Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Inmunologia y Reumatologia

’ “México Cd. Mx., a9 de Julio del 2018

Dra. Norma Bobadilla Sandoval ..
Coordinadora de la CINVA
Presente

Informe final: CINVA IRE-1829-16/17-1.

RS ~

.

“‘Generacion de suero nefrotdéxico en conejo para el establecimiento de un modelo
de nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana basal glomerular en ratones
C57BL/6”

Este protocolo tenia por objetivo el desarrollo de un suero capaz de inducir nefritis
mediada por complejos inmunes para utilizarse como modelo surrogado de nefritis
lipica. Para esto, tres conejos fueron inniunizados en siete ocasiones con extractos
glomerulares de ratén, posterior a la 6ta inmunizacion el suero mostré tener
capacidad nefrotoxica, por lo que se inmunizaron por ultima vez y se sacrificaron
como estaba planteado, para obtener el suero. Obtuvimos aproximadamente 150mL
de suero, el cual sera mantenido en congelacién para su uso en proyectos futuros.
Se prob6 en ratones C57BL/6 (usando 50, 100 y 200uL de suero), comprobando su
utilidad como un modelo de nefritis mediado por complejos inmunes, por la
capacidad de suero de formar complejos inmunes en glomérulos, inducir proteinuria,
y cambios histologicos secundarios a la inflamacion.

El desarrollo de este modelo formé parte de la tesis de licenciatura de QFB Ada
Ramirez Liberia (adjunta) y servira para realizar otros proyectos en un futuro.

Atentamente,

Dra. Florencia RDsettl
Departamento Inmunglo I/y Reumatologia
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Generacién de un modelo experimental murino de glomerulonefritis

nefrotoéxica.

Los resultados obtenidos in vitro sugieren que las variantes de riesgo tienen un
efecto potenciador sobre la expresién de STAT4 lo que tiene como consecuencia
incremeénto en su-actividad -fosforilacién y produccién de [FN-y. , Con el propésito
de evaluar estos €ambios en un sistema in vivo, se planteé establecer un modelo

murino experimental de nefritis inducida por depdsito de inmunocomplejos: el

modelo de glomerulonefritis nefrotéxica. 43

Con este fin, se inmunizaron 3 conejos con lisados glomerulares obtenidos de
riiones de ratones C57BL/6. Posterior a 4 inmunizaciones de Ios conejos, el suero
presentd capacidad nefrotéxica leve en ratones C57BL/6: presencia de proteinuria

(++) y cambios histolégicos moderados de dafio renal.

Para comproba\rvlq capacidad nefrotéxica del suero se midi6 la presencia de
proteinas a los dias 0,7, 14 y 21 utilizando tiras reactivas (+/- a ++++), Asl, el suero

mostrd inducir proteinuria leva'(++) al dia 14 (Figura 1”3'3). Los rifiones se colectaron

al dia 21, posterior a la inyeccién del suero nefrotoxico para su analisis histologico,

mostrando depdsitos de complejos inmunes glomerulares (Figura 13b) y cambios

moderados inducidos por la inflamacién (Figura 13c).

43
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Figura 13. Generacién de un suero con propiedades nefrotéxica.

(a) Cuantificagic’m de proteinuria los dias 0,7, 14y 2>1 posterior a inoculacion del
suero nefrotéxico. (b) Evaluacién del depésito de IgG de conejo en glomérulos de
ratones inoculados. (c) Evaluacion histoldgica (H&E, PAS) de los rifiones obtenidos
al dia 21 posterior a Ia inyeccion del suero nefrotéxico, que muestran proliferacién
mesangial (flecha) y formacién de medias lunas (cabeza de flecha).

44
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Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Dra. Bobadilla:

Por este conducto me permito solicitarel cierre del protocolo “Generacion de suero

nefrotéxico en conejo para el:establecimiento de un modelo de nefritis
inducida por anticuerpos anti-membrana basal glomerular en ratones
C57BL/6" con registro CINVA IRE-1829-16/17-1 debido a que se ha cumplido el
objetivo planteado. -

Sin otro particular por el momento, quedo >de usted.

Atentamente

Dra. Floren osetti
Departamento de Inmunologia y Reumatologia
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Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
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Estimada Dra. Rosetti:

Sin mas por el moménto quedo de usted.

" INSTITUTO NACIONAL DE

gf{\'\i / GIENGIAS MEDICAS
Y HUTRICION
N “Salvador Zuhiran”

/ N/
ofe 16 oCT 1B og
R ;‘\
DEPARTAMENTO DE INM}JNULOGiA
Y REUMATOLOGIA

México, CdMX., a 15 de octubre de 2018.

DRA. FLORENCIA RQSéTTl SC!\UJTO ]
Depto. INMUNOLOGIA Y REUMATOLOGIA
Presente.

