utllizados como vectores de transferencia que contienen y -expresan
genes con propositos terapéuticos. Los adenovirus: de primera generacién carecen de los cassettes de
expresion temprana E3, esenciales para la replicacién y codificacién de proteinas. involucradas con la evasién
de la respuesta inmune. En el espacio eliminado puede acomodarse un gen de interés, de ur tamafio variable




entré 5-8 kB. Estos vectores tisnhen un gran tropismo por el epitelio respiratorio; favoreciendo su uso en
modalss murinos de infecciones respiratorias. Una vez que son captados por las células blanco, los adenovirus
son eliminados del organismo después de algunos dias, por lo que la expresion de la citocina es transitoria.
Este tipo de terapia génica surge como una herramienta terapéutica prometedora para la infeccién por cepas
drogo sensibles y resistentes a antibioticos antituberculosos.

En este proyecto se utilizarét;; 3 Ad que expresan B-defensina humana 3, catelicidina (AdHBD3 y
AdLL37) y el adenovirus control AJGFP. El efecto inmunaterapéutico fue evaluado en modelos murinos de T8
pulmonar progresiva, infeccion crénica similar a la latente (TBL) y convivencia / transmisibilidad. En el modelo
de TB progresiva se evalué adicionalmente el efecto sinérgico de la administracién de adenovirus
recombinantes con- un ftratamiento de primera y segunda linea contra cepas sensibles y resistentes a
antlflmlcos Se utilizaron ratones machos de la cepa BALB/c de 8 semanas de edad y 22 gr de peso
proporcxonados por el Departamento de Investigacion Expernmental y-Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de

Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran (INCMNSZ) como sigue:
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NO.DE
INFECCION: CINETICA DE ,
et y R RATONES NO. RATONES
MODELO CEPA ¥ NO. DE GRUPOS SACRIFICIO (DIAS  SACRIFICADOS  yorayes
BACTERIAS POSTRATAMIENTD)  poR GRUPO
=AdHED3
- AdLL3T
L MRV T BIGERT 7, 14,28, 60 ¥-120 .
TR PROGRESIVA H37Rv . : 12 240 4 REP= 48
 TBIPROX , 250 000 bacterias . pgs - {5 SACRIFICIOS) REP= 480
(4 GRUPOS).
- AQHBDE +
Antibidtico .
TE PROGRESIVA H37Rv N < AGLLAT +
(Eratamiento con HarRy Antibiético 7. 14, 28,60 V120 12 240 + REP= 48
A X . g e =
e 250 000 bacierias ~AAGEP + Antibidtico {5 SACRIFICIOS) ‘ 0
antibidticos) e
- Antibidtico solo
{4 GRUPOS)
« AdHBDA -
~ AALLIT
TB PROGRESIVA MDR MBR « AdGEP 7,14, 28,60 Y120 _
: , O T g 12 240+ REP= 480
250 000%acterias. . g8 {5 SACRIFICIOS)
4 GRUPOS)
- AdHBDS *
Antibidtico
TB PROGRESIVA MBR — - ALLE? +
(tratamiento con , . Antibiotico K 14’ 28, 60 ¥'129 12 240 -+ REP=. 480
250000 bacterias ~AAGEP + Anlibiotice (5 SACRIFICIOS)

antibidoticos)

= Antibidtico solo-
(4 GRUPOS)




~ AdHBD3

- AdLL3Y
H37Rv - AGGFP 80
4000:bacterias L 5% (1 SACRIFICIO)

(4 GRUPOS)

TB LATENTE 20 B0 » REP= 160

~ AdHBD3

- AQLL3T
5188 © v ADGEP . 60 50
250 000 bacterias - INH . (1 SACRIFICIO)

-5 ) o

(5 GRUPOS)

TRANSMISIBILIDAD 100+ REP= 200

GRAN TOTAL
2280 RATONES

e gy

o ¥ De los 1880 ratones solicitados para el proyecto, se utilizaron 400 ratones adicionales debido a que no
pudimos replicar el modelo de TB progresiva:con la cepa MDR.
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RESULTADOS : -

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ADENOVIRUS AdLL37 y AdHBD3 EN EL MODELO DE
TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA CON LA CEPA H37RV

Se realizaron 2 experimentos independientes-para evaluar el efecto-terapéutico de la administracién
de los adenovirus recombinantes AdHBD%, AdLL37 y AJGFP (vacio) en la fase progresiva de la enfermedad.
Las curvas de sobrevida evidenciaron e papel terapéutico de AdLL37 y AJHBD3, al mantenerse un 100% de
sobrevivencia de los individuos infectados tras la administracion de los vectores. Aproximadamente el 20% de
los ratones infectados a los cuales se les administré el adenovirus vacio AdGFP, murieron a los 2 meses
postratamiento. En ratones infectados con la cepa de Mib H37Ry, la-administracién de una sola dosis de AdH
BD3 y AdLL37 disminuyeron significativamente la carga bacteriana en los dias 14, 28 y 60 postratamiento, con
respecto a el adenovirus vacio AAGFP. El andlisis histoldgico de los pulmones en los dias 14, 28 y 60 mostré
resultados congruentes con la carga bacteriana, reflejados como una disminucién en el porcentaje de
neumonfa de ratones tratados con AdHBD3 y AdLL37. '
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Los ratones tratados con los adéhovirus que codifican para AMPs presentaron un porcentaje de
sobrevida superior al 90% a lo largo de los 2 meses de tratamiento, en comparacion con un 70% por parte
del grupo de ratones no tratados (SS). Aquellos ratones tratados. con antibiéticos presentaron un 100% de
sobrevida. \
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PORCENTAJE DE SOBREVIDA DE RATONES INFECTADOS CON LA CEPA Mtb H37RV (250000 UFC ViA INTRATRAQUEAL). EFECTO
TERAPEUTICO DE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS. DE AdHBD3, ADLL3T O AdGFP EN LA TB PROGRESIVA CON LA CEPA DE
Mtb H37Rv. La administracion de-una sola dosis de Ad gue expresan AMPs disiminuyen significativamente la carga bacteriana v el dafio
por.neumonia en.ratores infectados eon una dlte dosis'de la cépa H37Ry. Los resuitados son representativos de 3 experimentos con tres




ratones por grupo. Los datos son expresados como promedios con su_desviacion estdndar; los asteriscos representan significancia
estadistica; p < 0.05.

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ADENOVIRUS AdLL37 Y AdHBD3 EN CONJUNTO CON
TRATAMIENTO ANTIFIMICO DE PRIMERA LINEA EN EL MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR
PROGRESIVA.

La administracion de una sola dosis de AdHBD3 y AdLL37, en conjunto con la administracién de
antibioticos de primera linea para TB, logrd disminuir la carga bacteriana de forma considerable desde el dia

7 postratamiento. Esta tendencia se mantuvo a lo lérgo de la cinetica de sacrificios; sin embargo, s6lo el grupo
de ratones tratados con AdHBD3 tuvo una disminucion estadisticamente significativa. ’
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EFECTO TERAPEUTICO DE LA ADMINISTRACION DE LOS ADENOVIRUS RECOMBINANTES AdHBD3, AdLL37 ¥ AJGFP EN CONJUNTO
CON ANTIBIOTICOS DE PRIMERA Y SEGUNDA LINEA PARA TB. El tratamiento sinérgico basado en la administracion de adenovirus
recombinantes y antibioticos de primera o segunda linea tienen una alta eficacia en la disminucidn de la carga bacteriana a partir. de Ja
primer semana postratamiento. La reduecién del dafic pulmonar fué mucho mas avidente en ef.grupo AJHBD3 + Ab en los primeros 14




dias postratamiento: Los datos son expresados como promedios con su desviacién estandar; log asteriscos tepresentan significancia
estadistica; p < 0.05

EFECTO DE LA ADMINISTRACION DE ADENOVIRUS AdLL37 y AJHBD3EN EL MODELO DE TUBERCULOSIS
PULMONAR PROGRESIVA CON LA CEPA MDR

La administracién de una sola dosis de AdHBD3 o AdLL37 (5 X107 pfu) en ratones infectados con la
cepa MDR redujo significa‘tivaménte la .carga bacteriana y el dafio por neumonfa en los dias 28 y 60
postratamiento con réspecto al grupo coritrol AJGFP.
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SEECTO TERAPEUTICG: PE LA ADMINISTRACION DE UNA DOSIS DE AdHRD3, ADLL37 O ADGFP EN LA TBE PROGRESIVA CON UN
AISLADO CLINICO MDR. 12 administracion de los adenovirus recombinantes AGHBD3, AdLL37 vy AJGFP, reducen Ja carga bacteriana a
partir del dfa 28 pestratamiénto.con una sola desis, sin embargo, solo aquellos que codifican para AMPs muestran diferencia significativa,
Al did 60 este fendmeno-es mds evidente para los grupos terapéuticos. La disminucion de el dafio por neumonia es congruente con la
reduccidn de fa carga bacteriana. Los resultados son representativos de 3 experimentos con tres ratones por grupo. Los datos son
expresados como promedios con stdesviacion esténdar; los asteriscos répresentan significancia estadistica; p- < 0.05.




El empleo de antibidticos de segunda linea en conjunto con los adenovirus recombinantes mostré
una disminucion considerable de la carga bacteriana en los dias 14 y 28 postratamiento. Los ratones tratados
con antibioticos de segunda linea administrados con una sola dosis de AdHBD3presentaron un menor nimero
de bacterias cultivables en tiempos mas tempranos (dia 7). Al dia 60 postratamiento no existié una diferencia
significativa en la disminucion de la carga bacteriana del tratamiento combinado de adenovirus (Ad + Ab) y
antibidticos con respecto al tratamiento con antibidticos (Ab) solos como monoterapia. La evaluacion
histologica de los pulmones obtenidos de ratones tratados evidencié menor drea neumonica parad ambos
adenovirus terapéuticos en combinacién con antibiéticos de segunda linea; sin embargo, el grupo de AJHBD3
+ Ab presentd menor carga bacteriana en los dias 7, 14, 28 y 60 postratamiento.

[

EFECTO PREVENTIVO DE LA ADMENISTRACION DE AdLL3Y y AdHBD3 EN LA TRANSMISION DE LA
TUBERCULOSIS PULMIONAR,

Grupos de ratones fueron tratado$ ‘con una sola dosis de AdLL37, AdHBD3, AJGFP, INH. diario
intragastrico o solucion salina (SS) y se mantuvieron en el mismo microaislador con ratones infectados con la
cepa hipervirulenta y altamente transmisible 5186. A los dos meses de convivencia, los ratones tratados fueron
sacrificados para determinar la carga bacteriana pulmonar. Un dia antes deél sacrificio, se inoculé una dosis de
PPD en el cojinete plantar de los ratones convivientes no infectados para determinar la reactividad al derivado
proteico de Mtb. Se evidencid gue los ratones’ tratados con AdH-D3 y AdLL37 presentaron un menaor
porcentaje de cambio de cojinete plantar con respecto a su medicion basal, en comparacién con l6s grupos
controles. Los ratones tratados con AdHBD3 y AdLL37 no presentaron UFC cuantificables, mientras que
aquellos ratones tratados con AdGFP, INH o SS presentaron carga bacteriana detectabie en diferentes grados,
siendo este Gltimo el grupo con mayor nimero de UFCs. Estos datos son representativos de dos experimentos
independientes con 10 ratones por grupo.
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EFECTO PREVENTIVO DE LA TRAMSNMISION POR LA ADMINISTRACION DE AdHBD3 Y AdLL37 EN CONVIVIENTES NO INFECTADOS.
(A) Grupos. de ratones i infectados fueron tratados con ura sola dosis de AdHBD3, AdLL37, AJGEP, INH o SS. Tras un periodo de
convivencia de 2 meses con ratones infectados con una cepa hipervi irulenta y altarmente transmisible (5186), se realizd fa medicion de la
DTH ¢n .convivientes no infectados, y. expresada como cambio en el porcentaje del grosor del cojinete plantar; (B) Carga bacteriana
puimonar de ratones gonvivientes no infectades. Los datos son representativos de dos éxperimentos independientes y expresados como
promedios.con su desviacién estandar: los asteriscds represéntan ssgnrfu:anma estadistica; p < Q.05

Los resultados antenc;res fueron uttlzzados para la escntura del manuscnto ”/mmunaﬁrerapeutfc eﬁecz‘ of
adenowrus enmdmg anz‘:*mxcrobfa/ peptzdes m experfmenta! pu/monao' tubefcu/asls enviado a la revista
Human Gene fherapy (Se anexa versumn prehm inar de manuscnto}

EVALUACION DEL EFECTO PREVENTIVO DE LA ADMINISTRACION DE AdLL37 y AdHBD3 EN LA
REACTIVACION DE LA INFECCION CRONICA SIMILAR A LA TBL.

4

Después de inducir la supresion del s:stema inmune a través de la administracion de corticosterona
én el agua de bebida de los ratones, estos fueron sacrificados y las muestras biolégicas fueron utilizadas para
determinar, en primeriugar, la carga bacteriana. El grupo de ratones tratados con una sola dosis de AJHBD3
y AdLL37 (5 x107 pfu) presentaron significativamente menor carga bacteriana en comparacion con el grupo
de ratones administrados con el vector vacio (Ad70).
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EFECTO PREVENTIVO DE LA -ADMINISTRACION: DE AdHBD3 ¥ AdLL37 EN’LA, REACTIVACION DE LA TB CRONICA SIMILAR A LA
TBL. (&) Carga bacteriana posterior a Ja induccién de la reactivacion con corticosteréna, ta disminucion dél nidmero de bacterias en
ratones tratados con adenovirus que codifican para AMPs es sigrificativamente menor gue ‘el adenovirus vaclo conitrol (Ad70). {8
Portentaje de neumonia posterior a la induccidn de la. reactivacidn de la enfermedad. (C) Para la.cuantificacion del drea de granulomas
se tomaron por lo menos 3 campos de 5 diferentes ratones de cada adenovirus © grupe control. (D-G) Caracteristicas histolégicas
representativas. Bl grupo Ad70 muestra grandes sreas de néumonia (asterisco). En-contraste los ratones tratados-con AGHBD3 mostraron
discreta inflamacién perivascular v peribronguial; o aguellos tratades ¢on AdLL37 presentan cliroulos de células inflamatorias alrededor
de vasos sanguineos. (flechas). Los tejidos fueron teflidos con hematoxilina/eosina {magnificatién x 2500). Los datos son expresados como
promedios con su desviacidn estdndar; asteriscos representan significancia estadistica; o < 0.05

El andlisis histolégico de los pulmones obtenidos 2 meses posterior a la administracién de los
adenovirus recombinantes y un mes posterior a la induccién de la inmunosupresién con corticosterona mostré
una disminucion estadisticamente significativa de el porcentaje de neumonia en ratones tratados con AdHBD3
y AdLL37. La presencia de un mayor nimero y tamafio de granulomas fue eviderite para ambos grupos a

evaluar,

o

Para poder evaluar el efecto de la administracion de los distintos adenovirus recombinantes en la inmunidad
innata y adaptativa, se determind la expresion y el nimero de células positivas para TNfe, IFNy e iINOS por
inmunochistoguimica y morfometria automatizada, respectivamente,

Aquellos animaies tratados con AdLL37 o AdHPBD3 presentaron intensa positividad para los respectivos AMPs
en macrofagos de-dreas neuméonicas y en el intersticio alveolocapilar, confirmando la expresion adecuada de
los AMPs por parte de los adenovirus recombinantes. Las zonas correspondientes a infiltrados perivasculares
mostraron una importante positividad para IFNy. De la misma forma, los macréfagos localizados en




granulomas y &reas de neumonia presentaron positividad para TNFo e iINOS. Los ratones control presentaron
discreta positividad para las citocinas antes mencionadas.

La cuantificacién por medio de morfometria automatizada demostré un incremento de 2 veces el nimero de
células positivas en ratones tratados con AJHBD3 o AdLL37 con respecto al grupo de animales control.

MICROGRAFIAS DE _!NMUNOH]STOQUiMiCAS REPRESENTATIVAS DE PULMONES DE RATONES INFECTADOS CON AMb Y

TRATADOS CON-AQLLIZ. (A) Pulmones provenientes de grupos tratados con Ad70 mostranido negatividad para LL37. (B) En contraste,

0§ macrofagos presentes eféreas nelmonicas presentan marca intensa para LL37. {C) Las mismas dreas presentan positividad para TNfa.

{D) Abundantes finfocitas.en’la. periferia de vasos sangui‘heo’s muestran marca jotensa para IFNy. (B} Los granulomas presentes contienen

abundantes macréfagos. con marcgje positivo para INOS, (F) Area de neumonia en parches también mostiaron intensa Inmunotincion
B

para INOS,
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MICROGRAFIAS DE INMUNOHISTOQUIMICAS REPRESENTATIVAS DE PULMONES DE RATONES INFECTADOS CON Mth Y
TRATADOS. CON AdHBD3. (A) Ratones tratados con Ad70 no mostraron positividad para H-D3. (B) Algunos macréfagos en dreas de
neumonia presentan positividad-para H+D3, () Estas reas présentan numetoios Facrdfagos con positividad para TNFo. () Aquellos
linfocitos. alrededor de vasos sanguineos yvias aéreas presentan. interisa positividad para [FNy, Los macrofagos Jocalizados en granulormas
(E}y areas de neurnonfa (F) también presentaron positividad importante para INOS.

AdLL37
AdHBD3
3 Ad70

Bl ss

% de células positivas

TNFa ' IFNy |NOS
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PORCENTAIE DE CELULAS POSITIVAS PARA TNFq, IFNy E iNOS EN RATONES TRATADOS CON DIFERENTES ADENOVIRUS. Se
midieron tres areas de neumonfa al azar para determinar &l ndmerode células positivas y negativas por inthunchistoquimicay morfometria
automatizada en 5 ratones diferentes de cada uno de los grupos. El porceritaje de células positivas.fue determinado para. cada citocing
Indicada, Los datos son expresados como: promedios con su desviacion esténdar; los asteriseos representan significancis estadistica; p <
0.05

Los ratones BGD2F1 (C57BL/6) 7 DBA/ZD fueron‘fcémp'rados de Jackson Laboratories (Bar Harbor, ME, USA)

Los resultados obtemdos sobre el efecto prevent;vo de los adenov;rus recombmantes enla reactnvac n’ﬁez la
TBLya han sido pubhcadm' .

_=Ramos Espinosa O, Hernandeszazan S Franc:sco»CruzA Mata- Espmosa D Barrlos~PayarsJ Marquma»Castdio
B, et al. Gene therapy based in antimicrobial peptides and promﬂammatory cytokine prevents reactwatzon of
expenmental latent tuberculoszs Pathog Dis (2016) 74(7).
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Gene therapy based in antimicrobial peptides
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mmﬂamma‘mw cymkme prevents reactivation
of-experimental latent tuberculosis
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Brenda Marquina-Castillo!, Fernando Lopez-Casillas?, Marta Carretero?,
Marcela del Rio** and Rogelio Herndndez-Pando®*

1Section of Experimental Pathology, Department of Pathology, National Institute of Medical Sciences and
Nutrition Salvador Zubiran, México City, México, ?Department of Cell Biology, Cellular Physiclogy Institute,
National Autonomous University of México, México City, Meéxico, *Epithelial Damage, Repair and Tissue
Engineering, Ciemat-Fundacién Marcelino Botin, Complutense University, Madrid, Spain and *1IS-Fundacién
Jiménez Diaz, Madrid, Spain :

*Corresponding author: Section of Experimental Pathology, Department of Pathology, National Institute of Medical Sciences and Nutrition Salvador
Zubirdn, Vasco de Quiroga No. 15 Colonia Belisario Dominguez Seccién XVI Delegacién Tlalpan CP 14080, México City, México. Tel: +52-55 54 85 34 91;
Fax: +-52-55 54 85 34 91; E-mail: thdezpando@hotmail.com

One sentence summary: Gene therdpy in the form of recombinant adenovirus encoding proinflammatory cytokine or antimicrobial peptide is a

potentially useful system to prevent reactivation of latent tuberculosis.
Editor: Patrick Brennan

ABSTRACT

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) latent infection can lead to reactivation. The design of new strategies to prevent it is an
important subject. B6D2F1 mice were infected intratracheally with a low dose of Mtb H37Rv to induce chronic infection.
After 7 months, mice were treated with one dose of recombinant adenoviruses encoding TNF«, g defensin-3 and LL37.
Immunosupression was induced 1 month later with corticosterone. In comparison with the control group, mice treated
with adenoviruses showed significantly less.bacterial load and pneumonia, the adenoviruses encoding TNF« and LL37
being the most efficient. Gene therapy based in a proinflammatory cytokine or antimicrobial peptides is a potentially useful
system to prevent reactivation of latent tuberculosis.

Keywords: innate immunity; latent tuberculé"sis; gene therapy; antimicrobial peptides; proinflammatory cytokine;
experimental models
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INTRODUCTION tious agent in the history of humanity, and one of the most im-
portant causes of mortality in adults infected with human im-
munodeficiency virus (World Health Organization (WHO) 2014).
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), the main causal agent of TB, is

With more than 1.5 million deaths annually in the world, tu-
berculosis (TB) is the leading cause of death by a single infec-

Received: 3 March 2016; Accepted: 27 July 2016
© FEMS 2016. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oup.com
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ABSTRACT ¥ ey

Introduction: Tuberculosis (TB) Is the first cause of mortality by a single infectious agent in the world,
causing more than one million deaths worldwide as reported by the World Health:Organization (WHO).
For the-optimal control of TB infection, a protective immune response that limits -bacterial spread

withtout causing damage to the host is essential. Although most healthy individuals are capable of -
generating protective responses, patients who suffer pulmonary TB commonly present a defective

immune function, : : :

Areas covered: We intend to ‘highlight the potential- of novel immunotherapeutic strategies that
enhance and promete-effective immune responses. Theufollowing. methodology was undertaken for
establishing a- literature search: the authots used PubMed to search for ‘Pulmonaty Tuberculosis’ and
keywords that denoted:-the novel.immunotherapeutic strategies discussed in length in the text includ-
ing antibodies, antimicrobial peptides; cell therapy, cytokines-and gene therapy.

Expert commentary: The current-therapeutic regimens for this-disease are comiplex and involve the
prolonged use of multiple antibiotics with diverse side- effects that lead to therapeutic failure and
bacterial resistance. The standard appliance of immunotherapy and its deployment to vulnerable
populations 'will-require coordinated work and may serve as a powerful tool 1o combat the ensuing

ARTICLE HISTORY
Received 8 January 2018
Accepted 22 March 2018

KEYWORDS
Antibodies; antimicrobial
peptides; cell therapy;
cytokines; gene therapy;
pulmonary tuberculosis

threat-of TB. ! :

1. introduction

.
Tuberculosis (TB) is an infectious disease caused mainly by
Mycobacterium tuberculosis (Mtb) that has a wide variety of
clinical scenarios, of which pulmonary TB is the most frequent.
In 2016, 10.4 million new cases of active TB and 1.3 million
deaths were reported [1]. Hence it is one of the 10 leading
causes of death in developing countries and the leading cause
of death in patients coinfected with HIV [2]. In response to this
problem, several measures have been implemented by the
WHO, which contributed to produce a slow decrease in the
incidence of TB since 1990 (1.5% per year) and a reduction of
47% in total mortality [3]. However, the global elimination of
TB in the coming decades seems implausible. One of the most
important reasons of this problem is the multiple limitations of
current pharmacological treatment, although it is effective
against most cases of drug-sensitive TB; the need for its pro-
longed use and high toxicity [4,5] as well as the socioeco-
nomic conditions of the patients have resulted jn a constant
abandonment of treatment and the emergence of multidrug-
resistant TB (MDR-TB) strains [6,7]. Despite the recent devel-
opment of some useful drugs for TB caused by MDR strains,
cases of resistance to these new medications have already
been reported [8-10]. The discovery and application of immu-
notherapies to improve the protective immune response in
infectious diseases remains a promising field and pulmonary

= TB is not the exception [11-13]. In this review, we intend to

highlight the different types of immunotherapy based on
experimental results obtained basically in murine models of
pulmonary TB, that we consider that have a high potential for
its later evaluation and use to prevent reactivation in persons
with latent infection or to shorten chemotherapy in patients
with active TB.

2. The immune response in TR

The immune response in pulmonary TB, a fine-tuned interac-
tion of diverse innateé and adaptive immune cells and mole-
cules, is shaped by genetic and environmental factors of the
bacteria and the host.

Mtb is generally transmitted through small inhaled particles
coughed from an individual with active pulmonary TB. These
particles enter the airways, where they can reach bronchial
and alveolar epithelial cells that generate protective immune
responses against Mtb infection mainly through the produc-
tion of antimicrobial peptides (AMPs) (surfactant lipid mono-
layer, defensins), and through priming of other subsets of
specialized innate immune cells including mucosal-associated
invariant T cells (MAIT), natural killer (NK) T cells, and y&
lymphocytes [14,15]. The recruitment of dendritic cells (DCs)
to the site of infection and the later priming of naive T cells

CONTALT Rogelio Hernandez-Pando @ rhdezpando@hotmail.com @ Section of Experimental Pathology, Department of Pathology, National Institute of Medical
Sciences and Nutrition Salvador Zubirén, Vasco de Quiroga No. 15 Colonia Belisario Dominguez Seccion XVI Delegacién Tlalpan CP 14080, México City, México
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Ciudad Universitaria, a 16 dias del mes de octubre de 2019 se celebré el examen para
obtener el grado de DOCTOR EN CIENCIAS, gue sustentd | A

[ A lde nacionalidad mexicana, registrado con el niimero de cuenta 300841066,

qwen curso los estudios en el periodo comprendido de 2014 a 2018-2, y cumplié con
los requisitos académicos sefialados en el plan de estudios corréspondiente, presentado
la tesis: "Efecto inmunoterapéutico ¢ inmunomodulador de la B-defensina humana
3 (HBD3) y la catelicidina (LL37) en la tuberculosis pulmonar murina”

Dirigida por el: Dr. Rogelic Enrique Herfaridez Parido
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has attended the 12th International Adenovirus Meeting (IAM) held in
Barsinghausen, Germany on August 16th- 20th, 2016

PD Dr. med. Albert Heim
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Institute of Virology

Hannover Medical School :

The Organizing Conumittee

Albert Heim, Anja Ehrhardt, Florian Kiihnel, Thomas Dobner, Thomas Speiseder
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A

visit ug‘on‘the web at hitp/fwww.gre.org

Certificate of Participation

03/04/2017 ) ~
A | This is a certificate of participation for:

National Institute of Medical Science and Nutritisrr Conférence: Antimicrobial Peptides
Salvador Zubiran o Dates: 02/26/2017 - 03/03/2017

Experimental Pathology Department Location: Four Points Sheraton / Holiday Inn Express in Ventura CA United
Vasco de Quiroga 15 Seccion 16 Delegacion States
Tlalpan .

Mexico City, 14080 :

Mexico

This letter certifies j}our participation as a Poster Presenter at the Gordon Research Conference on Antimicrobial Peptides held
02/26/2017 - 03/03/2017 at Four Points Sheraton / Holiday Inn Express in Ventura CA United States.

Presented poster titled: Gene therapy based in antimicrobial péptides for experimental tuberculosis
Dr. Nancy Ryan Gray, President and Chief Exgcutive Officer
Gordon Research Conferences
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INSTETUTG RACORAL DE
CIENCIAS REDICAS
¥ NUTRIZION
SALVADOR 200IEEN

. SALUD |

SECRPTARTA OF SALLHD

Meéxico Cd., Mx a 23 de julio de 2020.
No. Oficio CICUAL/033/20

DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y ANATOM!A PATOLOGICA
Presente. N

Estimado Dr. Hernéndezf

« Por este conducto le informo que la vigencia de su proyecto intitulado: “EFECTO
INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA
3(HBD-3) Y LA CATELICIDINA{LL37) EN LA TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA”, con
registro CINVA-PAT-1580-15/19-1 finalizé-el 09 de junio de 2020, por lo que le solicito de la
manera mas atenta me haga saber si el proyecto requerird una prérroga. En caso afirmativo,
favor de enviar al CICUAL el periodo de extension que solicita y de requerir un mayor niimero
de animales especificar y justificar como se ufilizaran y los procedimientos experimentales que
se llevaran a cabo con los mismos. En caso de no redquerir una prorroga favor de llenar el
formato de cierre del proyecio due se anexa a la presente (en hoja membretada e impresa) y
adjunte los siguientes documentos indispensables para la conclusion del proyecto:

1. Formato de cierre R,

2. Informe final -

3. Productos de Investigacion derivedos del proyecto (articulos, tesis, libros, capitulos de
libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

&

Sin mas por el momento quedo de usted.

ATENTAMENTE

DRA. GABRIELA ALET JAN ESCONDRILLAS
SECRETARIA DEL COMITE INTERNO DE CUIDADO Y
USO DE ANIMALES DE LABORATORIO.

9

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

GAE/bdr

Avenida Vaseo de Quirogs N¢. 15, Colonia Balisarie Dominguez Seecltdn XV, €. . 15080, Alcaldfa Tialpar,
Ciudad de México, México, Tel {52} 54 87 09 D00 www Inemnase, my
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidon XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Mexico, Distrito Federal
(52)54870900

WWW.IinCmnsz.mx

2019, Ao del Caudillo Ael Sur, Bmilians Zapata’

Ciudad de México a 5 de julio de 2019.

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora CICUAL

INCMNSZ

Presente

Estimada Dra. Bobadilla:

u

En respuesta a su oficio no. CICUAL-130-19 en el gque me solicita el
cierre del ©proyecto intitulado: “EFECTO INMUNOTERAPEUTICO E
INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA 3 (HBD3) Y 1A
CATELICIDINA (LL37) EN UN MODELO DE TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA” con
de registro PAT-1580-15/19-1,hago de
proyecto aun se encuentra vigente dado que se solicité por cuatro

no. su conocimiento que el

afios y de acuerdo a la carta de aprobacidén fechada 9 de junio de 2016

aun estd vigente (se adjunta copia). Cabe mencionar que el trabajo se

A -
encuentra en escriftura para su publicacién.

Adjunto al presente informe dé>avances, productos de investigacién
derivados del proyecto.

Sin més por el momento me despido con cordiales saludos.

Atentamente,

([ #52, INS. BACIONAL DE CIENCIAS )
(«g@;} MEDICAS Y NUTRICION
& “gALVADOR ZUBIRAN"

Dr. Rogelio Enriqﬁe Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F L
Departamentd de Patologia

Seccidn de- Patologia Experimental.

}‘
N

y
TRl Dese 1595
Co%té de investigacﬁ%‘i

en Animales

et

C.c.p: M. V. Z. Mariela Contreras Escamilla - Jefa del DIEB
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INSTITUTO NACIONAL DE

CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICION . ) o

SALVADOR ZUBIRAN » . - Ciudad de México., a 9 de junio de 2016.

Dr. Rogelio Ennque Hernandez Pando
Depto. Patologia Experlmental
Presente. R

REF: CINVA-1580 PAT-1580-15/19-1

Estimado Dr. Hernandez: - , :

Habiendo analizado detalladaménteg el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Efecto inmunomodulador de la Beta defensina humana 3 (HBD) y la catelicidina
(LL37) en la tuberculosis pulmonar muring”

Este comlte ha dictaminado APROBARLO con una observacién. Y se autoriza el uso de
1880 ratones Balb/c. e

Mencionan ratones B6D2F1 y en el documento no vuelven a aparecer. Los investigadores
han respondido adecuadamente. No. de animales: 940 ratohes BALB/C x 2 = 1880 (ya esté

incluido el 10% por posibles pérdidas).

Sin més por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
Avernida Vasco M&/.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Quiroga No. 15
Colonia Belisario NAB/nom
Dominguez Seccién XVI
Delegacién Tlalpan
Codigo Postal 14080 y
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.IinCcmnsz.mx



“2019. Afo del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRiI1CION
SALVADOR ZUBIRAN

DR. ROGELIO HERNANDEZ PANDO
Departamento de Patologla Experlmental
Presente. : w4

Estimado Dr. Hernandez.:

ierdad de México a 28 de junio de 2019. 01 9

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR

No. Oficio CICUAL-130-19  FMILIANOZAPATA

Por este conducto me permito solicitar el cierre del Protocolo: “EFECTO
INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA
HUMANA 3(HBD-3) Y LA CATELICIDINA (LL37) EN LA TUBERCULOSIS
PULMONAR MURINA.” con registro PAT-1580-15/19-1; finalizé6 en agosto de 2017.
Debido a que el periodo de realizacion ha concluido, le sohmto de la manera mas atenta
lleve a cabo el cierre del proyecto y adJunte los s:gwentes documentos indispensables

para la conclusién del proyecto:

1. Formato de cierre del protocolo, el cual adjunto, este debe de ir en hoja membretada

e impreso.- 4
2. Informe final -

3. Productos de Investigacion denvados del proyecto (articulos, tesis, libros, capitulos

de libro, patentes presentaciones en congreso entre otros).

Sin mas por el momento quedd de usted.
Atentamente

A

Dra. N a A. Bobadilla Sandova

Coordinadora de la Comision de Investigacioniegn Animales
{’//
c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB t/ 4 . )
NABS/bdr ’ AT @S
I! ;Lr pa—l JE
TINSTITUTO N ACIONAL DE | o
CIENTIAS MED;%AT: 75l R
. N U T Rt C
Avenida Vasco de SALVADOR ZUBIRAN. f}){\f\g&
Quiroga No. 15
Cofonia Belisario
Dominguez Seccion XVI 7
Delegacidon Tialpan f / ﬂ/ ,
Cédigo Postal 14080 " :
Crudad ae México DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA
Tel. (52-55)54870900 M

www.incmnsz.mx
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SALVADOR ZUBIRAN , B Ciudad de México., a 9 de junio de 2016.

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Depto. Patologia Experimental
Presente. ’ ;
REF: CINVA-1580 PAT-1580-15/18-1

Pstimado Dr.Hernandez: |

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

e s ~

“Efecto inmunomodulador de la Betla defensina humana 3 (HBD) vy la calslicidina
(LL37) en la tuberculosis pulmonar murina”

Este comité ha dictaminado APROBARLO con una observacion. ¥ se autoriza el uso de
1880 ratones Balb/c. e

4

Mencionan ratones B6D2F1 y en el documento no vuelven a-aparecer. Los investigadore
han respondido adecuadamenté. No. de animales: 940 ratones BALB/C x 2 = 1880 (ya esté
incluido el 10% pof posibles pérdidas). i p—— et
i /- > e e . E
@ STITUTO NACONALDE s
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INCMNS? TTeRAN
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Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Dra. Nor . y| /NS NACIONAL BE CIENCIAS
: : L T e L MEDICAS Y NUTRICION
Coordinadora de la Comision de Investigatsp# en’Ahih2fgszusirdx-
| 173 JUN 2016
) DIRECCION DpE

_INVESTIGACION

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacién
Avenida Vasco Ma/.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Quiroags No. 15 )
Colonia tzlisario NAB/nom
Dominguez Seccion XVi
Delegacidon Tlalpan .
Cédigo Postal 14080 ¥
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.inCmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

. México D.F. a 23 de mayo de 2016.

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval.
Presidente del Comité de Investigacion
Presente.

Por medio de este conducto envio respuesta a las observaciones hechas por la CINVA al
presente protocolo Titulado: -

“Efecto inmunomodulador'de la Beta defensina humana 3 (HBD) y la catelicidina (LL37) en la
tuberculosis pulmonar murina” Segunda vez”. CINVA-1580, PAT-1580-15/19-1,

Revisor 2 : -
El formato de apoyo esta incompleto:

Punto 5: No se especifica como se calculo el tamaho de la muestra por lo tanto no se justifica
el gran nimero de animales que estdn solicitando.

De acuerdo a la metodologia descrita en el protocolo en extenso, se calcularon un total de 12
ratones por dia de sacrificio. Esto tomando en cuenta que: 6 ratones se destinaran para llevar
a cabo la cuantificacion de la carga bacilar, 3 ratones para el estudio histolégico y 3 mas para
realizar técnicas de biologia molecular (q-PCR). Desafortunadamente, debido a la metodologia
que cada técnica requiere, no es posible compartir las muestras. Las muestras destinadas para
la cuantificacién de carga bacteriana son homogenizadas con PBS tween, imposibilitando su
uso para extraccion de acidos nucléicos. De la misma forma, aquellos pulmones perfundidos
con etanol no pueden ser utilizados para llevar a cabo otras técnicas. Por lo tanto, este es el
nimero minimo de animales que se requiere no solo para obtener las muestras necesarias y
poder obtener una diferencia estadisticamente significativa, asi mismo, es el minimo requerido
para poder publicar los resultados. Se solicita un 10% agiicidnal de animales para el caso de las
pérdidas durante el experimento. También consideramos los ratones necesarios para llevar a
cabo una repeticion en un periodo no mayor a 2 afios.

Punto 15: No se describen los criterios para establecer punto final humanitario.

Para establecer el punto final humanitario se tomardn en cuenta los siguientes pardmetros:
Caquexia, taquipnea, adinamia, piloereccidén y postura encorvada.

Punto 17: No se define el nivel de bioseguridad de los animales.

Manejo de desechos y medidas de biosequridad:




El NIH ha designado a los adenovirus como organismos del Grupo de Riesgo 2 (age'n”t‘es‘que
pueden inducir enfermedad en humanos, rara vez es grave y para las que las intervenciones
preventivas o terapéuticas a menudo estdn disponibles)[1] que deben trabajarse en un nivel
minimo de bioseguridad 2 (BSL2)[2]. Los animales utilizados para los estudios relacionados con
adenovirus deben ser alojadds‘én cajas ventiladas bajo presién negativa y aire suministrado a
través de filtros HEPA y manipulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 2 [2].