F

Atentamente,

Bobadilla Sandoval

Por este medio, nos permitimos informarle que el Comité Interno para el Cuidado y Uso
de los Animales de Laboratorio: coment que hubo un error en la minuta del 5 de octubre
de 2106 en el protocolo IRE-1829-16/17-1, intitulado “GENERACION DE SUERO
NEFROTOXICO EN CONEJO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE UN MODELO
DE NEFRITIS INDUCIDA POR ANTICUERPOS ANTI-MEMBRANA BASAL
GLOMERULAR” en el que se especificd incorrectamente que los cadaveres de
animales se incinerarian y la investigadora responsable contestd que asi seria. Dado que
no se incineran los animales en nuestro Instituto, eésta minuta se corrige éste error previo.

INST. NAL. CIENCIAS MEDICAS
¥ NUTRUCION INCMYN 5.2 ]

Z.

Coordinadora del Comité Interno para el cuidado y uso de “
los Animales de Laboratorio

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

NAB/nom



INSTITUTO NACIONAL DE.
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Meéxico Cd. Mx., a 26 de abril de 2018.

‘Dra. Florencia Rosetti Sciutto
Depto. lnmunologla y Reumatologla
Presente.

¢ Estimada Dra. Rosetti.:

No. Oficio CINVA 074-18

Por este conducto me permito solicitar el cierre del Protocolo: “GENERACION
DE SUERO NEFRCTOXICO EN CONEJO PARA EL ESTABLECIMIENTO DE
UN MODELO DE NEFRITIS INDUCIDA POR ANTICUERPOS ANTI-
MEMBRANA BASAL GLOMERULAR?”, con registro CINVA IRE-1829-16/17-1.
Debido a que el 11 de Abril solicito la terminacion del mismo, le solicito de la
manera mas atenta lleve a cabo el cierre del proyecto y adjunte los siguientes
documentos indispensables para la coriolusién del proyecto: '

Sin mas por el momento quedo de usted.

Avenida Vasco de
Quiroga - No. 15
Colonia Belisario

Dominguez Seccién XVI

Delegacion Tlalpan
Codigo Postal 14080
- México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx

1. Forma Unica para registro de proyectos con firmas.
2. Formato de cierre del protocolo, el cual adjunto, este debe de ir en hoja
membretada e impreso. :

3. Informe final

4. Productos de Investigacion derlvados del proyecto (articulos, tesis,
libros, Capltulos de libro, patentes presentamones en congreso entre
otros).

Atentam enfe,,

Dra. Normb A. Bobadilla Sandgval
.Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

-

c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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México, D.F. a 11 de Abril, 2018

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR BEIRidMma Bobadilla Sandoval .

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

Estimada Dra. Bobadilla,

e 6

Por medio de esta carta quisiera informar los avances del protocolo titulado “Generaciéon de
swero nefrotéxico en conejo para el establecimiento de un modelo de nefritis inducida por
anticuerpos anti-membrana basal glomerular-en ratones C57BL/6” con REF. 1829, para
solicitar terminacién del mismo.

RN ~

Los conejos fueron inmunizadc;s en siete ocasiones con extractos glomerulares de ratén,
posterior a la 6ta inmunizaciéon el suero mostré su capacidad nefrotéxica, por lo que se
inmunizaron por ultima vez y se sacrificaron los conejos, con lo que obtuvimos
aproximadamente 150mL de suero. Se prob¢ en ratones C57BL/6 (usando 200ul de suero),
comprobando su utilidad como un modelo surrogado de nefritis lapica. A continuacion se
muestra la induccion de proteinuria, la, cual se asoci6 con cambios importantes a nivel
histolégico, sugerentes de inflamacion infensaﬁi\nducida por el depdsito de complejos inmunes.
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Avenida Vasco de

Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XV
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080 .
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx




2017, Afio del Centenario de la Promulgacion de la Constitucién de los Estados Unidos Mexicanos”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICION . México, D. F., a 9 de noviembre de 2017.
SALVADOR ZUBIRAN -

Dra. Florencia Rosetti Sciutto

Depto. Inmunologia y Reumatologia
Presente.

. | ~ REF: CINVA-IRE-1829-16/17-1

Estimada Dra. Rosetti.

N ~

Habiendo analizado deta'll‘a"damente el Protocolo de Investigacion Experimental
titulado:

“Generacion de suero nefrotéxico en conejo para el establecimiento

de un modelo de nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana
basal glomerular”. -

Este comité ha dictaminado que \' SE ﬁUTORIZA el addendum y uso de 50
ratones de fin reproductivo. - o

!

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

INS. NACIONAL DE CIE%CNIAS
MEDICAS Y NU'[R\CI N
“SALVADOR ZUBIRAN

N

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS

Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN ' . México, D.F. a 27 de Octubre, 2017

Y

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora '
Comisidn de Investigacidon en Animales
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Estimada Dra. Bobadilla, . . "=~

Escribo este addendum para solicitar que se me autorice modificar la técnica propuesta en
el protocolo titulado “Generacién de suero nefrotéxico en conejo para el establecimiento de
un modelo de nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana basal glomerular” con REF.
CINVA 1829. - ‘

Aungque hemos inmunizado a los conejos y les hemos aplicado 3 refuerzos, el suero

|
‘; obtenido aun no .alcanza la nefrotoxici,da)d necesaria. Causa cambios histoldgicos
| moderados y depésito glomerular de IgG (Fi'gura 1), pero niveles bajos de proteinuria.

Consideramos necesario administrar 2 refuerzos adicionales y requerimos mas ratones

para probar los nuevos sueros.
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Figura 1. Evaluacién de la capacidad nefrotéxica de suero de conejos inmunizados con extractos glomerulares
murinos. A) Proteinuria inducida por la transferencia de suero de conejos a ratones B6 (3 dosis de suero fueron evaluadas:
100, 200 y 400 ui). La transferencia de 400 plL de suero indujo proteinuria leve, 2+. B) Evaluacién histoldgica 21 dias
después de la transferencia de suero. Se observan cambios leves en la estructura glomerular: proliferacién endocapilar
(flecha) y formacién incipiente de media lunas {cabeza de flecha). C) Deposito de IgG de conejo en glomérulos de ratones

Avenida Vas&esryes de latransferencia del suero ngfrotdxico.
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWWw.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Por esto, solicitamos:

LY

10 ratones para probar la capacidad nefrotéxica del suero que se genere.

RS

40 ratones para extraer glomérulos — edad y sexo indiferente’

Quedo en espera de su amable respuesta,

Dra. Florenci
Investigadoren Ciencias Médicas “C”
Departamento de Inmunologia y Reumatologia

Rosézti Sciutto

N

Ccd. MVZ Mariela Contreras Escamilla -

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidon XV!
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.incmnsz.mx
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_ Ciudad de México, a 08 de Noviembre de 2076,

Dr. Florencia Rosetti Sciutto L
INVESTIGADOR(A) PRINCIPAL
DEPARTAMENTO DE INMUNOLOGIA'Y REUMATOLOGIA

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION ”SALVADO%{ ZUBIRAN"
AV. VASCO DE QUIROGA NOC. 15 .

COL. BELISARIO DOMINGUEZ SECCION XV -
MEXICO, D.F., C.P. 14080

PRESENTE

NN

Por este medio, nos permitimos informarle que La Comision de investigacion en Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
NUtHCJOH Salvador Zubiran, ha revisado y dictaminado como APROBADO el Protocolo de Investigacidn Clinica, titulado:

Generacion de suero nefrotdxico en conejo para el es‘tabiemmxen‘to de un modelo de nefritis inducida por anticuerpos anti-
membrana basal glomeruiar

Con clave de protocolo IRE-1829-16/17-1

La vigencia de la aprobacion termina el dia 08-11-2017.Si'la duracion del estudio es mayor tendré que solicitar la re- aprobacion anual
del mismo, informando sobre Ios avances y resultados parc;ales de su investigacién mcluyendo todos los datos sobresalientes v

conclusiones. .

Comentarios: s -
Se autoriza el uso de 20 ratones C57BL/6 de sexo indistinto, 16 ratones C57BL/6 hembra y 3 conejos

Sin més por el momento quedamos de usted.

ATENTAMENTE,

v - i 'O
\i\/\< VYS! UL v 7 INVEST BEI)SPERW?EN'}AL :
2 N[ | | 3 TER!O
DRA\NGRMAIBOBADILLA SANDOVAL , \ 1100V 2015 e
COOFXDINADORA DE LA COMISION DE INVESTIGACION EN ANIMALES
. , INST. NAL. CIENCIAS MEDIC/
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion. ' Y NUTRUCION INCMYN “g -

c.c.p. MVZ. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB.

INS. NACIONR
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‘SALVADOR g




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
» Coordinadora

Comision de Investigacién en Animales 1
INCMNSZ ‘
Presente ce T T : Comité de Investigaocidn

Estimada Dra. Bobadilla,

México, D.F. a 13 de Octubre, 2016

INS., NACIONAL DE CIENCIAS)
MEDICAS Y NUTRICION
S§ALVARGE TURIRAN”

\ en Animales

Agradezco a Usted y al Comité el tiempo dedicado en evaluar mi proyecto titulado
”Generaci6n de suero nefrotéxico en conejos para el establecimiento de un modelo de
nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana basal glomerular”, con REF: CINVA
1829, Clave: IRE-1829-16/17-1. De acuerdao.con lo sugerldo por Usted, he realizado los
siguientes camb|os y aclaracionés:

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

1.

2.

4.

No se incluyen los ratones C57 en el titulo.
Se ha modificado el titulo y ahora incluye la cepa de los ratones C57BL/6.

Debido a que el drea de conejos presenta deficiencias, se deben poner en contacto con
el DIEB para llevar a cabo las inmunizaciones.
Si, como esta estipulado en investigadores participantes y en el punto 8, todo lo
relacionado con conejos, sera realizado con ayuda de la MVZ Mariela Contreras (tanto
en la coordinacién/contacto con el drea de conejos asi como en la parte técnica de la
inmunizacién, sangrado y sacrificio de conejos).