Los procedimientos de generacion y utilizacion de adenovirus se realizardn dentro de un
gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad lll. Al final de cada procedimiento, Ia
superficies de trabajo, todo el material y los desechos que tuvieron contacto con adenovirus
seran inactivados con_ Clid6x™ "1:1:18 partes de agua/15min (este desinfectante es mas
efectivo que el cloro y no dafia el acero inoxidable), estos organismos son susceptibles a la
accion del cloro y se recomienda que las superficies de trabajo se limpien con cloro al 10% por
10 minutos [2] dentro del gabinete de biosegufidad, para sacarse del gabinete se colocaran en
bolsa roja resistente al proceso de esterilizacién (121°C/21lbs/20min) marcada con la leyenda
“RESIDUQS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”.

Para el transporte de agentes patégenos (adenovirus o micobacterias) del laboratorio de
patologia experimental a las instalaciones en el DIEB, los viales se colocan en bolsa burbuja
rodeada de material absorbente y se coloca un refrigerante-dentro de un contenedor plastico
disefiado para ilevar muestras bioldgicas de forma segura para todos los modos de transporte
(Bio-Bottle, tapa anaranjada de altura 23cm por 12cm de didmetro, con capacidad de 2.5L)
etiquetado con el simbolo de sustancia infecciosa y el nombre del patégeno[3].

Todos los procedimientos en donde se utilicen micobacterias, se realizardn dentro de un
gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad Ill en las instalaciones de patologia
experimental en el DIEB del INCMNSZ. El material de cama que esta en contacto con los ratones
infectados con micobacterias y tratados con adenovirus se maneja dentro de gabinetes de flujo
laminar con nivel de bioseguridad Ill, el aserrin es depositado en bolsa roja resistente al
proceso de esterilizacion (121°C/21lbs/20min), marcada con la leyenda “RESIDUOS
PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCV!,OSOS"', de igual manera los caddveres de los ratones, se
colocardn en otra bolsa de iguales caracteristicas, etiquetada con la fecha y nimero de ratones,
para el mismo proceso de esterilizacién. Una vez completado el ciclo de esterilizacion la bolsa
roja que contiene los caddveres se colocara dentro de una bolsa de pldstico amarilla marcada
con la leyenda_“RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”, la cual sera trasladada al
depésito temporal de RPBI's del instituto.

REFERENCIAS:

Guide to Biosafety at Vanderbilt conducting research with n.d.;2:322-2057.
www.safety.vanderbilt.edu. ) , O
Lentivirus Biosafety Information and Handling Guidelines -~ n.d.
http://www.cyagen.com/media/uploads/adenovirus-handling-biosafety-considerations-

T HEE Y



guidelines.pdf.
3. US Department of Health and Human Services. Biosafety in Microbiological and Biomedical
Laboratories. Publlp Heal Serv 1999;5th Editio:1-250. doi:citeulike-article- id:3658941.

Sin mas por el momento me de'spido agradeciendo su atencién a la presente.

Atentamente,

NUAL, QVM

Dr. Rogelio E. Hernandez Pando . -
Investlgador Responsable

Departamento de Patologia

Seccidn de Patologia Experimental.

F

C.c.p: Dr. Gerardo Gamba Ayala — Director de Investigaﬂciéﬁ
M. V. Z. Mariela Contreras Escamilla — Jefa del DIEB
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Dr. Rogelio Hernandez Pando
Depto. Patologia Experimental
Presente. :

Estimado Dr. Hernandez.:

Ciudad de México a 15 de Abril de 2016.

REF: CINVA-1580 PAT-1580-15/19-1

. ¥ ,
Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Efecto inmunomodulador de la Beta defensina humana 3 (HBD) vy la catelicidina (LL37)

en la tuberculosis pulmonar murina”.

Este comité ha dictaminado dejar PENIIENTE la aprobacion hasta que se aclaren las Siguiehtes

obiservaciones:

1. Elformato.de apoyo esta incompleto:. :
Punto 5: No se especifica como se calculd el tamafio de la muestra por lo tanto no se justifica
el gran numero de animales que estan solicitando.
Punto 15: No se describen los criterios para establecer punto.final humanitario.
Punto 17: No se define el nivel de bioseguridad de los animales.

Debido a que el sistema Latis dejé de funcionar, le solicitamos que su respuesta al comité y el
protocolo modificado sea entregado en forma impresa y el pdf por via electrdnica a los correos:

norma.pobadillas@incmnsz mx v navelori@hotmail.com. B 8\"
- | ' =, INSTITUTO NACIONAL DE CIENCTA:
Sin mas por el momento quedo de usted. N MEDICAS Y NUTRICION
. : - ~aRp
— Atentamente, 15 ABR e %
M%gmlgwm DE ClENCIAS '
,,sﬂgfgnvpmzumm@% Devma.. . —c VR, 2
'R ZUBIRAN® INVESTIGACION EXPERIMEN'T A<
PR, o AVE <1 Ta ualad o T 3 i
15 ABR 2015 — , Ao
C@mﬁgé de 51’?%’@535 . ! S L, . L. A .
, serginadora de la Comision de Investigacion en Animales
en %ﬂﬂm&s@gg@ e ? ' \JN’
. &
$ #“'Nﬁ
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacien ﬁ’\ &

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080 ¥
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
Fowww.incmnsz.mx

NAB/nom

D!RECC!O
N D
\L&Yiﬁﬁmﬂﬁ_,f%.",éi‘il‘ﬁf’ E”




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

feutsion 15

S %0

México D.F. a 8 de febrero de 2016.

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval.

Coordinadora de la Comisién de Investigacién en Animales.

Presente.

En atencibn a las recomendaciones eémitidas por la CINVA para el Protocolo de'Investigacién Expefimerital
Titulado: ¥ :

“EFECTO INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA 3 (HBD) Y LA CATELICIDINA (LL37)
EN LA TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA"

BTN -~

Observaciones: RN

1. Si el proyecto no cuenta con financiamiento aun, se sugiere que el titulo se especifique la cepa y el

- sexo de la especie de ratones que se utilizaran.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidén XV}
Delegacién Tlalpan

- . Cédigo Postal 14080

México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

- Debido a que el proyecto no cuenta con financiamiento, se decide modificar el titulo al siguiente:

“Efecto inmunoterapéutico e inmunomodulador de la Beta defensina humana-3 (H8D-3) y la catelicidina

(LL-37) en un modelo de tuberculosis pulmonar progresiva, latencia y transmisibilidad en ratones BALB/c

y B6D2F1” :
& . ’

2.- Justificar el uso de los 3 adenovirus y definir claramente las dosis que utilizaran y si han sido

utilizadas préviamente. -

- De acuerdo con lo reportado en la literatura:

Los adenovirus han sido utilizados como vectores de transferencia que contienen y expresan genes con
propositos terapéuticos (1). Los adenovirus que fueron utilizados son clasificados como de primera
generacién, cuya manipulacién genética eliminé las regiones tempranas E1 y E3, esenciales para la
replicacion y codificacidon de protefnas involucradas con la evasidn de la respuesta inmune (2). En el
espacio deletado puede acomodarse un transgén, que se introduce por ligacidn enzimatica' o por
recombinacidén homdloga. La generacién y propagacién de particulas viricas con genoma deficiente en E1
y E3 se lleva a cabo mediante transfeccidén en lineas celulares que han incorporado establemente las
regiones virales indispensables deletadas (células 293 o células 911). En estas células se completa el ciclo
litico y en el medio de cultivo se recogen los adenovirus recombinantes. (3)

Los adenovirus presentan varias ventajas como vectores de transfeccidn:
~

N

e .Son.muy eficientes para infectar.células in vitro e in vivo.
e [nfectan con igual eficiencia células quiescentes o replicativas.

e Tienen un amplio tropismo y capacidad para infectar un ext @!NS”T{?LCQNQ@ células eucariotas
procedentes de distinto tejido o especie, principalmente tejido i“ ir orhpgg NACIONAL B CIENGIAS)

) ; o & MEDISAS ¥ NyTRIC
e La expresidn del transgén es transitoria y no son capaces de repfi€arse, Idnmlﬁfmaacgbsﬁg@a&s para

. * N

L §0LDG!A




-e No-seintegran al-genoma-porlo-que se-evita el riesgo de-mutaciones-por insercién, por lo cual son
inocuos. -
e Son producidos eficientemente en altos titulos (mayor a 10%pfu). -

Los adenovirus recombinantes tienen un gran tropismo por el epitelio respiratorio, favoreciendo su uso
en nuestro modelo. Una'vez que son:captados por las células blanco, los adenovirus son eliminados del
organismo después de algunos dias, por lo que la expresién de la citocina es transitoria. (4,5)

La terapia génica en los modelos de TB pulmonar experimental surge como una herramienta terapéutica
prometedora. La sobreexpresion de citocinas protectoras claves en la infeccién con TB se propone como
una terapia adyuvante en el control y prevencién de la enfermedad. La administracién dnica de
adenovirus recombinantes que sobreexpresan Interferén-y (AdIFNy) y el factor estimulante de colonias
de granuIocitos-macréfagqs\(Ad’GT\/l\CSF\) han demostrado fo previamente mencionado.

Bajo el conocimiento de que IFN-y tiene un importante papel como citocina protectora en la fase inicial
de la TB pulmonar, la administracién de AdIFNy en la fase crénica de la enfermedad generd una
~disminacidn-significativa de facarga batteriana y del drea neumdnica con respecto al-adenovirus vacio. -
Este mismo tratamiento contribuyé para la organizacién y formacién de granulomas de mayor tamafio y -
cantidad. Tras la administracién conjunta de AdIFNy con quimioterapia convencional, los resultados
obtenidos tuvieron mayor.contundencia: menor carga bacteriana y menor neumania. con.respecto al
tratamiento solo con adenovirus. Resqltados similares fueron obtenidos al utilizar un modelo de TB

progresiva con un aislado clinico resnstente a primera linea de antlblotlcos {MDR).(6).

_ -~ .

Con una estrategia experimental similar, se utilizo un adenovirus recombinante que sobreexpresa el factor

estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Esta es una citocina pleiotrépica con
. capacidad reguladora.de.a respuesta inflamatoria induciendo.la diferenciacidn y.activaciéon.de DC’s. Como
se ha reportado previamente, en modelos de TB experimental existe un retraso en el reclutamiento y
maduracién de DC’s, contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune por parte de Mtb (7). Los
resultados observados reflejaron una inmunidad protectora incrementada con activacion rapida de DC’s,
incremento en la produccidn de IFN-y, TNF-a y la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), permitiendo el
control eficiente del crecimiento bacterianoqy de el dafio histoldgico por neumonia, con generacién de
mayor nimero de granulomas y de mayor tamafio con respecto al adenovirus vacio. El mismo tratamiento
fue efectivo en la prevencién de la reactivacion de la infeccién crénica murina similar a la TB latente y en
la transmision (8). De acuerdo a lo anterior, se puede evidenciar que el producto terapéutico (GM-CSF 6
IFN-y) de los adenovirus tiene un impacto lmportante en la resolucidn de la enfermedad.

En este proyecto se utilizaran 2 adenovirus que expresan B-defensina humana 3 y catelicidina (AdBdefy
AdLL37) respectivamente. Esto es basado en la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora que han
demostrado ambos péptidos, por lo que se espera una disminucion de carga bacteriana y lesién pulmonar
en ratones tratados. El adenovirus control (vacio) se denomina AdGFP. AdBdef, AdLL37 y AdGFP fueron
construidos con fa misma metodologia que los antes mencionados, por lo que tienen un comportamiento
- similar.

Nuestro modelo emplea dosis de adenovirus similares a las empleadas en los experimentos antes
mencionados. Adicionalmente, se han realizado experimentos para evaluar el efecto histoldgico de 3
diferentes dosis de adenovirus (alta, media y baja) encontrandose Unicamente infiltrados inflamatorios
peribronquiales leves en dias tempranos, resolviéndose a los 7 dias sin evidenciar dafio histolégico.en
ninguna de las 3 dosis. Se decide utilizar una dosis de 5.47x107 pfu/ml (media) de acuerdoala eﬁcaaa en
la produccion del péptido y menor dafio histoldgico. '




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
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3. Se sugiere realizar una tabla o esquema que justifique los grupos experimentales y la linea de tiempo
para que sea claro la distribucion de los ratones que se solicitan. Asi mismo, se sugiere que se entregue
un plan de trabajo en donde se aclare cdmo se solicitardn los ratonés en el tiempo de estudio que se

propone.
AL
MODELO INFECCION: GRUPOS CINETICA DE . No.DE No. FECHA DE
CEPA Y No. SACRIFICIQ{DI’AS RATONES RATONES ENTREGA DE
DE POSTRATAMIENTO) SACRIFICADOS TOTALES RATONES
BACTERIAS N POR GRUPO
TB PROGRESIVA H37RV - Ad-HBD3 7,15,30,60Y 120 12 240
250 000 H AdLL—3Z: (5 SACRIFICIOS)
bacterias *_ | - “AdGFP ) Marzo 2016
) -PBS
(4 GRUPOS)
TB PROGRESIVA H37RV - Ad-HBD3 + 7,15,30,60Y 120 12 180
(tratamiento con 250 000 Antibidtico -(5 SACRIFICIOS)
antibidticos) bacterias - AdLL-37 +
Antibidtico
- Antibidtico
solo
(3 GRUPOS)"
TB PROGRESIVA MDR - Ad-HBD3 7,15,30,60Y 120 12 240 Septiembre 2016
{cepa MDR) 75000 - AdLL37 {5 SACRIFICIOS)
bacterias - AdGFP - .
. -PBS :
(4 GRUPOS)
TB LATENTE = H37Rv - Ad-HBD3 - 60 20 80
4000 - AdLL-37 (1 SACRIFICIO)
bacterias - AAGFP
- PBS
(4 GRUPOS)
TRANSMISIBILIDAD 5186 - Ad-HBD3 30Y60 20 200 Diciembre 2016
250 000 - AdLL-37 (2 SACRIFICIOS) (10 RATONES g
bacterias - AdGFP INFECTADOS Y
- INH ' 10 RATONES
- PBS NO-
(5 GRUPOS) INFECTADOS)
: GRAN Consideramos
& ~TOTAL . una repeticién
940 con la misma
RATONES cantidad de
ratones en un
periodo no

mayor a 2 aflos.

Quiroga
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan

Los modelos de TB progresiva con la cepa H37Rv pueden ser manejados de'forma'simultanea, por lo que
de primera instancia se requieren 420 ratones. Posteriormente se requerird un grupo de ratones para la
Avenida Vasco de cepa MDR (240 ratones) y finalmente los ratones correspondientes a los modelos de TB latente y de

No. 15 transmisibilidad

mismos.

Codigo Postal 14080 4. Correccion de la dosis de pentobarbital para eutanasia.

México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

(280 ratones). Una vez concluidos los experimentos, se llevara a cabo la repeticion de los




La dosis correcta para eutanasia es: Pentobarbital 210mg/kg via intraperitoneal, dosis Gnica.
Referencias: “

1. Graham FL. Adenovirus vectors:for: high-efficiency gene transfer into mammalian cells. Immunol
Today. 2000; 21:426-428.

2. He TC, Zhou S, Da Costa L, Yu lian, Kinzler KW, Vogelstein. A simplified system for generating

N recombinant adenoviruses. Proc Natl Acad Sci U S A .1998; 95: 2509-2514.
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effects of recombinant adenovirus encoding granulocyte~macrophage colony-stimulating factor in
experimental pulmonary tuberculosis. Glinical and Experimentalimmunology, 171: 283-297.

€ .

Sin mas por el momento quedo de usted. -

Atentamente

AR VA

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Dpto. Patologfa y Anatomia Patoldgica
Seccion de Patologia Experimental

P. A. Dr. Jorge Alberto Barrios Payan

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacién
c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamitla, Jefa del Depto. De Investigacién Experimental v Bioterio
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Dr. Rogelio Hernandez Pando o ngﬁgm | EXPERIMERTA
Depto. Patologia y Anatomia Patologlcé . Y BIOTERO-E T

s

Presente.
REF: CINVA-1580 PAT-1580-15/19-1

Estjmado Dr. Hernandez:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:
“Efecto inmunomodulador de la Beta defensina humana 3 (HBD) y la catelicidina
(LL37) en la tuberculosis pulmonar murina” ‘

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacion hasta que se aclaren las siguientes
Observaciones: T
1. Siel proyecto no cuenta con financiamiento atin, se sugiere que en el titulo se especifique
la cepa y el sexo de la especie de ratones que utilizaran:

2. Justificar el uso de los tres adenovirus y definir claramente las dosis que utilizaran y si han
sido utilizadas previamente.

3." Se sugiere realizar una tabla o esquema que justifique los grupos experimentales y la
linea de tiempo para que sea claro la distribucién de los aproximadamente 1968 ratones
que se solicitan. Asimismo, se sugiere que se entregue un plan de trabajo en dénde se
aclare como se solicitaran los 1920 ratones en los cuatro afios de estudio que se propone.

/

4. Corregir la dosis de pentobarbital para eutanasia.

5. Se recomienda que responsable del proyecto se ponga en contacto con la jefatura del
DIEB para programar la produccion y entrega del numero ratones solicitados

Es importante que las correcciones las hagan en el Sistema sda.

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15 )

Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XV \ . C‘\ \Q . Q/\\)

Delegacién Tlalpan

Codigo Postal 14080 \\?
México, Distrito Federal A Q
Tel. (52)54870900 \ Vf\«u\ W

www.incmnsz.mx .




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 electrénica a
los correos: norma.bobadillas@incmnsz.mx y nayelort@hotmail.com.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Coordinadora de la Comisién de Investigacién en Animales

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

NAB/nom




maﬂ :fm Hacional de Geincias INSTITUTO NACIONAL DE )
iddicas y Mutricion CIEN,CIAS MEDICAS Y NUTRICION

Salvador Zubiran

SALVADOR ZUBIRAN
Direccidén de Investigacién

FORMA UNICA PARA REGISTRO
DE PROYECTOS

FECHA DE RECEPCION: 07/05/2015 ' % CLAVE: PAT-1580-15/17-1

TITULO: EFECTO INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA-3 )
(H?D-3) Y LA CATELICIDINA (LL-37) EN LA TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA

INVESTIGADOR RESPONSABLE: HERNANDEZ PANDO ROGELIO
DEPARTAMENTO O SERVICIO: DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA

TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACISN EXPERIMENTAL

PATROCINADORES: . :
Patro'c'ina'dor Cantidad

VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 0‘3/0.8;2(\)‘15 al 51/08/2017

Trimestre 1 Trimestre 2 Trimestre 3. Trimestre 4

E

COSTO TOTALES DE LA INVESTIGA CION ' INSTITUCIONES PARTICIPANTES

Personal . $0.000

(sueldos y sobresueldos al personal)

Equipos 5 $0.00

(de laboratorio, crputo, transporte, etc.) FIRMAS

Materiales ; $0.0 B

(reactivos, consumibles, desechables, etc.) Ve SATOTTESpOTSabTe 7o 0% Departamento
Animales ‘ $0.00 -

(adquisicién, cuidado, procedimientos, etc.)

Comite de Investigacion en @T’té ye Investxgacmfh\in

R i Humanos ‘Animales

Estudios ! $0.00

. : . ‘ P e’
(de laboratorio, gabinete,especiales,etc.) - Director dg (ayesizeacion ] oval
Viaticos $0.0 B

(reuniones cientificas y trabajo de campo)

Fecha de resolucion

Z
QL Jyl zoig

Publicaciones $0.0

costo directos de publicacion, sobregiro)
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fvenida Vasco Ma/.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
- Quircoga MNo. 15

Cotonia Belisario NAB/nom

Cominguez Seccién XV

Delegacidn Tlalpan

’o’ﬁ'igc Dﬁst ! ”OC”‘ ¥

C|udad de México., a 9 de Jumo de 2016.

Dr. Rogslio-Entigue Hernandez Pande———
Depto- Patologia’Exoﬁmmeh’f”

,,,,,,

Presente
REF CINVA-1580 PAT-1580-15/18.1

‘Estimado Dr. Hernandez:

Habiendo analizado detallaqamep_te el Protocolo de Investigacién Experimental titulado:

NN

3o
Pt

ecto inmunomodulador de ia Beta defensina humana 3 (HBD) y ia catelicidin
(LL37) en la tuberculosis pulmonar murina”

Este comité ha dictarninado ADROBARLO con una observacidn. Y se autoriza el uso de
1880 ratones Balb/c

L

Mencionan ratones B6D2F1 y gn €l docufento no vuelven é’aparecer Los investigadores
han respondido gdecuadamente. No. de animales: 940 ratones BALB/C x 2 = 1880 (ya esta
incluido el 10% por posibles perdldas).

Sin mas por el momento quedo de usted.

_Atentamente,

e

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion <~
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Estudiantes

Nombre Adscripcion Grado a Teléfono - e-mail
obtener

A INCMNSZ, Depto. de | Doctorado 5548609611 C

Patologia y i

Anatomia

Patolégica, Seccion

de Patologia“.‘_, )

Experimental '
Vigencia del Protocolo.

. Mes Afio

Fecha estimada de inicio del protocolo Agosto | 2016
Fecha tentativa de finalizacion., -~ ~ - Agosto | 2017

By

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”. Departamento de Patologia y

Anatomia Patoldgica, Seccién de Patologia Experimental.

N

2) Objetivos Generales y especificos del protocolo:

Evaluar la HBD-3 y LL-37 en su efecto inmunomodulador e inmunoterapéutico en la TB pulmonar

murina:

-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la fase
progresiva de la tuberculosis pulmonar murina.

-Evaluar la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la prevencion de la reactivacion de la
infeccion crénica murina similar a la tuberculosis Ie;tente.

-Evaluar la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la prevencién a corto plazo de la
transmision de M. tuberculosis en convivientes sanos. ﬂ '

-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de HPD-3 y LL-37 en sinergia con
tratamiento convencional con Isoniazida, Rifampicina y Pirazinamida en la fase progresiva del modelo
murino de TB pulmonar.

-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de HBD-3 y LL37 en la fase progresiva del

modelo murino de TB pulmonar con una cepa multidrogoresistente (MDR).
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3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

El tratamiento para la TB es por periodos prolongados (6-18 meses) con diversos antibidticos,
presentando con frecuencia efectos colaterales importantes, condicionando abandono terapéutico,
recaidas y aparicién de cepas multidrogoresistentes (MDR-TB) y extremadamente resistentes (XDR-TB)

gue complica el control de la enfermedad, por ello es necesario buscar nuevas alternativas que sean-

cortas, inocuas, efectivas. d o \

Los péptidos antimicrobianos (AMP’s), *como ‘la Catelicidina (LL37) y las defensinas (HBD’s) son
moléculas catidnicas caracteristicas de la inmunidad innata con propiedades microbicidas e
inmunorreguladoras que surgen como respuesta de primera linea ante agentes infecciosos. Su papel
en la TB experimental se ha descrito previamente: B /

En el modelos de TB progresiva -con ratones BALB/c se ha demostrado una alta expresion de P
defensina 2 murina (mPD-2), principalmente-a los 14 dias de_infeccion, seguido por un descenso
gradual en los dias 21 y 28. La ‘mayor expresién de éste péptido coincide con la formacién de
granulomas y una maxima produccién de citocinas de tipo Th1, mientras que durante la fase avanzada
estas dejan de producirse en coexistencia con mayor crecimiento bacilar y dafio tisular, lo cual sugiere
que estas participan en el control del crecimiento bacteriano. De la misma forma, en el modelo de TB
progresiva, CRAMP (analogo murino de la catelicidina humana) incrementé su produccién de forma
considerable en la etapa temprana, particularmente en el dia 1 post infeccién (Pl), donde se demostré
por inmunohistoquimica (IHQ) la gran expresion. por parte de EC's y. M@’s. El segundo pico de
produccién se observd en el dia 21 Pl, cuando eyiste la méxima actividad protectora mediada por
células tipo Th1. Al dia 60 Pl se ‘observé carga bacteriana incrementéda, extensa neumonia y
disminucién de la expresion de este péptido. Durante-la enfermedad latente, la catelicidina murina se
mantiene incrementada, pero baja en comparacion con el modelo de TB progresiva.

Esta produccién répida de AMP’s se pudiera relacionar con la observacion de que la infeccién primaria
por TB raramente lleva a la enfermedad activa. Quizd la CRAMP y las [ defensinas pueden contribuir a
el mantenimiento de la infeccién latente de forma sinérgica.

Los adenovirus han sido utilizados como vectores 'de transferencia que contienen y expresan genes
con propésitos terapéuticos. Los adenovirus que fueron utilizados son clasificados como de primera
generacion, cuya manipulacion genética eliminé las regiones tempranas E1 y E3, esenciales para la
replicacién y codificacién de proteinas involucradas con la evasién de la respuesta inmune. En el
espacio. deletado puede acomodarse un transgén, que se introduce por ligaciéon enzimatica o por
recombinacién homdloga. La generé’cic’)n y propagacion de particulas viricas con genoma deficiente en
E1 y E3 se lleva a cabo m\edia’nte transfeccion en lineas celulares que han incorporado establemente
las regiones virales indispehsables deletadas (células 293 o células 911). En estas células se completa el

ciclo litico y en el medio de cultivo se recogen los adenovirus recombinantes.

Los adenovirus presentan varias ventajas como vectores de transfeccién:

= Son muy eficientes para infectar células in vitro e in vivo.
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« Infectan con igual eficiencia células quiescentes o replicativas.

» Tienen un amplio tropismo y capacidad para infectar un extenso espectro de células eucariotas
procedentes de distinto tejido o especie, principalmente tejido respiratorio.

o La expresion del transgén es transitoria. No son capaces de repliéarse, lo que los hace seguros.

« No se integran al genoma por Io‘que se evita el riesgo de mutaciones por insercion.

« Son producidos eficientemente en altos titulos (mayor a 10"pfu).

Adicionalmente, tienen un grén tropis@‘ﬁc)‘&por el epitelib respiratorio, favoreciendo su uso en nuestro
‘ modelo. Una vez que son captados pb; las células blanco, los adenovirus son eliminados del
organismo después de algunos dias, por lo que la expresién de la citocina es transitoria.

¢ | La terapia génica en los modelos de TB pulmonar experimental surgen como una herramienta
terapéutica prometedora. La sobreexpresién de citacinas protectoras claves en la infeccién con TB se
propone como una terapia adyU\}ante en el control y prevenciéon de la enfermedad. La administracién
Unica de adenovirus recombinantes ql]é' '§obFéexpresan Interferédn-y (AdIFNy) y el factor estimulante de
colonias de granulocitos macréfagos (AdGMCSF) han demostrado lo previamente mencionado. Bajo el
conocimiento de que IFN-y tiene un importante papel como citocina protectora en la fase inicial de la
TB pulmonar, la administracién de AdIFNy en la fase cronica de la enfermedad generé una
disminucién significativa de la carga bacteriana y de el area neumonica con respecto al adenovirus
vacio. Este mismo tratamiento contribuyd para la organizacion y formacion de granulomas de mayor
tamafio y cantidad. Tras la administracién C(;njunta de AdIFNy con quimioterapia convencional, los
resultados obtenidos tuvieron mayor contundencia: menor carga bacteriana y menor neumonia con
respecto al tratamiento solo con adenovirué Résultados similares fueren obtenidos al utilizar un
modelo de TB progresuva con un aislado clinico resistente a primera linea de antibisticos (MDR). Con
una estrategia experlmental similar, se utilizé un adenovirus recombinante gue sobreexpresa el factor
estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Esta es una citocina pleoyotrépica con
capacidad reguladora de la respuesta inflamatoria induciendo la diferenciacién y activacion de DC's.
Como se ha reportado previamente, en modelos de TB experimental existe un retraso en el
reclutamiento y maduracién de DC’s, contribuyendo a la evasion de la respuesta inmune por parte de
Mtb (23). Los resultados observados reflejaron uné inmunidad protectora incrementada con activacion
rapida de DC’s, incremento en la produccién de IFN-y, TNF-a y la sintasa de dxido nitrico inducible
(INOS), permitiendo el control eficiente del crecimiento bacteriano y de el dafio histolégico por
neumonia, con generacion de mayor nimero de granulomas y de mayor tamafio con respecto al
adenovirus vacio. El mismo tratamjento fue efectivo en la prevencién de la reactivacion de la infeccion
crénica murina similar a la TB latente y en la transmision (24). De acuerdo a lo anterior, se puede
evidenciar que el producto terapéutico (GM-CSF 6 IFN-y) de los adenovirus tiene un impacto

importante en la resolucién de la enfermedad.

En este proyecto se utilizardn 2 adenovirus que expresan p-defensina humana 3 y catelicidina (AdBdef

y AdLL37) respectivamente. Esto es basado en la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora que

han demostrado ambos péptidos, por lo que se espera una disminucion de carga bacteriana y lesidn
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pulmonar en ratones tratados. El adenovirus control (vacio) se denomina AdGFP. AdBdef, AdLL37 vy
AdGFP fueron construidos con la misma metodologia que los antes mencionados, por lo que tienen
un comportamiento similar. Nuestro modelo emplea dosis de adenovirus similares a las empleadas en
los experimentos antes mencionados. Adicionalmente, se han realizado experimentos para evaluar el
efecto histolégico de 3 diferentes dosis de adenovirus (alta, media y baja) encontrandose Gnicamente
infiltrados inflamatorios peribronquiales leves en dias tempranos, resolviéndose a los 7 dias sin
evidenciar dafio histolégico en ﬁjnguna dg ‘|:’:I\S 3 \dosié. Se decide utilizar una dosis de 5.47x107 pfu/mi

(media) de acuerdo a la eficacia en la produtcién del péptido y menor dafio histologico.

ko

Estrategia Experimental ‘

Se utilizaran ratones machos de la cepa BALB/Cde 8 semanas de edad y 22 gr de peso
proporcionados por el Departaménto de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del instituto
Nacional de Ciencias Medicas ¥, Nl]t*ri‘éién\: Salvador Zubiran (INCMNSZ). Los animales seran
anestesiados con vapor de sevoflurano (100 pL por raton dentro de una cdmara de acrilico de
20x20x20 c¢m) para su inoculacién intratraqueal con 250,000 UFC de la cepa prototipo H37Rv de
Mycobacterium tuberculosis, extraidas en fase logarifmica a una densidad dptica de 0.400 a longitud
de onda de 600 nm. Se corroborard pureza con tincion de Ziehl-Neelsen, y se suspenderan en un
volumen de 100 pl de buffer de fosfatos salino.(PBS). Para la inoculacidon intratraqueal los animales se
colocaran sobre una placa de unicel revestida con aluminio y se les sujetaran los incisivos con una liga

de caucho, se introducira una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la traquea.

&

A los dos meses postlnfecaon ¢uando la enfermedad este en fase avanzada se administrara 1 dosis de
Ad-HBD3/LL-37/AdGFP por via IT utilizando el mismo procedimiento para la infeccién descrito
previamente y se evaluara el efecto terapéutico e inmunomodulador durante los dias 7, 15, 30, 60 y
120 postratamiento. Asi mismo se contard con un grupo de ratones a los cuales no se administra el
vector adenoviral (grupo PBS).

Por cada dia de sacrificio se tomaran 12 ratones po‘r grupo. Se evaluara la cantidad de bacterias vivas
por determinacién de unidades formadoras de colonia (UFC), dafio histopatoldgico (Morfometria
automatizada) y cuantificacién de ‘eXpresién de citotinas por qRT—PtR. Se realizard una variante del
modelo de 7B progresiva previo con infeccién de un aislado clinico resistente a la primer linea de
antibiéticos (MDR) con 75,000 bacterias. A los dos meses postinfeccién cuando la enfermedad este en
fase avanzada se administrara 1 dosis de Ad-HBD3/LL-37/AdGFP por via IT y se evaluara el efecto
terapéutico durante la en los dias 7, 45, 30, 60 y 120 postratamiento.

De la misma forma se evaluara el efecto adyuvante de la quimioterapia convencional antifimica tras la
administracién de los adenovirus terapéuticos, siguiendo el mismo modelo de enfermedad progresiva.

Las dosis de antibidticos que se utilizardn son: Rifampicina (10 mg/kg), [soniazida (10 mg/kg),

Pirazinamida (30 mg/kg). Los antibidticos seran administrados en una solucién dnica de lunes a viernes
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en un volumen de 100ul por ratén via intragéstrica por medio de la cénula (ya mencionada
anteriormente para el procedimiento de infeccién), siendo los ratones sujetados de la cola y la parte
superior de la cabeza para exponer la boca y colocar el eséfago lo més recto posible. La cinética de
sacrificio es la misma que en los modelos antes mencionados.

£n el modelo de latencia se evaluard, en grupos de 20 ratones, el efecto preventivo de la reactivacion
por la administracion de los adenovirus recombinantes. Se utilizaran dosis bajas de Mtb H37Rv (4000
bacterias) para infectar ratones BED2F1 por via IT, con lo cual se induce tuberculosis crénica muy
similar a TBL, después de 5~,7 meses se administraran via IT 1 dosis de Ad-HBD3/LL-37/AdGFP.
Después de un mes se administrara cortisona en el agua de bebida a una dosis de 3 mg/L; logrando
s | concentraciones suprafisioldgicas e induciendo la reactivacién de la enfermedad. La prevencién de la
misma se evaluard por detérminacién de UFC y morfometria. Se sacrificardn los ratones un mes

posterior a la administracién de cortisona en un solo evento.

REENIRN ~

S

La contribucién de esta forma de terapia génica en la prevencion de la transmision se evaluara en un
modelo de convivencia entre ratones sanos e infectados via IT con una dosis alta (250 000 bacterias
° cepa 5186) para inducir TB progresiva. 20 ratones sanos y 20 ratones infectados conviven por dos
meses en el mismo microaislador (grupos de 5 ipfectados con 5 no infectados). Un grupo de ratones
no infectados-se le administrara el adenovirus por via IT un dia antes de convivir con los infectados.
Después de 1y 2 meses se sacrificaran como se describi6é previamente para evaluar carga bacilar por
UFC, dafio histolégico y con prueba de thipe‘rsensibilidad cutdnea Esta prueba consiste en la
comparacion del cambio de grosor del cojineteé”plantar de los ratones .conviventes, por lo que se
realizard una medicion inicial del cojinete plantar derecho de ratones sanos. Se administraran 40ul de
un derivado protéico purificado (PPD) rico en ant]'genos de Mtb (concentracién 1.4mg/ml) en el
cojinete plantar derecho. Una vez transcurrido los 30 dias de convivencia se realizard una medicion
comparativa con ‘la inicial. Esta medicion reflejard la respuesta celular inducida por antigenos
micobacterianos expresado como un incremento del porcentaje de cojinete plantar. Esta prueba se
realiza dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase IIl.

Sacrificio, obtencion y destino de muestras

Grupos de 12 o 20 ratones de cada experimento/grupo serén anestesiados con pentobarbital sédico
por via intraperitoneal a una dosis de 210mg/kg y sacrificados por exanguinacién a los dias 7, 15, 30,
60 y 120 de la infeccién por adenovirus. De cada individuo se obtendréan por diseccién ambos
pulmones y bazo, los pulmones de tres individuos por grupo seran perfundidos via intratraqueal con
alcohol absoluto para obtener una adecuada expansién alveolar y se conservadan en alcohol absoluto
para su posterior analisis histologico. Asi mismo, los pulmones, bazos y sueros de 9 ratones de cada
grupo, se congelardn inmediatamente en nitrégeno liquido postdiseccion y seran guardados a -70
grados centigrados hasta su procesamiento. 6 seran ratones serdn utilizados para determinacién de

carga bacilar y 3 para extraccion de 4cidos nucleicos. Se evaluara la cantidad de bacterias vivas por

determinacién de unidades formadoras de colonia (UFC) en medio de crecimiento sélido 7H10,
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medicién del porcentaje de dafio neumdnico por morfometria automatizada y cuantificacion de la
expresion de citocinas por q-PCR. En el caso de los modelos que empleamos 20 ratones por dia de
sacrificio se utilizardn 10 ratones para determinacién de carga bacteriana, 5 para analisis histoldgico y
5 para técnicas de biologia molecular. .
Manejo de desechos y medidas.de bioseguridad.

Los animales utilizados para Ios““vestudioéwso“n al(?jadds en cajas ventiladas bajo presion negativa y aire
suministrado a través de filtros HEPA y man‘i[:))ulados bajo Bioseguridad Animal Nivel 2 [2].

Los procedimientos de generacién y utilizacion de adenovirus se realizaran dentro de un gabinete de
4 flujo laminar éon nivel de bioseguridad Ill. Al final de cada-procedimiento, la superficies de trabajo,
todo el material y los desechos serdn inactivados con Clidox™ 1:1:18 partes de agua/15min (este
| desinfectante es mas efectivo que el cloro y no dafa el acero inoxidable). Asi mismo, las superficies de
trabajo se limpian con cloro al -10% p/;J?HO‘r:ninutos dentro dél gabinete de bioseguridad. Una vez
inactivado, el material de desecho se saca del gabinete de bioseguridad y se coloca en bolsa roja
resistente al proceso de esterilizacion (121°C/21lbs/20min) marcada con la leyenda "RESIDUOS
) PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”. ‘

Para el transporte de agentes patdgenos (adenovirus o micobacterias) del laboratorio de patologia
experimental a las instalaciones en el DIEB, los viales se colocan rodeados de material absorbente y
dentro de una bolsa de cierre hermétiéé.\‘Poste’hriormente, rodeado de refrigerantes, se coloca dentro
de un contenedor plastico disefiado para IIév;r muestras biolégicas de forma segura para todos los
modos de transporte (Bio-Bottle, tapa anarahja&é de altura 23cm powlr?12cm de diametro, con
capacidad de 2.51) etiquetado con el simbolo de sustancia infecciosa y él nombre del patdgeno.