Describir las funciones de cada participante en el desarrollo del protocolo.
Las funciones realizadas por cada participante fueron aclaradas en el punto 8.

Los antecedentes son claros y adecuados. Se encuentran descuidos en la escritura, ya
que no coinciden el protocolo en extenso con el FAEP,




2]

Se han corregido Iasﬂ"incongruencias entre el protocolo en extenso y el FAEP.
Un tanto escueto y falté abordar los estudios que ya se han realizado con este suero
nefrotoxico y los resultados encontrados.

Este es un modelo ampliamente utilizado como subrogado de nefritis lipica por
multiples grupos. Los mecanismos efectores gque desencadenan dafio tisular son
comparables entre este y otros modelos de lupus murino, y la evaluacién de estos
modelos en decenas de ratones genéticamente modificados (knockout y transgénicos)
han hecho evidente esta similitud (se adjunta revision del tema).

Pretenden generar anticuerpos anti-membrana basal glomerular, pero utilizardn un
extracto de glomérulos que contienen multiples proteinas de diferentes zonas del
glomérulo como células endoteliales, epiteliales mesangiales y de la capsula de Bowman,
por eso, es necesario apoyarse mucho en la literatura para este fin y justificar como se
lograra esto. T al
Si, el suero nefrotéxico incluird anticuerpos contra multiples estructuras glomerulares
{y no glomierulares, ya que las preparaciones de glomérulos no son 100% puras). Sin
embargo, el objetivo es generar un suero que esté enriquecido con anticuerpos contra
estructuras glomerulares, capaz de incitar inflamacién en respuesta al depésito de estos
anticuerpos.

En la metodologia del protocolo en extenso en el punto 1, mencionan que los ratones
seran anestesiados con pentobarbital sédico (40mg/kg) y se perfundiran con 20mL de
PBS a través del corazon. Los ratones se sacrificaran con'una sobredosis de pentobarbital
sddico y los rifiones se colectaran.’

Esto fue un error, ya se ha modificado: Se inyectara de manera intraperitoneal
pentobarbital sédico '(4b mg/kg) para poder perfundir con 20 mL de PBS, con el fin
de eliminar la sangre de los rifiones que seran posteriormente lisados (para realizar

=

las inmunizaciones) G colectados para evaluar - su histologia (ratones
experimentales).



8.

En el punto nimero 4 de métodos en el-protocolo en extenso, menciona: “Dos semanas
después del Booster, los conejos serdn anestesiados y exanguinados por puncidn
cardiaca” la exanguina‘cién sera con el objetivo de obtener la mayor cantidad de sangre
posible del animal y poder obtener aproximadamente 500mL de los 3 conejos como lo
explican en el FAEP, este procedimiento hard que los ratones mueran abtes de
administrar los 210mg/kg de pentobarbital, por lo que el método de sacrificio serd la
exanguinacion. Corregir este.parrafo.

Si, es un error, ya ha sido modificado.

En el punto 3 del FAEP estd muy clara la-justificacién del experimento, pero no se
incluyen los procedimientos en el uso de animales.
Se ha agregado una explicacién de los‘procedimientos a realizar en los animales
solicitados. e

Los inveStiga_dores mencionan que la potencia del suero nefrotoxico varia cada vez que
se prepara y como probarén 3 diferentes dosis, seria conveniente determinar si el
ndmero de ratones que usaran en el punte 4 inciso c) de FAEP tienen el suficiente
impacto estadistico.

Efectivamente, cada suero tiene distinta actividad nefrotg')xica. Por eso se juntaran
todos los sueros que se colecten de los conejos, y posteriormente, ese pool de sueros
es el que se evaluara para determinar su capacidad nefrotéxica. El fenotipo es muy
homogéneo cuando se inyecta la misma cantidad de suero, por lo que evaluarlo en 4
ratones es suficiente para determinar la mejor dosis a usar posteriormente.

Especificar en el protocolo en extenso qu‘é algunos procedimientos se llevaran a cabo en
machos y otros en hembras.

Se agregd en el protocolo en extenso que el sexo, tanto de los conejos como de los
ratones de donde se extraeran los glomérulos es indistinto, pero la evaluacién de Ia
capacidad nefrotéxica se évaluara utilizando Gnicamente hembras.




En el punto nimero.5 del FAEP solo menciona tres grupos experimentales, pero los 12
ratones hembra que se utilizaran ‘para evaluar el efecto nefrotéxico recibirdn dosis
diferentes de suero lo que genera otros grupos de experimentacién.

Se modifico el niimero de grupos experimentales como fue indicado.

Se sugiere contemplar un grupo control bara las comparaciones histoldgicas.