Todos los procedimiéntos en donde se utilicen micobacterias, se realizaran dentro de un g'abinete de
flujo laminar con nivel de bioseguridad Il en las instalaciones de patologia experimental en el DIEB
del INCMNSZ. El material de cama que esta en contacto con los ratones infectados con micobacterias
y tratados con adenovirus se manejard dentro de gabinetes de flujo laminar con nivel de bioseguridad
lll, el aserrin se depositard en bolsa roja resistente al proceso de esterilizacion (121°C/21lbs/20min),
marcada con la leyenda "RESIDUOS PELIGROSOS’BlOLOGICO INFECCIOSQOS”, de igual manera los
cadéveres de los ratones, se colocaran en otra bolsa de iguales caracteristicas, etiquetada con la fecha
y nimero de ratones, para el mismo proceso de ‘esterilizacion. U}1a vez completado el ciclo de
esterilizacién la bolsa rojé gue contiene los cadaveres se colocard dentro de una bolsa de plastico
amarilla marcada con la leyenda ‘RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS”, la cual seré
trasladada al depdsito temporal de RPBI del instituto.

N
. EN

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

Categoria A ,
Experimentos o gjercicios de ensefianza que involucran animales invertebrados, embriones de
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vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.

Experimentos o ejercicios de enseflanza ‘que se espera produzcan poca O ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia Ieve molestia o dolor leve de
corta duracién en animaies vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencion adicional .en proporcion del nivel y la duracion de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ‘ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestia--o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicer o se eliminen. ’

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o -dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la Just|f|caC|on completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

El Investigador debera consultar:
www.ccac.ca/Documents/Standards/Guideline$/Spanish/ANEX15B.pdf

Categoria: | A | B: —Tc |‘D:W“XX | E:

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres "R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacién el Investigador debera consultar: '
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm

De acuerdo a la metodologia descrita en el protocolo en extenso, se calcularon un total de 12 ratones
por dia de sacrificio. Esto tomando en cuenta que: 6 ratones se destinaran para llevar a cabo la
cuantificacion de la carga bacilar, 3 ratones para el estudio histolé?gicd y 3 més para realizar técnicas
de biologia molecular (g-PCR)." Desafortunadaménte, debido a la metodologia que cada técnica
requiere, no es posible compartir las muestras. Las muestras destinadas para la cuantificacion de carga
bacteriana son homogenizadas con PBS tween, imposibilitando su uso para extraccién de &cidos
nucléicos. De la misma forma, aquellos pulmones perfundidos con etanol no pueden ser utilizados
para llevar a cabo otras técnicas. Per lo tanto, este es el nimero minimo de animales que se requiere
no solo para obtener las muestras necesarias y poder obtener una diferencia estadisticamente
significativa, asi mismo, es el minimo requerido para poder publicar los resultados. Se solicita un 10%
adicional de animales para el caso de las pérdidas durante el experimento. También consideramos los

ratones necesarios para llevar a cabo una repeticién en un periodo no mayor a 2 afios.
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8) Describir como se realizara la transportacion o movilizacioén de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

NO APLICA - - N

Ve

7) Mencione el numero y las especies animales, asi como el genero que seran usados en
las actividades de este protocolo. v

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Fondo genético
| Mus musculus (BALB/c) 1 1880 "~~~ | 21-22 g - 49-56 semanas Machos

e - 1a etapa: 7 grupos (42'0 ratones)
v | 27 etapa: 4 grupos (240 ratones)
37 etapa: 9 grupos (280-ratones)

No. de animales por grupo: : 12 ratones (TB progrésiva)
: 20 ratones (TB latente y transmisibilidad)
No. TOTAL DE ANIMALES: 940 ratones

1880 considerando repeticion

No. de Grupos_experimentales: 20 grupos experimentales

Los modelos de TB progresiva con la cepa H37Rv

pueden ser manejados de forma simultariea, por lo

que de primera instancia se requieren 420 ratones.
Posteriormente se requerird un grupo de ratones
para la cepa MDR (240 ratones) y finalmente los
ratones correspondientes a los modelos de TB
latente y de transmisibilidad (280). Una vez

concluidos ‘los experimentos, se llevard a cabo la

N repeticiéon de los mismos.
MODELO INFECCION: GRUPOS CINETICA DE SACRIFICIO No. DE RATONES No. RATONES FECHA DE
CEPA Y No. ' (DIAS POSTRATAMIENTO) SACRIFICADOS POR TOTALES ENTREGA DE
DE - GRUPO RATONES

BACTERIAS




TB:PROGRESIVA

TB PROGRESIVA
(tratamiento con

antibidticos)

TB:PROGRESIVA
{cepa MDR)

&
TB LATENTE

TRANSMISIBILIDAD

H37RV
250 000
bacterlas

H37RV
250 000

bacterias

MDR
75000

bacterias

H37Rv
4000 bacterias

5186
250000

bacterias

- Ad-HBD3

+ AdLL-37

- AdGFP

L PBS

(4 GRUPOS)
- Ad-HBD3 +
Antibiético

- AdLL-37 +
Antibidtico

- Antibidtico solo
3 GRUPOSV)
- Ad-HBD3
=~ AdLL-37

= AdGFP

- PBS

(4 GRUPOS)
- Ad-HBD3

- AdLL-37

- AdGFP

- PBS

(4 GRUPOS) ",
- Ad-HBD3

S AdLL-37

- AJGFP

S INH

- PBS

(5 GRUPOS)

7,15, 30,60 Y120
(5 SACRIFICIQS)

i

7,15, 30,60 Y 120
(5 SACRIFICIOS)

7, 15 30 60Y 120

(5 SACRIFICIOS)

60
(1 SACRIFICIO)

A ~

30Y 60
(2 SACRIFICIOS)

12

20

20

(10.RATONES
INFECTADOS Y 10
RATONES NO-
INFECTADOS)

240

180

240

80

200

GRAN TOTAL
940 RATONES
(1880

considerando

repeticion)

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA
CINVA DEL INCMINSZ.

Marzo 2016

Septiembre 2016

Diciembre 2016

Consideramos
una repeticién
con la misma
cantidad de
ratones en un
periodo no

mayor a 2 afios.

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.
Aproximadamente 4 meses

o

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 biologicas. - X | Al momento del sacrificio

Colocacion de canulas y sondas. X | 2 veces intratraqueal (Infeccién

N por M.tuberculosis yAdenovirus

recombinantes)

Técnica para observacion y modificacion de X

conducta.

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos. X | 1vez. M tuberculosis intratraqueal
1 vez Adenovirus recombinantes

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

x | Al momento del sacrificio

10



CINVA DEL INCMNSZ.

Uso de adyuvantes (indicar Quéles)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

XX X[ X

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias:quimicas toxicas
Implanies o injertos ‘

o

XXX [X | X

Estudios estereotaxicos.

Otros:

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

INFECCION )

Para infectar a-los ratones se utilizara una canula de calibre 22Gx1", el ratén es anestesiado con
Sevofluorano (100uL por ratdn dentro de una cdmara de 20x20x20cm, no es recomendable utilizar
Ketamina debido a que es un inductor de la "prbduccién de interleucinas de tipo antinflamatorio lo que
intervendria directamente en el desaEroIIo de nuestro experimento), una vez anestesiado se sujetara
sobre una placa de qluminio utilizando una liga de caucho sobre los incisivos del animal, se localizara
la traquea apoyéndd;e con el tacto y la canula, una vez localizada se inyectaran 250,000 UFC de M.
tuberculosis/100ul de SSI, este procedimiento solo se realizara una vez al inicio del experimento y se
hara bajo condiciones de bioseguridad nivel IIL. ‘

Para la administracién de los vectores adenovirales se seguird la misma técnica descrita para la

administracion intratraqueal de M.tuberculosis.

EUTANASIA
Los animales serdn inyectados con Pentobarbital 210 mg/kg IP. Se jexpondra la cavidad peritoneal y

toracica para recolectar, el bazo y los pulmones, las muestras se colocaran dentro de criotubos de 2

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

mi.
11) Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.
Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia.
Anestésico Sevofluroano 100uL Inhalada | Dosis Unica
Anestésico Pentobarbital 210mg/kg Intraperitoneal Dosis Unica

11
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12) ¢ Qué parametros empleara para conocer el grado de Aneste3|a o analgesia del agente
a utilizar? :

Relajacién muscular, pérdida del reflejo ocular

e s

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

NO APLICA

R

14) Evaluacion de signos de deterioro del bienestar de los animales.
Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccién, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...

- Respuestaa estlmulos externos
- Signos clinicos:

i. Respiraciéon: normal, laboriosa..

ii. Temperatura

iii. Temblores

iv. Convulsiones

v. Descarga nasal, salivacion

Escala: O si es normal, 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si esta muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal , X
b) Apariencia X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR etc.) ‘ X
d) Conducta espontanea. < | X )
e) Conducta provocada. X

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

Taquipnea.
Adinamia.

Piloereccién.

Postura encorvada.

12




CINVA DEL INCMNSZ.

Criterios de punto final
Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condiciéon del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria dei mismo. Los parametros
observados pueden ‘“cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten. .

a. Variacion de peso corporal: - .-
1. Aceptable una disminucion del 5-10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20% - :
3, Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores conid 1a pdstura, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0 sies normal.
2. 1 si el parametro en cuestion se ve ligéramente alterado
.3. 2 siesta afectado )
4. 3 si esta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que_no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el nvestigador Responsable dél experimento el que, baséndose en
observaciones 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 proteccion de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Councii on Animal Care
http:/lwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

v

16) ¢, Cual sera el método de eutanasia que utilizara?
Pentobarbital 210mg/kg IP?

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método . Dosis Via
P Pentobarbital :
Raton Asfixia con CO, 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital .
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
Pentobarbital ’
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital :
Conejo Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO, 5
Cerdo Pentobarbital - 90 mg/kg WY,
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacion requiere
una justificacion cientifica por parte del4dnvestigador Responsable

17) El protocolo representa riesgo biologico?

a) No b) Si (Biodesquridad Nivel 3)

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se:

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA
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recomienda consultar la clasificacién del Center for Disease Control and Prevention.
htto://Aww.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBLS sect V. pdf

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

| Los cadaveres y todos los desechos generados en la_manutencion de los ratones seran
colocados dentro de una bolsa de plastico de color rojo resistente a un ciclo de esterilizacion
por vapor (121°C/201b/|n2/30 min), una vez terminado el ciclo la bolsa se colocara dentro de
w una bolsa de plastlco de color amarillo, impermeable con la leyenda "PELIGRO, RESIDUOS
‘ s BIOLOGICO-INFECCIOSOS". Se trasladaran al depésito tempc/)'ral del INCMNSZ.

Me comprometo a que mi- grupo "dé investigacion conducira el protocolo de Investlgac:lon 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-Z00-1999. \ .

Dr. Rogelio Enrique Hernédndez Pando -
Investigador en Ciencias Médicas F
Departamento de Patologia

Seccién de Patolog/a Exper/mental

Integrantes Cargo Firma
Dra. Norma Bobadilla Sandoval Cbordinadora

Dr. Jorge Alberto Barri'os Payan Secretario

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal Externo

MVZ. Mariela Contreras Escamilla Vocal

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas " Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzdlez* Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos  _ Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal

Dr. José Carlos Crispin Acuiia Vocal |
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No. CINVA: 1580
FOLIO DE REGISTRO: "PAT-1580-15/17-1"

Fecha de registro del Protocolo: 8 DE FEBRERO 2016

Titulo del Protocolo: “Efecto inmunoterapéutico e infnunomodulador de la Beta defensina
humana-3 (HBD-3) y la catelicidina (LE-37) en un modelo de tuberculosis pulmonar progresiva,
latencia y transmisibilidad en ratones BALB/c y B6D2F1”

| ' s« Propuesta: a) Nueva b) Renovacién c) Segundé Revisién

Investigador Responsable del Proyggto.\,

Nombre del Investigador Titular Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando

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

Departamento de Adscripcion Patologia, Seccién de Patologia Experimental

Teléfono - 54870900 ext. 2185, 2194y 7126

Correo electrénico i C

investigadores que Participaran en el Protocplo

&

Nombre X Adscripcion Grado | Teléfono e-mail
Dra. Dulce A. Mata INCMNSZ, Depto. de Doctor | 54870900 | |C
Espinosa Patologia, Seccion de ext. 2185
Patologia Experimental | y 2194
Dra. Brenda N. INCMNSZ, Depto. de Doctor | 54870900 | |C
Marguina Castillo Patologia, Seccion de ext. 2185
’ Patologia Experimental y 2194 |
Dr. Jorge A. Barrios . | INCMNSZ, Depto. de | Doctor | 54870900 | qC
Payan Patologia, Secciénde | ext. 2185
Patologia Experimental y 2194 - ‘

Estudiantes

Nombre Adscripcion ) Grado a Teléfono e-mail
obtener
A INCMNSZ, Depto. ~ | Doctorado 5548609611 ||C
de Patologia :
Seccién de
Patologia
Experimental

Vigencia del Protocolo.
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; Mes Afio
Fecha estimada de inicio del protocolo Agosto | 2016
Fecha tentativa de finalizacién. Agosto | 2017

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucion en donde se realizara el proyecto:

Instituto Nacional de Cienéias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”. Departamento de
Patologia y Anatomia Patologica, Seccién de Patologia Experimental

2) Obijetivos Generales y especificos del protocolo:

| Evaluar la HBD-3 y LL-37 en su efecto inmunomodulador e inmunoterapéutico en la TB
| pulmonar murina:
| -Evaluar el efecto inmunoterapéutico e-inmunomodulador de la sobreexpresmn de la B-
1 defensina y la Catelicidina en la-fase progresiva de la tuberculosis pulmonar murina
i -Evaluar la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la prevencion de la
| reactivacion de la infeccion cronica murina similar a la tuberculosis latente.

. -Evaluar la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la prevencion a corto plazo de
la transmisién de M. tuberculosis en convivientes sanos
-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de HBD-3 y LL-37 en sinergia con
tratamiento convencional con Isoniazida, Rifampicina y Pirazinamida en la fase progresiva del
modelo murino de TB pulmonar - - - -
-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de HBD-3 y LL37 en la fase
progresiva del modelo murino de TB pulmonar con una cepa multidrogoresistente (MDR)

RN

&

3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

El tratamiento para la TB es por periodos prolongados (6-18 meses) con diversos antibioticos,
presentando con frecuencia efectos colaterales importantes, condicionando abandono
terapéutico, recaidas y aparicion de cepas multidrogoresistentes (MDR-TB) vy
extremadamente resistentes (XDR-TB) que complica el control de la enfermedad, por ello es
necesario buscar nuevas alternativas que sean cortas, inocuas, efectivas. La terapia génica
basada en adenovirus recombinantes que scbreexpresan -péptidos protectores es
potencialmente una herramienta terapéutica para el control de la enfermedad.

Los adenovirus han sido utilizados como. vectores de transferencia que contienen y expresan
genes con propositos terapéuticos. Los adenovirus que fueron utilizados son clasificados como
de primera generacion, cuya mampulamon genética eliminé las regiones tempranas E1 y E3,
esenciales para la replicacién y codificacion de proteinas involucradas con la evasion de la
respuesta inmune. En el espacio deletado puede acomodarse un transgén, que se introduce por
ligacién enzimatica o por recombinaciéon homéloga. La generacion y propagacion de particulas
viricas con genoma deficiente en E1 y E3 se lleva a cabo mediante transfeccion en lineas
celulares que han incorporado establemente las regiones virales indispensables deletadas
(células 293 o células 911). En estas células se completa el ciclo litico y en el medio de cultivo
se recogen los adenovirus recombinantes.

L os adenovirus presentan varias ventajas como vectores de transfeccion:

«Son muy eficientes para infectar células in vitro e in vivo. -

sInfectan con igual eficiencia células quiescentes o replicativas.
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<Tienen un amplio tropismo y capacidad para infectar un extenso espectro de células eucariotas
procedentes de distinto tejido o especie, principalmente tejido respiratorio

°La expresiéon del transgén es transitoria 'y no"son capaces de replicarse, lo que los hace
Seguros para su uso.

*No se integran al genoma por lo que se evita el riesgo de mutaciones por insercion, por lo cual
S0n inocuos. )

»Son producidos eficientemente en altos titulos (mayor a 10“pfu)

Los adenovirus recombinantés tienen un gran tropismio por el epitelio respiratorio, favoreciendo
Su USO en nuestro modelo. Una vez que son captados por las células blanco, los adenovirus son
eliminados del organlsmo despues de algunos dias, por lo que la expresion de la citocina es
transitoria.

La terapia génica en los modelos de TB pulmonar experimental surgen como una herramienta
4 terapéutica prometedora. La sobreexpresion de citocinas protectoras claves en la infeccién con
TB se propone como una terapia adyuvante en el control y prevencion de la enfermedad. La
‘ administracién Unica de adenovirus recombinantes que sobreexpresan Interferén-y (AdIFNy) y
} el factor estimulante de colonias de granulomtos macrofagos (AdGMCSF) han demostrado lo
previamente mencionado. g

Bajo el conocimiento de que IFN- -y tiene un importante papel como citocina protectora en la fase
inicial de la TB puimonar, la administracion de AdIFNy en [a fase crénica de la enfermedad
generé una disminucion significativa de la carga bacteriana y de el area neumonica con
: respecto al adenovirus vacio. Este mismo tratamiento contribuyé para la organizacion vy
formacion de granulomas de mayor tamafio y cantidad. Tras la administracion conjunta de |
AdIFNy con quimioterapia convencional, los resultados obtenidos tuvieron mayor contundencia.

menor carga bacteriana y menor neumonia con respecto al tratamiento solo con adenovirus.
Resultados similares fueron obtenidos al ufilizar un modelo de TB progresiva con un aislado
clinico resistente a primera linea de antibidticos (MDR).

Con una estrategia experimental similar, se utilizdé un adengvirus recombinante que
sobreexpresa el factor estimulante,de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Esta es
una citocina pleoyotropica con capacidad reguladora de |a respuesta inflamatoria induciendo la
diferenciacion y activacion de DC’s. Como se ha reportado previamente, en modelos de TB
experimental existe un retraso en el reclutamiento y maduracién de ‘DC’s, contribuyendo a la
evasion de la respuesta inmune por parte de Mtb (23). Los resultados observados reflejaron una
inmunidad protectora incrementada con activacion rapida de DC’s, incremento en la produccion
de IFN-y, TNF-a y la sintasa de 6xido nitrico inducible (iNOS), permitiendo el control eficiente
del crecimiento bacteriano y de el dafio histoldgico .por heumonia, con generacion de mayor
nimero de granulomas y de mayor tamafio con respecto al adenovirus vacio. El mismo
tratamiento fue efectivo en la prevencion de la reactivacion de la infeccién crénica murina
similar a la TB latente y en la transmision (24). De acuerdo a lo anterior, se puede evidenciar
que el producto terapéutico (GIVI -CSF 6 IFN-y) de los adenovirus tiene un |mpacto importante en
la resoluciéon de la enfermedad.

En este proyecto se utilizaran 2 adenovirus que expresan p- defensma humana 3 y catelicidina
(AdBdef y AdLL37) respectivamente. Esto es basado en la actividad antimicrobiana e
inmunomoduladora que han demostrado ambos péptidos, por lo que se espera una disminucion
de carga bacteriana y lesion pulmonar en ratones tratados. El adenovirus control (vacio) se
denomina AAGFP. AdBdef, AdLL37 y AdGFP fueron construidos con la misma metodologia que
los antes mencionados, por lo qué tienen un comportamiento similar. Nuestro modelo emplea
dosis de adenovirus similares a las empleadas en los experimentos antes mencionados.
Adicionalmente, se han realizado experimentos para evaluar el efecto histolégico de 3
diferentes dosis de adenovirus (alta, media y baja) encontrandose Unicamente infiltrados
inflamatorios peribronquiales leves en dias tempranos, resolviéndose a los 7 dias sin evidenciar
dafio histolégico en ninguna de las 3 dosis. Se decide utilizar una dosis de 5.47x107 pfu/ml
(media) de acuerdo a la eficacia en la produccion del péptido y menor dafio histolégico.
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Procedirﬁiento:

Se utilizaran ratones machos de la cepa BALB/C de 8 semanas de edad y 22 gr de peso‘

proporcionados por el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del
Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ). Los
animales seran anestesiados con vapor de sevoflurano (100 pL por raton dentro de una
camara de acrilico de 20x20x20 -cm) para su inoculacion. intratraqueal con 250,000 UFC de

la cepa prototipo H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, extraidas en fase logaritmica a una

densidad 6ptica de 0.400 a longitud de onda de 600-nm. Se corroborara pureza con tincion
de Ziehl-Neelsen, y se suspenderan en un volumen de 100 ul de buffer de fosfatos salino
(PBS).

Para la inoculacion mtratraqueal Ios gmmales se colocaran sobre una placa de unicel
revestida con aluminio y se les sujetaran los incisivos con una liga de caucho, se introducira
una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la traquea.

A los dos meses postinfeccion cuando la enfermedad este en fase avanzada se
administrara 1 dosis de Ad-HBD3/LL-37/AdGFP por via IT utilizando el mismo procedimiento

para la infeccion descrito previamente y-se evaluara el efecto terapeutico e

inmunomodulador durante los dias 7, 15, 30, 60 y 120 postratamiento. Asi mismo se contara
con un grupo de ratones a los cuales no se administra el vector adenoviral (grupo PBS). Por
cada dia de sacrificio se tomaran 6 ratones por grupo. Se evaluara la cantidad de bacterias
vivas por determinacion de unidades formadoras de colonia (UFC), dafio histopatologico
(Morfometria automatizada) y respuesta inmunologica (expreSIon de citocinas por gqRT-PCR
y Citometria de Flujo).

Se realizara una variante del modelo de TB progreswa previo con infeccion de un aislado
clinico resistente a la primer linea de antibiéticos (MDR) con 75,000 bacterias. A los dos
meses postinfeccion cuando la enfermedad este en fase avanzada se administrara 1 dosis
de Ad-HBD3/LL-37/AdGFP por via IT y se evaluara el efecto terapéutico e inmunomodulador
durante la en los dias 7, 15, 30, 60 y 120 postratamiento.

De la misma forma se evaluara el efecto adyuvante de la quimioterapia convencional tras la

administracién de los adenovirus terapéuticos,, siguiendo el mismo.modelo de enfermedad
progresiva. Las dosis de antibidticos que se utilizaran son: leamplcma (10 mg/kg),
Isoniazida (10 mg/kg), Pirazinamida (30 mg/kg).

Los antibidticos seran administrados en una solucién unica de lunes a viernes en un
volumen de 100ul por ratén via intragastrica por medio de la canula ya mencionada
anteriormente para el procedimiento de infeccion, siendo los ratones sujetados de la cola y
la parte superior de la cabeza para exponer la boca y colocar el esofago lo mas recto
posible. El procedimiento se llevara a cabo dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel
de bioseguridad clase Il en las instalaciones de patologia experimental en el bioterio del
INCMNSZ. o

Grupos de 12 ratones de cada grupo seran anestesiados con pentobarbital sédico por via
intraperitoneal a una dosis de 210mg/kg y sacrificados por exanguinacion a los dias 7, 14,
30, 60 y 120 de la infeccion por adenovirus. De cada individuo se obtendran por diseccion
ambos pulmones y bazo, los pulmones de tres individuos por grupo seran perfundidos
intratraquealmente con alcohol absoluto para obtener una adecuada expansion alveolar y se
conservadan en alcohol absoluto junto con 3 bazos para su posterior andlisis histolégico.
Asi -mismo, los pulmones de 6. individuos, 6 bazos y los sueros de los ratones de cada
grupo, se congelaran inmediatamente en nitrégeno liquido postdiseccion y seran guardados
a -70 grados centigrados hasta su procesamiento, 3 seran utilizados para determinacion de
carga bacilar por conteo de UFC y los otros 3 para extraccion de acidos nucleicos. Todos
los procedimientos se realizaran dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de
bioseguridad clase Ill.

Se evaluara la cantidad de bacterias vivas por determinacion de unidades formadoras de
colonia (UFC), dafio histopatologico (Morfometria automatizada) y respuesta inmunolégica

| (expresion de citocinas por qRT-PCR y Citometria de Flujo).

En el modelo de latencia se evaluara, en grupos de 20 ratones, el efecto preventivo de la
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reactivacion por la administracion de los adenovirus recombinantes. Se utilizaran dosis
bajas de Mtb H37Rv (4000 bacterias) para infectar ratones B6D2F1 por via IT, con lo cual
se induce tuberculosis crénica muy similar a TBL; después de 5 meses se administraran via
IT 1 dosis de Ad-HBD3/LL-37/AdGFP. Después de un mes se administrara cortisona en el
agua de bebida a una dosis de 3 mg/L para inducir reactivaciéon de la enfermedad. La
prevenciodn de la misma se evaluara por determinacion de UFC y morfometria. -
La contribucién de esta forma de terapia génica en la prevencion de la transmision se
evaluara en un modelo de cohvivencia entre ratones sanos e infectados via IT con una dosis
alta (250 000 bacterias cepa 5186) para inducir TB progresiva, 20 ratones sanos y 20
ratones infectados conviven por dos meses en el mismo microaislador (grupos de 5
infectados con 5 no infectados). Un grupo de ratones no infectados se le administrara el
adenovirus por via IT un dia antes de convivir con los infectados. .Después de 1 y 2 meses
4 se sactrificaran como se describio previamente para evaluar carga bacilar por UFC, dafio
histolégico y con prueba de hipersensibilidad - cutanea Esta prueba consiste en la
comparacion del cambio de grosor del cojinete plantar de los ratones conviventes, por lo
que se realizara una medicion inicial del cojinete plantar derecho de ratones sanos. Se
administraran 40ul de un derivado protéico purificado (PPD) rico en antigenos de Mtb
(concentracion 1.4mg/ml) en el copnete plantar derecho. Una vez transcurrido los 30 dias de
convivencia se realizara una medicidn comparativa con la inicial. Esta prueba se realiza
| dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel. de bieseguridad clase ill. Se evaluara la
- inmuncreactividad en contra de antigenos micobacterianos expresado en cambio de
\ ‘ porcentaje de grosor de cojinete plantar.
|

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

N

Categoria A

Experimentos o ejercicios de ensenanza que involucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevés embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C )
Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestla o dolor leve de
corta duracion en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencion adicional en proporcién del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o. dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobarén sin la justificacion completa, profunda y detallada por parte del
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investigamdor responsable del proyecto.

El Investigador debera consultar:
www.ccao.ca/Documents/Standards/Guidel‘ines/$panish/ANEX1SB.pdf

Categoria: | Al | B: | C: | D: XX | E:

5) Justificacion de la cantidad de animales partICIpantes en el estudlo tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacién elinvestigador debera consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-

principle.htm
Para la determinacién de la carga bacilar, el analisis histol6gico, Citometria de FIUJO y los
estudios por biologia molecular utilizaremos 12 animales por tiempo de sacrificio. Este es el
namero minimo de animales que se requiere no-solo para obtener las muestras necesarias y
poder obtener una diferencia estadisticamente significativa. También es el minimo requerido
para poder publicar los resultados. Ademas se solicita un 10% mas de animales para el caso de
las pérdidas durante el experimento.

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

NO APLICA

L]

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Fondo genético
Ratén 21-22 ¢ 49-56 semanas | Machos
No. de Grupos experimentales: 20 grupos expenmentales
No. de animales por grupo: 112
No. TOTAL DE ANIMALES: 1880
MODELO INFECCION: .GRUPOS CINETICA DE No. DE No. FECHA DI
CEPA Y No. SACRIFICIO (DIAS RATONES RATONES ENTREGA |
- DE POSTRATAMIENTO) SACRIFICADOS TOTALES RATONES
BACTERIAS ° POR GRUPO
TB PROGRESIVA H37RV - Ad- 7,15,30,60Y 120 12 240
250000 HBD3 {5 SACRIFICIOS)
bacterias - AdLL-37 ‘ Marzo 2011
: - AdGFP
-PBS
(4
GRUPOS)




TB PROGRESIVA H37RV
(tratamiento con 250 000
antibidticos) bacterias

TB PROGRESIVA MDR

; {cepaMDR) 75000

| bacterias
4000
bacterias

TRANSMISIBILIDAD 5186
250 000
bacterias

- Ad-
HED3 +

Antibiético -

- AdLL-37
+
Antibidtico

Antibistico

., solo

G e
GRUPOS)
- Ad-
HBD3

- AdLL-37
- AdGFP
-PBS

. (4 e

o

‘GRUPOS)

- Ad-
HED3
- AdLL-37
- AdGFP
-PBS
(4

- Ad-
HBD3
S AGLL-37
- AdGFP
- INH
-PBS

(5

‘GRUPOS)
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7,15,30,60Y 120 12

GRUPOS);

(5 SACRIFICIOS)

7,15,30,60Y 120 . 12
(5 SACRIFICIOS)
60 20
(1 SACRIFICIO)
. *30Y60 20
(2 SACRIFICIOS) (10 RATONES
i INFECTADOS Y.
" 10 RATONES
NO-

INFECTADOS)
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180

240

80

200

GRAN
TOTAL
940
RATONES

8) Especificar el tiempo que permanecerén los animales en el bioterio.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento

NO

Si

Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacion de la dieta y de agua. .

X

|
\
TB LATENTE H37Rv
|
|
|

Sepﬁembre
2016

Diciembre
2016

Consideram
una repetici
con la mism
cantidad de
ratones ent
periodo no
mayor a 2
anos.
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Toma de muestras bioldgicas. | x | Al momento del sacrificio

Colocacion de canulas y sondas. X

Técnica para cbservacion y modificacion de X

conducta.

Inoculaciones de agentes biolodgicos y quimicos. x | 1 vez. M tuberculosis intratraqueal
) 1 vez Adenovirus recombinantes

Procedimientos quirtirgicos con recuperacion.  -| X
Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion. - | x | Al momento del sacrificio
Uso de adyuvantes (indicar cuales)
Restriccion fisica ‘
Confinamiento o aislamiento”’ e e
Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

« | Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos
Administracion de sustancias quimicas toxicas
Implantes o injertos

Estudios estereotaxicos. e T
Otros: )

X [ % [x

X [ %[> |x

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

INFECCION :

Para infectar a los ratones se utlhzara una canula de calibre 22Gx1”, el ratén es anestesiado
con Sevofluorano (100uL por raton dentro de liha camara de 20x20x20cm, no es recomendable
utilizar ‘Ketamina debido a que es un inductor de la produccion de interleucinas de tipo
antinflamatorio lo*que intervendria directamente en el desarrolio de nuestro experimento), una
vez anestesiado se sujetara sobre una placa de aluminio utilizando una liga de caucho sobre los
incisivos del animal, se localizara la traquea apoyandose con el tacto y la canula, una vez
localizada se inyectaran 250,000 UFC de M. fuberculosis/100ul de SSI, este procedimiento solo
se realizara una vez al inicio del experimento y se hara bajo condiciones de bioseguridad nivel
ill.

EUTANASIA

Los animales seran inyectados con Pentobarbital 210 mg/kg IP.- Se expondra la cavidad

peritoneal y toracica para recolectar, el bazo y los pulmones, las muestras se colocaran dentro.
de criotubos de 2 ml.

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

Tipo " | Agente | Dosis | Viade Frecuencia.

) admon.

Anestésico Sevofluroano 100ul inhalada Una
vez.
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12) ;Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del agente
a utilizar?
Relajacién muscular, pérdida del reflejo ocular

13) Cuando el protocoio lncluya procedimientos invasivos de categorlas C, Dy E (cirugias)
especificar los cuidados pre y. pOSt—operatorlos (utilizacién de antibioticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccion).

[P

NO APLICA

14) Evaluacion de signoé de deterioro del bienestar de los animales.

LLos parametros generales a.gbservar son:
- Cambios én'peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados,
agresividad, cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones °
v. Descarga nasal, saljvacion
4
Escala: 0 si es normal, 1 si el parametro en ‘cuestion se ve ligeramente
alterado, 2 si esta afectado y 3 si éstd muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal B X
b) Apariencia X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR,, etc.) X
d) Conducta espontanea. ’ X
e) Conducta provocada. X

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

Criterios de punto final - ‘

Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicion del animal hay
que determinar'en que memento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo.
Los parametros observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segln
la gravedad que presenten. ‘ '

a. Variacion de peso corporal:
1. Aceptable una disminucion del 5- 10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA
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b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social etc.,
pueden valorarse segun la escala: '
1. 0 si es normal. :
2. 1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado
3. 2 si esta afectado
4. 3 si esta 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. 0 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 proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y por. otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacion: Canadian Council on Animal Care
http://Iwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdf

16) ¢ Cual sera el método de eutanasia que utilizara?
Pentobarbital 210mg/kg IP

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.

Especie Método ‘ Dosis Via
. Pentabarbital'.
Ratén Asfixia con CO2 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Rata . Asfixia con COz o 120 mg/kg - v, IP
Pentobarbital S
Jerbo ) Asfixia con COa 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
. Pistola de perno
Conejo cautivo' 120 mg/kg IV, IP
Asfixia con CO2
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg v
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su

FORMATO DE APOYO PARA LA EVAL’UACION DE PROTOCOLOS POR LA

aplicacién requiere una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable

17) El protocolo representa,riesgo biolégico?

a) No b) Si

~

-

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido.
Se recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
hitp://lwww cdc.gov/bicsafety/publications/bmbl5/BMBLS sect V. pdf

10
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18) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los ratones después del sacrificio se colocan en una bolsa roja ya que es la
Unica que soporta un proceso de esterilizacion en una autoclave, dicha bolsa se etiqueta con la
fecha y numero de ratones sacrificados. Terminando. el proceso de esterilizacion los desechos
de los cadaveres ya estériles se colocan en una bolsa amarilla y se colocan en el almacén de
residuos biolégicos infecciosos producidos por el instituto.

. e gs . . . .
Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigaciéon de
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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.

m/\zi\levﬂdé{}

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando

Investigador en Ciencias Médicas F
Departamento de Patologia
Seccion de Patologia Experimental

Integrantes de la CINVA,

Cargo

Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval

Coordinadora

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario
M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal
Dra. Elena Zambrano Gonzélez Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal
Dra. Nimbe Torres y Torres Vocal ’
Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal

Dr. Rafael Hernandez Gonzalez - Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco

Vocal Externo-
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Formato Unico de Registro

{0) Comentarios N Se s

Titulo del proyecto: EFECTO INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA BETA DEFENSINA HUMANA-3 (HBD-3) Y LA

2 CATELICIDINA (LL-37) EN LA TUBERCULOSIS PULMONAR MURINA

Tipo de proyecto: Investigacién Experimental

Antecedentes: La tuberculosis (TB)Es Ia seguﬁda causa de mortalidad mundial causada por un solo agente infeccioso. En 2013, @
millones de. personas.enfermaron.y 1.5 milones murieron por ésta causa (1). En el mismo afio, México reportd 18,986
casos de TB en todas sus formas, predominando la forma pulmonat de la enfermedad y reportédndose un total de 2,414
defunciones. 152 casos nuevos de TB farmacorresistente (2).

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) puede producir enfermedad progresiva o infeccién latente (TBL). En fas areas
endémicas la-infeccién primaria sucede d.urante la nifiez y solo el 5 al 10%“evoluciona a enfermedad progresiva (3). A
pesar de que la infeccion primaria usualmente es controlada satisfactoriamente por el sistema inmune, no todas las
bacterias son eliminadas y algunas permanecen en los tejidos en un estado no-replicativo por el resto de la vida del
individuo (4). Se calcula que un tercio de la humanidad tiene TBL y en los paises no endémicos se estima que el 10% de
los individuos con esta condicién desarrollaran enfermedad activa por reactivacion bacteriana (5). Los pacientes con TB
pulmonar activa son la fuente mas importante de transmisién, el riesgo es determinado por el grado de enfermedad del
caso indice y su interaccion 'con conVivientes (6). ParticUlarriénte, 165 nifios ‘cercanos a ur familiar tuberculoso tienen
riesgo muy alto de ser infectados y desarrollar enfermedad progresiva. Evitar este contacto es la mejor forma de
prevenir el contagio. Otra estrategia es la administracién de Isoniazida por un afio (7), lo cual lleva a poco apego por

parte-del paciente, -alts-riesgo de reinfetcion y seleccion de cepas multidregoresistentes (MDR) (8). La transmisién del

o es&’a*«gaaves de gotas resplratorlas que evaden los mecanismos de defensa de primera linea (movimiento ciliar,

sy \\ Qwaﬂ‘dméﬁo‘) ?Iﬂtr{ cto respiratorio. Desde un punto de vista histopatoldgico, se considera que los macrofagos (MQ) y las
‘N{ﬁ;ﬁ\ § 111 LY SR “belﬁ"]ééiébltehales (EC) son las primeras células de la respuesta inmune que entran en contacto con Mtb durante la

| yiponowan -

! oL _infeccién, rmt ria (9). Estas células participan de forma adicional en el control de la infeccidn bacteriana a través de la
| . prinie

i

produccwn e peptidos con actividad antimicrobiana e inmunorreguladora como las B defensinas y la catelicidina (LL-37)

@
?‘N&mﬂz ﬂOQ;’ € ; }nune innata ante la infeccién por Mtb se caracteriza por la secrecién de citocinas pro-inflamatorias como
P G- i
NQ\O%’&%M\‘?\{(‘Swvm {;e’ ) crosis Tumoral alfa (TNF-a) e Interlucina 1(IL-1), los cuales son potentes inductores de la produccion de
¥

ag Tt

S\q\@%\é péptidos antimicrobinos. De la inmunopatogenia de la tuberculosis experimental se han descrito dos fases: la primera
comprendida entre los dias 1 a 28 postinfeccidn caracterizada por un predominio de citocinas proinflamatarias como
interferén gamma (INFy), I1L-12, [L-2, TNFa entre otras, con un perfil de diferenciacion CD4+ a Th1 y M@ con fenotipo
M1, caracterizados por una elevada produccién de especies reactivas de oxigeno y nitrégeno (ROS, RNS),

e incrementada capacidad fagocitica. Durante esta fase existe la formacion de granulomas capaces de contener el

http:/192.168.205.150/atis/reportes/exportarRegistroH TML.php ' 177




21/7/12015

INNSZ

desarrollo bacilar. En una segunda etapa, la diferenciacion linfocitaria es predominantemente de tipo Th2 y presencia de
M@ con fenotipo M2 que se caracteriza por disminucién de citocinas proinﬂamatorias e incremento de
citocinas antiinflamatorias: 1L-4,1L-10, factor de crecimiento transformante beta (TGF-B), entre otras. La capacidad
fagocitica disminuye asi como la produccién de ROS y RNS, con sustitucion de los granulomas por tejido fiorético rico en
coladgena tipo 1, y progresién de la enfermedad caracterizada por una elevada carga bacilar y muerte del individuo
(11). Actualmente, el tratamiento para esta enfermedad implica la administracién de muiltiples medicamentos por periodos
prolongados y con efectos secundarios importantes que condicionan el abandono terapéutico por parte del paciente.