Si, se agregara un grupo de.ratones que sean presensibilizados pero que no reciban
suero nefrotoxico que rios servira de control sano en las evaluaciones histopatolégicas
y de la funcién renal. '

Si bien es un modelo caracterizado por el investigador, parece que es la primera vez que
lo desarrollara en el Instituto, ¢no seria conveniente solicitar més animales para repetir
el ensayo de efecto nefrotéxico y-ver la reproducibilidad puesto que se requiere un
modelo reproducible? Este es un modelo que se establecié desde 1990 (Schrijver G et
al. 1990), que se utiliza ampliamente como modelo p‘ara estudiar mecanismos de dafio
tisular mediado por complejos inmunes, y por lo tanto sirve como subrogado de
modelos de nefritis lGpica (Fu Y, et al. 2007). Por lo que el objetivo es tGnicamente
generar el suero nefrotéxico y determinar la dosis para inyectar en los ratones que nos
permita obtener el efecto nefrotéxico que buscamos.

10. En el FAEP mencionan que los ratones se utilizardn para la extraccién de rifiones y
valoracién del efecto nefrotéxico seran sacrificados con CO2, pero en el protocolo en
extenso dice que serdn sacrificados con sobredosis de pentobarbital sédico.

Estas incongruencias han sido modificadas. |

En el punto 8 del FAEP falta agregar que se pasaran 20mL de PBS.

Si, ya fue incluido.

~ -

Para la administracion de CFA+IgG en la pata de los ratones, dice que sera subcutanea, esto
serd en el muslo, cojinete plantar o en la ingle?
Se realizard en el cojinete plantar.




El punto 14 no coincide con el protocolo en extenso
Si, ya fue aclarado el método de eutanasia.

11. En el punto 16 es conveniente aclarar que el destino final'de los cadaveres sera la
incineracion. )

Si, ya fue aclarado.

12. Se utilizard algin métotlo estadistico para evaluar el efecto y reproducibilidad del
suero?

No, ya que el propésito de este experimento es determinar la menor dosis que logre el efecto
nefrotéxico que buscamos: en promedio 3x10? gAlb/gCre en orina y una calificacion que alcance
al menos 4 en la escala de dafio que utilizaremos, descrita por Duffau P et al, 2010. Esta escala
incluye la evaluaci6n de proliferacién endocapilar, infiltracién leucocitaria y presencia de media
lunas.

¢

Atentamente,

Dra. Flor Rosetti
Investigadora en Ciencias Médicas

-
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REF: CINVA-1829 IRE-1829-16/17-1

Estimad? Dra. Rosetti:

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Generacion de suero nefrotéxico en conejo para el establecimiento de un
modelo de nefritis inducida por anticuerpos anti-membrana basal glomerular”

e La Comision decidio dejar Pendiente la Aprobacién del proyecto hasta que se resuelvan los
cuestionamientos siguientes:

a) No se incluyen los ratones C57 en el titulo.

b) Debido a que el area de conejos presenta deficiencias, se deben poner en contacto
con el DIEB para llevar a cabo las inmunizaciones. -

c) Describir las funciones de cada participante en el desarrollo del protocolo.

d) Los antecedentes son claros y adecuados. Se encuentran descuidos en la escritura,
ya que no coinciden el protocolo en extenso con el FAEP. Un tanto escueto y faltd
abordar los estudios que ya sean realizado con este suero nefrotdxico y los resultados
encontrados. ‘ ,

e) Pretenden generar anticuerpos anti-membrana basal glomerular, pero utilizaran un
extracto de glomérulos que contienen multiples proteinas de diferentes zonas del
g%lomérulo como células endoteliales, eplteliales mesangiales y de la cépsula de
Bowman, por eso es necesario apoyarse mucho en la literatura para este fin y justificar
como se lograra esto. :

fy En la metodologia del protocolo en extenso en el punto 1, menciona que “los ratones

seran anestesiados pentobarbital sddico (40 mg/kg) y se perfundiran con 20 mL de

PBS a ftravés del corazon. :Los ratones se sacrificaran con una sobredosis de

pentobarbital sodico (210 mg/kg) y los rifiones se colectaran”. El procedimiento de

puncion cardiaca y/o infundir 20 ml de PBS matara al animal, ya que se desplazaria

completamente el volumen de sangre del raton, en este caso para que administrar 210

mg/kg de pentobarbital cuando el raton ya muri6? se solicita aclarar este punto en la
metodologia. - ,

avenida ghsEm &l punto nimero 4 de métodos en el protocolo en extenso, mencicna: “Dos

Quiroga Ngemdnas después del tltimo booster, los conejos seran anestesiados y exanguinados

Colonia Belisario ‘s . . e ? . .
Dominguez SecdiAPUNCION cardiaca. Al terminar se sacrificaran con una sobredosis de pentobarbital

Delegacién Tlalpan
Cdédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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£
sodico”, la exanginacion sera con el objetivo de obtener la mayor cantidad de sangre

posible del animal y poder obtener aproximadamente 500 mi de ios 3 conejos como 1o

explican en el FAEP, este procedimiento hara que los ratones mueran antes de
administrar los 210 mg/kg de pentobarbital, por lo que el método de sacrificio sera ia
exanginacion. Corregir este parrafo. :