Existe una necesidad importanté por el éurgimiento de nuevas estrategias terapéuticas y profilacticas para el control de

Ja- TB. Por- ello, ~se- han propuesto nuevas herramientas utiizando vectores adenovirales para la expresién o

sobreexpresién de genes terapéuticos' con aplicaciéon en TB. Uno de los candidatos mas innovadores por sus

caracteristicas antimicrobianas e inmunomoduladoras son los péptidos antimicrobianos.

Los péptido;‘ antimicrob‘ian‘OS (AMP’s) son moéléculas catidnicas caracteristicas de la inmunidad innata con propiedades
microbicidas & inmunorr&guladoras que surgen como respuesta de primera linea ante agentes infecciosos. Los AMP’s
pueden- diferir en tamafio, secuencia de aminoécidos y estructura; sin embargo, todos se encuentran genéticamente
codificados; es decir, un gen codifica para cada péptido especifico, independientemente de que éstos puea;an tener
alguna modificacién postranscripcional. En humanos, se encuentran divididos en tres principales familias: defensinas,
catelicidinas e histaninas. La mayoria de los péptidos antimicrobianos comparten dos caracteristicas comunes: Primero,
tienen carga neta positiva debido a la présencia de un gran numero de aminoacidos catiénicos (en su mayoria lisina y
arginina), y segundo,/eiprpxinla:damente 50% de los aminoédcidos que los constituyen son hidrofébicos (14). Las
defensinas sdn‘NVIP’é céﬁstitutivos o inducibles de 30 a 50 aminoécidos clasificadas en a, By O en base en la posicién
de los residuos de cisteina y nimero de enlaces bisulfuro. Funcionalmente, las B defensjnas tienen actividad
antimicrobiana contra Gram(-) y Gram(+), hongos, parasitos y virus encapsulados. El mecanismo de lisis es a través de
la disrupcidén de membranas y formacién de poros. Estos péptidos también cuentan con una importante actividad
quimiotactica sobre células del sistema inmune y activacién de DC inmaduras (12,13). La catelicidina (LL37), Gnica en su
familia, cuenta con mecanismos de accién similares, ademds de tener la capacidad de unirse directamente sobre acidos
nucléicos, especificamente a grupos fosfato por uniones, electrostaticas. También se han descrito propiedades
quimiotacticas y angiogénicas (14}.

En el modelos experimentalgs de TB progresiva con ratones BALB/c se ha demostrado una alta expresion de B
defensina 2 murina-(mBD-2); principalmente a los 14 dias de infecciép: seguido-por un-descenseo gradual en los dias 21y
28. La mayor expresjon de éste péptid%\ coincide con la formacion de granulomas y una maxima produccién de citocinas

de tipo Th1, mientras que durante la fase avanzada estas dejan de producirse en coexistencia con mayor crecimiento

“ bacilar y dafio tisular, lo cual sugiere que estas participan en el control del crecimiento bacteriano. Asi mismo, se observé

una actidn directa en la activacion’ de DC’s 'inmaduras mediado por receptores tipo toll (TLR's). En el modelo de TB
crénica murina similar a la TB latente, la expresion de mBD-2 se observo a los 90 dias postinfeccidn correlacionando con
el pico de expresion de IFN-y y disminucfén de la expresién de IL-4 (15).

De la misma forma, en el modelo de TB progresiva, CRAMP (andlogo murino de la catelicidina humana) incrementé su
produccién de forma considerable en la etapa temprana, particularmente en el dia 1 post infeccién (P1), donde se
demostré por inmunchistoguimica (IHQ) la gran expresidn por parte de EC’s y M@'s. El segundo pico de produccion se
observé en el dia 21 Pl, cuando existe la maxima actividad"protectora mediada por ééfulaé'tibo‘ Th1. Al dia 60 Pl se
observé carga bacteriana incrementada, extensa neumonia y disminucién de la expresion de este péptido. Durante Ia

enfermedad latente, la catelicidina murina se mantiene incrementada, pero baja en comparacion con el modelo de TB

~ progresiva; Bsta producclbn rapida de AMP’s 'se pudiera relacionar con la observacion de que la‘infeccién primaria por

TB raramente lleva a la enfermedad activa. Quiza la CRAMP y las B defensinas pueden contribuir al mantenimiento de la
infeccion latente de forma sinérgica (16).

La terapia génica en los modelos de TB pulmonar experimental surgen como una herramienta terapéutica prometedora.
La sobreexpresion de citocinas protectoras claves en la infeccion con TB se propone como una terapia adyuvante en el
control y prevencién de la enfermedad. La administracién Unica de adenovirus recombinantes que sobreexpresan
Interferon-y (Ad-IFNy) y el factor estimulante de colonias de granulocitos macréfagos (AdGM-CSF) han demostrado lo
previamente mencionado.

Bajo el conocimiento de que IFN-y tiene un importante papel como citocina protectora en la fase inicial de la TB pulmonar,
la administracién de Ad-IFNy en la fase crdnica de la enfermedad generd una disminucién significativa de la carga
bacteriana y de el area neuménica con respecto al adeﬁovirus vacio (Ad-GFP). Este mismo tratamiento contribuyé para
la organizacién y formacién de granulomas de mayor tamafio y cantidad. Tras la administracién conjunta de Ad-IFNy-
quimioterapia convencional, los resultados obtenidos tuvieron mayor contundencia: menor carga bacteriana y menor

neumonia con respecto al tratamiento solo con adenovirus. Resultados similares fueron obtenidos al utilizar un modelo
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Definicién del problema:

Justificacion:

Hipétesis:

Fecha estimada de inicio:
Fecha estimada de término:

Comision a la que somete

Incluye documentos anexos?:

Investigadores participantes
(0) Comentarios

Investigador

Hernandez Pando, Rogelio
Marquina Castillo, Brenda Noemi
Mata Espinosa, Dulce Adriana

Barrios Payan, Jorge Alberto

INNSZ

. de TB progresiva con un aislado clinico resistente a primera linea de antibidticos (MDR) (17).
Con una estrategia experimental similar, se utilizé un adenovirus recombinante que sobreexpresa el factor estimulante de
colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF). Esta es una citocina pleoyotrdpica con capacidad reguladora de la
respuesta inflamatoria. Uno de sus papeles mas importantes es la induccion de la diferenciacién y activacion de DC's.
Como se ha reportado previamente, en modelos de TB experimental existe un retraso en el reclutamiento y maduracién
de DC’s, contribuyendo a la evasidn de la respuesta inmune por parte de Mtb. Por tanto, GM-CSF surge como un fuerte
candidato en terapia génica dirigida a TB (18). Los resultados observados reflejaron una inmunidad protectora
incrementada con activacion rapida de DC’s, incremento en la produccion de IFN-y, TNF-a y la sintasa de dxido nitrico

. inducible (INOS), permitiendo el control eficiente del crecimiento bacteriano y del dafio histoldgico por neumonia, con
generacion de mayor nimero de granulomas y de mayor tamafio con respecto al adenovirus vacio (Ad70). El mismo
tratamiento fue efectivo en la prevencié“n de la reactivacién de la infeccién crénica murina similar a la TB latente y en la
transmision (18). ‘ B
Aunque el resurgimiento-de la terapia génica con vectores adenovirales ha retomado gran importancia, la aplicacion en el
tratamientonhde enfermedades infeccioéas a'un es escasa. Se propone el empleo de adenovirus recombinantes que
sobreexpreéen péptido;‘ar%fimicrbbianos (Ad-HBD3 y AdLL-37) en modelos de Tb pulmonar murina como herramienta
adyuvante para el control de la enfermedad.
La tuberculosis es una enfermedad crénica con afeccidn principalmente a pulmones, manifestindose como enfermedad activa
y enfermedad latente. Se calcula que un tercio de la poblacidn se encuentra infectada con M.tuberculosis. Actualmente existen
pocas herramientas para el control y la prevencion de la enfermedad por lo que se requieren nuevas estrategias terapéuticas.
Los peptidos antimicrobjanos han demostrado ser una herramienta novedosa para el control de la enfermedad a través de su

actividad antimicrobiana e inmunomoduladora.

El tratamiento para la TB es por periodos prolongados (6-18 meses) coni diversos antibiticos (Isoniazida, Rifampicina,

-~ -Pirazinamida, Etambutol y Estreptomicina) -con frecuencia con efectos colaterales importantes, lo que genera en muchas

ocasiones abandono terapéutico, recaidas y aparicion de cepas multidrogoresisterites (MDR-TB) y extremadamente resistentes
(XDR-TB) que complica el control de Ja enfermedad, por ello es necesario buscar nuevas alternativas que sean cortas, inocuas,
efectivas. La terapia génica basada en adenovirus recombinantes que sobreexpresan péptidos protectores es potencialmente una
forma novedosa y util pard tratar ala TB.

v

La administracién de una sola dosis de Ad-FIBD3/LL-37 permitird controlar la TB pulmonar progresiva a través de su
. Y >
actividad antimicrobgana y quimioatra;ente, activando una respuesta de tipo Thl. El mismo tratamiento también evitara la

reactivacién de la infeccion latente y la transmisién de la bacteria en estos modelos murinos
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Poblacién vulnerable
(0) Comentarios

Poblacién vulnerable vinculado al @ Ninguna de las anteriores R . ~
protocolo :

QOtra poblacidn:: No aplica N
s
Objetivos .-~
(0) Comentarios o
Objetivo: Evaluar el efecto inmunoterapéutico ¢ inmunomodulador de la sobreexpresién de la B-defensina y Ia Catelicidina en la fase

progresiva de 14 tiiberculosis pulmonar murina ‘

Evaluar la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la prevencion de la reactivacién de la infeccidn crénica
murina similar a la tuberculosis latente.
.Evaluar la sobreexpresién-de la. Efdefensina y la Catelicidina en. la prevencién.a.corte plazo de la transmision de M.
tuberculosis en convivientes sanos,

Evaluar el efecto vinmunoterapiéutico de. la.sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina. en sinergia con tratamiento
convencional con Isoniazida, Rifaxripiciﬁ y Pirazinamida en la fase pro é}esiva del modelo murino de TB pulmonar.

e .
Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de la B-defensina y la Catelicidina en la fase progresiva del modelo

W

murino de TB pulmonar con una cepa multidrogoresistente (MDR)

Tipo de objetivo: Especifico (s)

Objetive: Evaluar el efecto inmunomodulador e inmunoterapéutico de la B-defensina y la Catelicidina en un modelo de TB pulimonar
murina.
Tipo de objetivo: General ®
Metodologia: Disefio general
(0) Comentarios
Metodologia gral: Ratones machos de la cepa BALB/C de 8 semanas de edad y 22 gr de peso proporcionados por el Departamento de

Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de Ciencias Medicas y Nutricién Salvador Zubiran
(INCMNSZ). Los animales serdn anestesiados con vapor de sevoflurano (100 pL por raton dentro de una camara de acrilico
de 20x20x20 cm) para su inoculacidn intratraqueal (IT) con 250,000 UFC de la cepa prototipo H37Rv de Mycobacterium

tuberculosis extraidas en fase logaritmica a una densidad 6ptica de 0.400 a longitud de onda de 600 nm. Se corroborard con
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Jtincidn.de Ziehl:Neelsen, y. se.suspenderan en un volumen de 100 pl de butfer de fosfatos salino (PBS). Para la inoculacién

intratraqueal (IT), los animales se colocaran sobre una placa de unicel revestida con aluminio y se les sujetardn los incisivos
con una liga de caucho, se introducira una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la triquea. A los dos
meses PI cuando la enfermedad este en fase avanzada se administrard 1 dosis de Ad-HBD3, AdLL-37, AdGFP o PBS por via
IT utilizando el mismo procedimiento para la infeccién descrito previamente y se evaluard el efecto terapéutico e
inmunomodulador durante los dias 7, 15, 30, 60 y 120 postratamiento. Asi mismo se contard con un grupo de ratones a los
cuales no se administrd el vector adenoviral (grupo PBS). Por cada dia de sacrificio se tomiardn 12 ratones por grupo. Se

evaluard la cantidad de bacterias vivas por determinaciéon de unidades formadoras de colonia (UFC), dafio histopatoldgico

.. (morfometria automatizada) y. respuesta inmunoldgica (expresién de.citocinas por gRTPCR).

Se realizard una variante del modelo de TB progresiva previo con infeccién de un aislado clinico resistente a la primer linea de
antibidticos (MDR) con 75,000 bacterias. A los dos meses PI, cuando la enfermedad este en fase avanzada se administrara 1
dosis de Ad- HBD3, AdLL-37, AAGFP o PBS pbr viaIT y se evalu-a;é el efecto terapéutico e inmunomodulador durante la en
los dias 7, IS, 30, 60 y 120, postratamiento. '

Dela mismé_\forma se evaluard el efecto .adyuv‘ante de la quimioterapia convencional tras la administracion de los adenovirus
terapéuticos, ,siguiendo \;i mismo modelo de enfermedad progresiva. Las dosis de antibidticos que se utilizardn son:
Administracién via Intragastrica 100ul de lunes a viernes:

* Rifampicina (10 mg/kg)
« Isoniazida (10 mg/kg)

+ Pirazinamida (30 mg/kg) -

Los antibidticos” seran administrados en una solucidn tnica de lunes a viernes en un volumen de 100ul por ratén via
intragdstrica (IGQ por medio deda canula ya mencionada anteriormente para el procedimiento de infeccién, siendo los ratones
sujetados de ia‘cbla y la parte superior de ld cabeza para exponer la boca y rectificacion del esofago. El procedimiento se
llevard a cabo dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase III en las instalaciones de patologia
experimental en el bioterio del INCMNSZ. Los ratones de cada grupo serdn anestesiados con pentobarbital sédico por via
intrapéritoneal 4 una dosis dé 29 mg/kg y sacrificados por exanguinacion a los dias™7, 14,730, 60 y 120 de la infeccion por
adenovirus. De cada individuo se obtendrin por diseccién ambos pulmones y bazo. Los pulmones serdn perfundidos
intratraquealmente con etanol absoluté para obtener una adecuada expansién alveolar y posterior andlisis histolégico. Asi
mismo; los pulmones, bazos y los sueros de los ratones de cada grupo, se congelaran. inmediatamente en nitrégeno liquido
postdiseccion y seran é(xaE&ados ;-70 grados centigrados hasta su procesamiento, para determinacion de carga bacilar por

conteo de UFC y para extraccion de 4¢idos nucleicos. Todos los procedimientos se realizaran dentro de un gabinete de flujo

_laminar con nivel de bioseguridad clascWI\H. .

En el modelo de latencia se evaluara, en grupos de 20 ratones, el efecto p}eventivo de la reactivacién por la administracion de
los adenovirus recombinantes. Se utilizardn dosis bajas de Mtb H37Rv (4000 bacterias) para infectar ratones B6D2F1 por via
IT, con lo cual se induce tuberculosis-crénica muy similar a TBL. Después de5 meses se administraran via IT 1 dosis de Ad-
HBD3, AdLL-37 o AdGFP. Después de un mes se administrard cortisona en el agua de bebida a una dosis de 3 mg/L para
inducir reactivacion de la enfermedad. Al termino de este periodo se llevard a cabo el sacrificio como se menciond
previamente. La prevencidn de la reactivacion de la enfermedad se evaluard por determinacién de UFC y morfometria.

La contribucion de esta forma de terapia génica en la prevencidn de la transmision se evaluard en un modelo de convivencia
entre ratones sanos ¢ infectados via IT con una dosis alta (250 000 bacterias cepa 5186) para inducir TB progresiva, 20
ratones' sanos y 20 ratones’ infectados' conviven por dos meses en el mismo microaislador (grupos de’5 infectados cori 5 no
infectados). Tres grupos de ratones no infectados recibiran el adenovi’rus respectivo (Ad-HBD3, AdLL-37 o AdGFP) via IT, 1
grupo recibird Isoniazida (10 mg/kg lunes a viernes via IG) o PBS via IG. Todas las intervenciones iniciaran un dia antes de el
inicio de convivencia. Previo sacrificio s€ realizard una prueba de hipersensibitidad-retardada DTH). Esta:prueba-consiste en
la comparacion del cambio de érosor del cojinete plantar de los ratones conviventes tras la administracién de un derivado
protéico purificado (PPD), por lo que se realizard una medicidn inicial del cojinete plantar derecho. Se administraran 40ul de
PPD rico en antigénos de Mtb (concentracion 1.4mg/ml) en el cojinete plantar ipsilateral. Una vez transcurrido los 30 dias de
convivencia se realizard una medicion comparativa con la inicial. Se evaluara la inmunoreactividad en contra de antigenos
micobacterianos expsesado en cambio de porcentaje de grosor de cojinete plantar. Esta prueba se realiza dentro de un gabinete
de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase III. Después de 1 y 2 meses se sacrificaran como se describié previamente
para evaluar carga bacilar por UFC, dafio histolégico.

Todo el material y desechos que tuvieron contacto con los adenovirus serdn manejados ¢ inactivados dentro de un un gabinete
de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase III. Los caddveres de los ratones después del sacrificio se colocan en una
bolsa roja ya que es la iinica que soporta un proceso de esterilizacion en una autoclave, dicha bolsa se etiqueta con la fecha y
numero de ratones sacrificados. Terminando el proceso de esterilizacién los desechos de los caddveres ya estériles se colocan

en una bolsa amarilla y se colocan en el almacén de residuos bioldgicos infecciosos producidos por el instituto.
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Metodelogia: Criterios de seleccién
(0) Comentarios

Criterios de seleccién del protocolo: No aplica,

[N

Beneficio (s) del estudio

(0) Comentarios
[
Beneficio: Evaluar el beneficio terapéutico de la administracién de adenovirus recombinantes en el tratamiento y prevencion de la

tuberculosis pulmonar murina, siendo una alternativa novedosa con menores efectos adversos, mayor eficacia y que acorte el
tiempo de tratamjento - = -~
BN
Tipo de beneficio: Beneficios indirectos esperados

Metodologia: Desenlace y variables
(0) Comentarios

Metodologia de descenlace y variables: Ny aplica

Manejo de confidencialidad

() Comentarios ’

Acciones, estrategias y precauciones que  Ng aplica
serdn tomadas para proteger la

confidencialidad de la informacién de

los pacientes.:

Ponderacién general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto
(0) Comentarios

ion g iesg ¥ .
Pondgrgcmn benerz.ll de riesgos contra aplica
beneficios del estudio propuesto:
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Riesgo (s) del estudio
(0) Comentarios

Molestias generadas por el estudio:

No aplica
Complicaciones del procedimiento: No aplica
Efectos adversos reportados de No aplica
medicamentos o sustancias utilizadas: P .
Meétodos de seguridad para el No aplica
diagndstico oportuno y prevencién de P
los riesgos:
Procedimientos a seguir para resolver No aplica '
los riesgos en caso de que se presenten: I
Otro tipo de riesgo: No aplica
8
Consentimiento informado o
(0) Comentarios
: Hoja de informe al paciente: PAT 1580 15 17 1.pdf
Carta de consentimiento informgdo: PAT 1580 15 17 1.pdf

Declaracién de los investigadores
(0) Comentarios

Archivo CEI 04 Declaracion de

£ Y Declaracién Investicadores. pdf
investigadores::

© 2009 Portal INNSZ Instituto Nacional -
de Ciencias Medicas y Nutricion

Salvador Zubiran Vasco de Quiroga 15,

Colonia Seccion X VI, Tlalpan

C.P.14000, Mexico D.F., MEXICO

Telefono: (52 55) 5487 0900

© 2009 LATIS. All rights Reserved.
LATIS development, The power of the
information
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO: 'PAT-1580-15/17-1"

Fecha de registro-del-Protocolo: 13 de Julio de 201 5

Titulo del Protocolo: “EFECTO INMUNOTERAPEUTICO E INMUNOMODULADOR DE LA -
DEFENSINA HUMANA 3 (HBD-3) Y LA CATELICIDINA (LL37) EN LA TUBERCULOSIS
PULMONAR MURINA”

Propuesta: a) Nueva Wb) LRenovacién ¢) Segunda Revisién

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular |- Dr. Rogelio Hernandez Pando

Institucién de Adscripcion . Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiréan

Departamento de Adscripcién .~ Patologia y Anatomia Patologica, Seccién de

Patologia Experimental

Teléfono ‘ 54870900 ext. 2185, 2194 y 7126

Correo electronico C

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcién Grado | Teléfono e-mail
Dra. Dulce A. Mata . | INCMNSZ, Deptd. de Doctor | 54870900 C
Espinosa Patologia y Anatomia ext. 2185
‘ Patologica, Seccién dé y 2194
Patologia
s Experimental -
Dra. Brenda N. " | INCMNSZ, Depto. de Doctor | 54870900 | [
Marquina Castillo Patologia y Anatomia ext. 2185
Patolbgica, Seccion de | y 2194
Patologia
Experimental
Dr. Jorge A. Barrios | INCMNSZ, Depto. de Doctor | 54870900 ||C
Payan ‘ Patologia y Anatomia ext. 2185
Patoldgica, Seccién de y 2194
Patologia
Experimental

Estudiantes

Nombre Adscripcion Grado a Teléfono e-malil
obtener

A INCMNSZ, Depto. Doctorado 5548609611 C
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ,

Vigencia del Protocolo.

Mes Afio
Fecha estimada de inicio del protocolo Agosto | 2015
Fecha tentativa de finalizacién. , ] Agosto | 2017

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucién en donde se re‘a-lizaré el proyecto:

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran. Departamento de
Patologia y.Anatomia Patalégica, Seccidn de Patologia Experimental

2) Objetivos Generales y especificos del protocolo:

Evaluar la 7 HBRD-3 (B-defensina) y LL-37 (caielicidina) en su efecto inmunomodulador e
inmunoterapéutico en la TB pulmanar murina:

-Evaluar el efecto inmundferapéutico e inmunomodulador de la sobreexpresién de la B-
defensina y la Catelicidina en la fase progresiva de la tuberculosis pulmonar murina.

-Evaluar a “sobreexpresion de la B-defensina y lé Catelicidina en la prevenciéon de la
reactivacién de la infeccién crénica murina similar a la tuberculosis latente.

-Evaluar la sobreexpresién de la B—defengina{ y la Catelicidina en la prevencién a corto plazo de
la transmisién de M. tuberculosis en convivientes sanos.

-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresidn de B-defensina y la Catelicidina en
sinergia con tratamiento convgncional con Tsoniazida, RifampicinaB'y»'Pirazinamida en la fase
progresiva de[modelo murino de TB pulmonar. iy
-Evaluar el efecto inmunoterapéutico de la sobreexpresion de B-defensina y la Catelicidina en

la fase progresiva del modelo murino de TB pulmonar con una cepa multidrogoresistente
(MDR).

3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso'de animales:

El trdtamiento para la TB-es por periodds prolongados (6-18 meses) con diversos
antibidticos, presentando con frecuencia efectos colaterales importantes, condicionando
abandono terapéutico, recaldas y aparicién de cepas multidrogoresistentes (MDR-TB) vy
extremadamente resistentes (XDR-TB) que complica el control de la enfermedad, por ello es
necesario buscar nJevas alternativas gue sean cortas, inocuas, efectivas. La terapia génica
basada en adenovirus recombinantes que sobreexpresan ' péptidos protectores es
potencialmente una herramienta terapéutica para el control de la enfermedad.

Procedimiento:




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

Ratones 'machos de la cepa BALB/C de 8 semanas de edad y 22 gr de peso proporcionados
por el Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio (DIEB) del Instituto Nacional de
Ciencias Medicas. .y Nutricién Salvador ‘Zubirén (INCMNSZ). Los animales seran anestesiados
con vapor de sevoflurano (1 00 L. por raton dentro de una camara de acrilico de 20x20x20 cm)
para su inoculacién intratraqueal (IT) con 250,000 UFC de la- cepa prototipo H37Rv" de
Mycobacterium tuberculosis extraidas en fase logaritmica a una densidad éptica de 0.400 a
longitud de onda de 600 nm. Se égrrgborgré con tihcién de Ziehl-Neelsen, y se suspenderan en

un volumen de. 100 pl.de buffer.de fosfatos salino (PBS).

Para la inoculacién intratragueal (IT), los animales sé colocaran sobre una placa de unicel
revestida con aluminio y se les sujetaran los incisivos con una liga de caucho, se introducira
una canula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la trdquea. A los dos meses
Pl cuando la enfermedad ‘esa’te en fése avanzada se adminiétraré 1 dosis de Ad-HBD3, AdLI-37,
AdGFP o PBS por via IT utilizando el mismo procedimiento para la infeccién descrito
previamente y.se evaluara.el efecto.terapéutico e inmunomodulador.durante Jos dias 7, 15,.30,
60 y 120 postratamiento. Asi mismo se contard con un grupo de ratones a los cuales no se
administrara el vector adenoviral (grupo PBS). Por cada dia de sacrificio se tomaran 12 ratones
por grubo. Se evaluard la cantidad de bacterias vivas por determinacién de unidades
formadoras de colonia (UFC), dafo histopatoldgico (morfometria automatizada) y. respuesta
inmunoldgica (expresion de citocinas por gRTPCR).
e

Se realizard Una variante -del modelo de TB progresiva previo con infeccidon. de un aislado
clinico resistente a la primer linea de antibiéticos (MDR) con 75,000 bacterias. A los dos meses
Pl, cuando la enfermedad este en fase avanzada se administrara 1 dosis de Ad-HBD3, AdLL-
37, AdGFP o PBS por via IT y se evaluara el efecto terapéutico e inmunomodulador durante la

en los dias 7, 15, 30, 60 y 120 postratamiento.

De la misma forma se evaluara el efecto adyuvante de la quimioterapia convencional tras la
administracién de-los aderiovirus terapéuticds, siguiendo el mismo modelc~de~enfermedad-

progresiva. Las dosis de antibidticos que se utilizaran son:

Administracién via Intragastrica 100p] de lunes a viernes:
« Rifampicina (10 mg\;‘/kg) "

* Isoniazida (10-mg/kg)

» Pirazinamida (30 mg/kg)

Los antibidticos seran administrados en una solucién Unica de lunes a viernes en un volumen

de 100yl por ratdn via intragastrica (IG) por medio de la canula ya mencionada anteriormente

3
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para el procedimiento de infeccidn, siendo los ratones sujetados de la cola y la parte superior
de la cabeza para exponer la boca y rectificaciéon del eséfago. El procedimiento se llevara a
cabo dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase Ill en las
instalaciones de patologia experimental en el bioterio del INCMNSZ.

Los ratones de cada grupo seran anestesiados con pentobarbital sédico por via intraperitoneal
a una dosis de 29 mg/kg y sacrificados por exanguinacién a los dias 7, 14, 30, 60 y 120 de la
infeccion por adenovirus. De cada:individuo se gbtendran por diseccion ambos pulmones y
bazo. Los pulmones seran perfumdidos intratraquealmente con etanol absoluto para obtener
1 una-adecuada expansion alveolar y posterior andlisis histoldgico.

As{ mismo, los pulmones, bazos y los sueros de los ratones de cada grupo, se conéelarén
inmediatamente en nitrégeno liquido postdiseccion y serdn guardados a -70 grados
centigrados hasta su procesamiento, para determinacién de carga bacilar por conteo de UFC y
para extraccién de 4cidos nucleices. -Todos los procedimientos se realizaran dentro de un

gabinete de flujo laminar cdr; nivel de bioseguridad clase HI.

. En-g&imodelo de latencia se evaluard, en grupos dé 20 ratones, el efecto preventivo de la
reactivacion por la administracién de los adenovirus recombinantes. Se utilizaran dosis bajas
de Mtb H37Rv (4000 bacterias) para infejcta;' ratones B6D2F1 por via IT, con lo cual se induce
fuberculosis crénica muy similar a TBL. D"espués de 5 meses se administraran via IT 1 dosis de
Ad-HBD3, AdL1-37 o AAGFP, Despu“és: de un mes se administrara cortisona en el agua de
bebida a una dosis de 3 mg/L para inducir Feactivacién de la enfermédad. Al termino de este
periodo se Ilegvaré a cabo el sacrificio como se menc;ioné previéamente. La prevencién de la

reactivacion de la enfermedad se evaluara por determinacion de UFC y motfometria.

LLa contribucidn de esta forma de terapia génic;»a en la prevencién de la transmisidn se evaluara
en un modelo de convivencia entre ratones sanos e infectados via IT con una dosis aita (250
000 bacterias cepa 5186) para inducir TB progresiva, 20 ratones sanos y 20 ratones infectados
conviven por dos meses en el mismo microaislador (grupos de 5 i;n‘ectados con 5 no
infectados). Tres grupos de ratones no infectados recibiran el adenévirus respectivo (Ad-HBD3,
AdLL-37 o AdGFP) via IT, 1 grupo recibira lsoniazida (10 mg/kg lunes a viermnes via 1G) o PBS
via |1G. Todas las intervenciones iniciardn un dia antes de el inicio de convivencia. Previo
sacrificio se realizara una prueba de hipersensibilidad retardada (DTH). Esta prueba consiste en
la comparacién del\cambio de grosor del cojinete plantar de los ratones conviventes tras la
administracion de uh derivadoaprotéico purificado (PPD), por lo que se realizara una medicion
inicial del cojinete plantar derecho. Se administraran 40ul de PPD rico en antigenos de Mtb

(concentracion 1.4mg/ml) én el cojinete plantar ipsilateral. Una vez transcurrido los 30 dias de

convivencia se realizard una medicion comparativa con la inicial. Se evaluara la
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inmunoreactividad en contra de antigenos micobacterianos expresado en carﬁbio de
porcentaje de grosor de cojinete plantar.

Esta prueba se realiza dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad clase
lil. Después de 1y 2 meses se sacrificaran comorse describié previamente para evaluar carga

bacilar por UFC, dafio histoldgico.

Todo el material y desechos que tuvieron contacto con los adenovirus seran manejados e
L5 SN .

inactivados dentro de un un.gabinete de flujo laminar.con nivel de bioseguridad. clase Il

Los cadaveres de los ratones después-del sacrificio se colocan en una bolsa roja ya que es la
Unica gue soporta un proceso de esterilizacion ‘en una autoclave, dicha bolsa se etiqueta con la
fecha y numero de ratones sacrificados. Terminando el proceso de esterilizacion los desechos
de los cadaveres ya estéfilés se colocan en una bolsa amarilla y se colocan en el almacén de

residuos biolégicos infecciosos producidas por el instituto.

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.
Categoria A T
Experimentos o ejercicios de ensefanza que involucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, ’[edeOS y célulasvivas.

Categoria B..
Experlmentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna -angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracién en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcién del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios de enseflanza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacién de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestla o dolor 5|gnn°cat|vo € ihevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

El Investigador debera consultar:
wyww.coan.ca/lDocuments/Standards/Guidelines/Snanish/ANEX 158 .odf
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[Categoria: | A [B: [ [D: XX [E:

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta

los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccidn y refinamiento.

Para mayor informacidn el Investigador debera consultar:

htip://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htrm
Para la determinacién de la carga bacilar, el analisis histoldgico, Citometria de Flujo y los
estudios por biologia molecular utilizaremos 12 animales por tiempo de sacrificio. Este es el
nimero minimo de animales que se requiere no solo para obtener las muestras necesarias y
poder obtener una diferencia estadisticamente significativa. También es el minimo requerido
para poder publicar los resultados..« ..

Ademas se solicita un 10% mas de animales para el caso de las pérdidas durante el

experimento.

6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacién de los animales
experimentales fuera de las-instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.
NO APLICA ot

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo

Fondo genético L

Ratén ‘ 21-22 g 49-56 semanas | Machos

No. de Grupos experimentales: 3 grupos/ 1 grupo/ 1 grupo

No. de animales por grupo: 240 ratones/80 ratones/ 200 ratones (1
repeticién)

No. TOTAL DE ANIMALES: 2000 ratones (distribuidos en 2 afos)

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio,
7 MESES por experimento < ‘

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-biologicas. x | Al momento del sacrificio

Colocacion de canulas y sondas. B 1 x

Técnica para observacién y modificacion de X

conducta.

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos. x | 1vez. M tuberculosis intratraqueal
- | 1 vez Adenovirus recombinantes

Procedimientos quirdrgicos con recuperacidn. X
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Procedimientos quirlrgicos sin recuperacion. x__| Al momento del sacrificio

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

B AEIESES

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales. -

Induccidn de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas toxicas.
Implantes o injertos '

x| | [ |x

Estudios estereotaxicos.

Oftros:

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

INFECCION . -

Para infectar a los ratones se utilizara una canula de calibre 22Gx1”, el ratén es anestesiado
con Sevofluorano (100uL por raton dentro de una cadmara de 20x20x20cm, no es recomendable
utilizar Ketamina debido a que es un inductor de la produccion de interleucinas de tipo
antinflamatorio lo que intervendria directamente en el desarrollo de nuestro experimento), una
vez anestesiado se sujetara sobre una placa de aluminio utilizando una liga de caucho sobre los
incisivos del animal, se localizara la traquea apoyandose con el tacto y la canula, una vez
localizada se inyectaran 250,000 UFC de M. tuberculosis/100ul de SSI, este procedimiento solo
se realizara una vez al inicio del experimentey se hard bajo condiciones de bioseguridad nivel
M. @ .

EUTANASIA

Los. animales’ seran .inyectados con Pentobarbital 210 mg/kg. IP. Se expondra la cavidad
peritoneal y toracica para recolectar, el bazo y los pulmones, las muestras se colocaran dentro
de criotubos de 2 ml.

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

?

Tipo Agente Dosis Via de admén. Frecuencia.
Anestésico Sevofluorano 100 pL Inhalada’ Una vez.

Pentobarbital 210 mg/Kg P - Una vez.

12) ;Qué parametros empleara para conacer el grado de Anestesia o analgesia del agente
a utilizar?
Relajacion muscular, pérdida del reflejo ocular

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

NO APLICA
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14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

L.os parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia-fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
. Resplramon normal, laboriosa..
ii, Temperatura
ii. Temblores
iv. - Convulsienes
v. Descarga nasal, salivacién

Escala: 0 si es normal, 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
estd afectado y 3 si esta muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal L. e - X
b) Apariencia B X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR,, etc.) X
d) Conducta espontanea. X
e) -Conducta-provocada. B ] X

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

- Pitoereccion

Adinamia

Peso v
"Taquipnea

Postura o -

Criterios de punto finat

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

a. Variacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminucion 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, comportamlento social etc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0 sies normal.
2. 1 si el parametro en cuestién se ve, ||geramente alterado
-3. 2 si estd afectado
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 determinacion de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http:/lwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate_endpoint.pdf




FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

X G)v'vvg,-':C__g'élv"vseré el método de eutanasia que utilizara?
"“Pentobarbital 210mg/kg 1P

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método - . Dosis Via
42 Pentobarbital -
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg IV, 1P
. Pentobarbital N
Rata Asfixia con GO, 120 mg/kg IV, IP
Pentobarbital )
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg 7 v, 1P
- Pentobarbital .. }
Conejo _Pistola de perno cautivo 120 mg/kg v, IP
’ Asfixiaccon CO»
- .Cerdo o Pentobarbital ] 90'mg/kg ] NV
Rana Pentobarbital 100 mglkg” P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicacion requiere
una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable

e ~7

17) El protocolo representa riesgo bioldgico?
a) No b) Si
Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de’ Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se

recomienda consultar la clasificacién del Center for Disease Control and Prevention.
hitp/hwrani.cde.govibiosafely/publications/bmblS/BMBLS sect Vopdf

18) ¢Cual serd el destino final de los.anipales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres seran golocados dentro de una bolsa de plastico de color rojo resistente
a un ciclo de esterilizacion por vapor (1210C/20Ib/in2/30 min), una vez terminado el
ciclo®la bolsa se colocara denfro de una bolsa de plastico de color amarillo,
impermeable con la leyenda “PELIGRO, RESIDUOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS”. Se
trasladaran al depésito del INCMNSZ.

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacién 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.

Nuan s

Nombre y firma del Investigador Responsable
Dr. Rogelio Hernandez Pando
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Dr. Jorge Alberto Barrios Payan | Secretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez’ ) Vocal-

Dra. Elena Zambrano Gonzé‘\lez N Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres Voeal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos .. - | Vocal

Dra. Marfa Elena Flores Carraééo Vocal




A) SE TESTA NOMBRE DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

B) SE TESTA FIRMA DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.

C) SE TESTA CORREO ELECTRONICO DE PERSONAS FISICAS QUE
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D) SE TESTA FOTO DE PERSONAS FISICAS QUE NO SE TIENE LA
CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS TODA VEZ QUE SE
TRATA DEA DATOS PERSONALES DE ACUERDO AL ARTICULO
113 FRACCION I DE LA L.F.T.I.P.