=n el punto 3 del FAEF esté muy clara la justificacion del experimento, pero no se ‘

incluyen los procedimientos en el uso de animales
Los investigadores mencionan que la potencia del suero nefrotdxico varia cada vez
que se prepara y como prebaran 3 dosis diferentes, seria conveniente determinar si el
numero de ratones que usaran en- el punto 4 inciso c) del FAEP tienen el suficiente
impacto estadistico. Especificar.”’en el protocolo en extenso que algunos
procedimientos se llevaran a cabo en machos y otros en hembras. En el punto ntimero
9 del FAEP solo mencionan tres grupos experimentales, ‘pero los 12 ratones hembra
que se utilizaran para evaluar el efecto nefrotdxico recibiran dosis diferentes de suero
lo que genera otros grupos de experimentacion. Se sugiere contemplar un grupo
control para comparaciones histolégicas. Si bien es un modelo caracterizado por el
investigador, parece que es la primera vez que lo desarrollara en el Instituto, sno seria
conveniente solicitar mas animales para repetir el ensayo de efecto ne‘frotoxmo y ver la
reproducibilidad puesto que quieren un modelo reproducible?.
En el FAEP mencionan que los ratones que se utilizaran para la extraccién de rifiones
y valoracion de efecto nefrotoxico seran sacrificados con CO2 seguido de dislocacion
cervical, pero en el protocolo en extenso’dice: se sacrificaran con una sobredosis de
pentobarbital sddico (210 mg/kg),-corregir esta diferencia. En el punto 8 del FAEP falta
agregar que se pasaran 20 ml de PBS a los ratones de los que se extraeran los
rifones. Para la administracion del CFA+IgG en la pata de Jos ratones, dice que sera
subcutanea, esto sera en el muslo, en el cojinete plantar o en la ingle?. El punto 14 del
FAEP eutanasia para ratones: no coincide con el protocolo en extenso.
En el punto 18 es conveniente aclarar que el destino final de los cadaveres despues
de trasladarios al deposito del INCMNSZ sera la incineracion.
- Se utilizara algun meétodo estadistico para evaluar el efecto y reproducibilidad del
suero? :

Sin mas por el momento quedo de us‘ted.?t :

Atentamente, |

Coordmadora de la ComISIOH de Investigacion en Animales

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

NAB/nom

=N
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2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

El objetivo general de este trabajo es generar suero con capacidad nefrotéxica como
herramienta para estudios postenores
Con este fin:
a) Se obtendran glomérulos de ratones C57BL/6.
b) Se inmunizaran tres conejos con un-lisado de protemas glomerulares (de ratones
C57BL/8B).
¢) Demostraremos |a capamdad nefrotéxica de este suero en ratones C57BL/6.

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

El Lupus Eritematoso Generalizado es una enfermedad autoinmune crénica que se caracteriza
por la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares y el desarrollo consecuente de dafio en
tejidos. Existen mlltiples modelds-murmos de lupus que han sido muy Utiles para estudiar la
enfermedad. Algunos de éstos se desarrollan espontaneamente (MRL-lpr, o NZWxNZBF 1),
pero toman varios meses para el desarrollo de manifestaciones clinicas (6-12 meses). Esto
incrementa los costos de la investigacion y dificulta su estudio pues no se conoce el momento
preciso cuando se empieza a desarrollar el dafio en érganos blanco.

La glomérulonefritis inducida por anticuerpos anti-glomerulares es ampliamente utilizada como
un modelo de inflamacién glomerular aguda inducida por depésito de complejos inmunes (Fu
et al., Clin Immunol 2007). Aunqgue la patogénesis de |a nefritis lipica y de la glomérulonefritis
inducida por anticuerpos anti-glomerulares es diferente, ambas  patologias comparten |
mediadores y cascadas inflamatorias.. ° )

Nuestro laboratorio ha usado este modelo eﬁ“trabajos previos (Rosetti et al., J Immunol 2012;
Venkatesh et al., Immunity 2013; Crispin et al., J Immunol 2012;Yoshida et al., Nat Commun
en prensa) en:los que hemos podido demostrar-la importancia que la respuesta de neutrofilos
y la IL-17 tienen en la patogénesis de la nefritis lUpica.

En esta propuesta se contempla la generacion.de suero nefrotoxnco y su estandarizacion para
su uso futuro como modelo de glomérulonefritis aguda.

3) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.
Categoria C

Se encuentra en esta categoria, ya que la inmunizacién de conejos y posteriormente de ratones
se realiza en presencia de adyuvante (CFA) el cual causa inflamacion importante en el sitio de
administracion.

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

Categoria: | A | B: [ C: XXX | D: | E: -
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4) Justificacion de la cantidad de animales:

Se utilizaran: :
a) Tres conejos de 3 meses para inmunizar y extraer suero nefrotéxico.
Calculamos que, con esta cantidad de conejos, podremos obtener 500mL de suero
nefrotdxico. .
b) Rifiones de 20 ratones C57BL/6 para preparar material de inmunizacion.
¢) 12 ratones para.evaluar la efectividad nefrotdxica del suero (se evaluaran 3 dosis de
suero: 50, 100 y 200uL, ton 4 ratones por grupo). -
La potencia del suero nefrotéxico varia cada vez que se prepara. Se solicitan 3 conejos con
el fin de obtener una cantidad grande de suero que, una vez titulado, se guardara en
alicuotas para su uso subsecuente. Esto permitira tener un modelo reproducible.

T = =

Ly ) “’} . -z ) nys s A
Describir como se realizara la transportacién o movilizacién de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Los conejos seran manejados dentro ‘de las instalaciones del DIEB, durante las
inmunizaciones y durante las tomas de sangre.

Los ratones que seran utilizados para la obtencién de rifiones, seran llevados al laboratorio
en jaulas, donde seran sacrificados bajo las normas establecidas (CO,, seguido de
dislocacion cervical). Los cadaveres seran devueltos al DIEB.

Los ratones gue se utilicen para evaluar gl efecto nefrotoxico del. suero seran inmunizados
y mantenidos en el bioterio. La coleccién de orina sera realizada ahi mismo. Una vez que
termine el experimento seréan llevados al laboratorio y ahi seran sacrificados para la
obtencidon®de muestras para el analisis histopatolégico.

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Fondo genético ) -

Conejos 3 3 meses Indistinto
Ratones C57B6 (para la 20 20-30g 7-20 semanas Indistinto
obtencion de rifiones) '

Ratones C57B6 112 20g 8-10 semanas Hembras

experimentales

No. de Grupos experimentales:3

No. de animales por grupo: 3,20y 12

No. TOTAL DE ANIMALES: 35 (3 conejos y 32 ratones)
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6) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.

Los conejos seran inmunizados y recibiran 3 boosters (uno cada 3 semanas). Por esto se
calcula que los conejos se mantendran en el DIEB aproximadamente 4 meses.

Los ratones que se utilizaran para extraer los rifiones, seran obtenidos de ratones que no sean
utilizados en la colonia de reproduccidon y vayan a ser descartados.

Los ratones experimentales, una vez iniciada la |nmun|zac10n se mantendran 21 dias para
evaluar el curso de la enfermedad

7) 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 biolégicas. x | Conejos:
o Tme T .1 - | Una vez inmunizados y re-
ot estimulados con el antigeno, se
tomara una muestra de sangre
3 (15mL), esto se repetira cada 3
semanas en 3 ocasiones.
Ratones:
Una vez iniciado el modelo
experimental, se tomara orina
e - cada 7 dias.
Colocacién de canulas y sondas. X
Técnica para observacién y modificacion de X
conducta. . -
Inoculaciones de agentes biocldgicos y quimicos. X | Conejos:
Se inmunizaran de manera
- subcutanea con adyuvante
completo de Freund y extractos
renales. Seran re-estimulados con
el antigeno de manera
subcutanea, sin adyuvante cada 3
semanas.
Ratones:

, Seran inmunizados con IgG de
conejo en presencia del
adyuvante completo de Freud, de

) manera intradérmica en la planta
' de la pata. Tres dias después, de
manera intfravenosa se inyectara
suero nefrotdxico obtenido de los
B conejos.
Procedimientos quirdrgicos con recuperacion. X
Procedimientos quirurgicos sin recuperacion. X
Uso de adyuvantes (indicar cuaies) X | Adyuvante completo de Freund
Restriccion fisica X | Durante las inmunizaciones y
toma de sangre.
Confinamiento o aislamiento X
Produccién de anticuerpos monoclonales o X | Se producira un antisuero contra
policlonales. ' ) antigenos glomerulares.
Induccion de lesiones X
Agentes teratogénicos o carcinogénicos X
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Administracién de sustancias quimicas téxjcas

implantes o injertos

XXX

Estudios estereotaxicos.

Ofros:

8) Describir detalladamente:los procedimientos a realizar incluyendo material,
sujecidn, vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, numero de
veces de muestreo, volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Conejos:

Sujecion: No se sujetard alos conejos por las orejas ni por los miembros posteriores. Se
sujetara por la piel dorsal de forma que las patas traseras estén lejos del cuerpo de la persona
que lo esté sujetando. Si €l conejo comienza a moverse violentamente y en rotacién, se le
colocara sobre una superficie plana y se esperara a que se tranquilice para evitar luxaciones.
Ya inmovilizado, se levantara su piel con los dedos indice y pulgar y se introducira la aguja de
la jeringa a 45° hasta llegar al tope e inyectar 250ul. de. CFA + 50 mg de extractos glomeruiares.
Tres semanas despues seran re-expuestos a 50 mg de antigeno (exiractos glomerulares).
Catorce dias posteriores a esta exposicion se realiza una toma de muestra de la oreja (15mL)
y seran re-expuestos al antigeno. Esto se repetird en un total de 3 ocasiones. Finalmente,
posterior- a la Ultima re-exposicién, seran anestesiados con pentobarbital (20-40mg/Kg) vy
exanguinados por puncién cardiaca: -

Puncién cardiaca: El animal anestesiado se colocara en posicion dorsal. Se identificara el area
de puncion, sintiendo el latido cardiaco' en.el pecho. Se limpiara-el area con una torunda
impregnada con alcohol 70% yese introducira la aguja perpendicularmente al animal. Se usara
una aguja de 27G X 12" acoplada a una jeringa. Se mantendran dos jeringas listas para
substituir la jeringa. Llena. El llenado y cambid de las jeringas se hara con la ayuda de un
asistente. Una vez obtenida la sangre, se realiza la eutanasia.

El suero aislado de los conejos, tanto el aislado durante las tomas de sangre repetidas como -

el aislado durante la toma de sangre final, sera mezclado. El complemento se inactivara con
calor (56°, 45 minutos) y se filtrara para su posterior uso en ratones.

Todos los procedimientos con conejos seran realizados por la M.V.Z. Mariela Contreras
Escamilla, quien cuenta con amplia experiencia en el manejo de conejos. Florencia Rosetti
apoyara en los procedimientos.

Ratones para obtencién de rifiones: Una vez sacrificados utilizando CO;, se obtendran
rifiones para extraer los glomérulos (utilizando cortezas, se separaran los glomérulos por un
gradiente de den3|dad) Una vez purificados, se lisaran para ser utilizados para inmunizar a los
conejos:

Ratones experimentales: La capacidad nefrotéxica de los sueros de los conejos, sera
evaluada en ratones que seran previamente sensibilizados con IgG de conejo en presencia de
CFA. Para esto, los ratones seran sujetados manualmente y la pata izquierda sera inoculada
de manera subcutdnea con 10 uL del CFA+IgG de conejo. Tres dias posteriores a la
presensibilizacién, los ratones recibirdn una dosis de suero nefrotdxico via intravenosa (50,
100 0 200uL). Esto se realizara utilizando un sujetador de ratones. Se colectara orina los dias
0, 7, 14 y 21 posterior a la exposicién al suero nefrotéxico. Finalmente los ratones seran
sacrificados para su analisis histopatoldgico utilizando asfixia con COs.
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Wy
Todo el trabajo con ratones sera realizado por Florencia Rosetti. Los estudiantes ayudaran en
la coleccidn de muestras, bajo supervision.

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

Tipo Agerite . | Dosis - - Via de admén. | Frecuencia

Anestésico Pentobarbital .. . 20:40 mg/Kg 1\ Dosis Unica

10) ¢Qué parémetros‘gmplééré para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

1. Perdida de los reflejos oculares.
2. Relajacién muscular
3. Lafrecuencia respiratoria y cardiaca se mantienen regulares.

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

No aplica

12) Evaluacion de signos de deterioro del bienestar de los animales.

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

Parametro ) 0 - 2 3

a) Peso corporal

b) Apariencia

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

d) Conducta espontanea.

e) Conducta provocada.

=

13} ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Los procedimientos que se realizardn en los ratones y conejos no se espera que causen
deterioro significativo en el aspecto de los animales. A pesar de esto, se observaran y
registrardn cambios de comportamiento y apariencia de los animales. En caso de presentarse
pérdida de peso moderada (10-20%) o se encuentre afectado su comportamiento, se
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sacrificara al animal y el estudio se dara por terminado. El valor que en el que se considerara
punto final experimental es de 5: pérdida de peso moderada y estado general afectado.

Criterios de punto final
Baséndose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en qué momento se procedera a la eutanasia humanitaria dei mismo. Los
parametros observados pueden “cuantificarse”-asignando valores arbitrarios segiin la gravedad
que presenten.
a. Variacion de peso corporal:
" 1. Ateptable una disminucion del 5-10% en un lapso cortd.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccidén, comportamiento socxal etc
pueden valorarse segun la escala:
) 1. Osiesnormal.
2. 1siel parémefro en cuestién se ve ligeramente alterado

3. 2 siestd 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 o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpia la
normativa vigente en cuanto a proteccién de los animales utilizados en experimentacién y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacion: Canadian Council on Animal Care
http://www.ccac. ca/Documents/Standards/Gmdelmes/Approprlate endpoint.pdf

L

=

14) ;Cudl sera el método de eutanasia que utilizara?
Conejos: Pentobarbital 120mg/kg IP.
Este método de eutanasia permitira la exanguinacion para obtener la mayor cantidad posible
de suero.
Ratones: Asfixia con CO; seguida de dislocacion cervical

15) El protocolo representa riesgo biologico?

No

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

El destino final de todos los animales que se ocupen durante este proyecto se colocaran
en bolsas amarillas que tengan la leyenda de “Residuo Peligroso Biologico Infeccioso
(RPBI)” y se colocaran en el almacén temporal que se encuentra a un costado del DIEB.

Me comprometo a que mi grupo de investigacién conducira el protocolo de Investigacidon de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacién con animales,
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2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

El objetivo general de este trabajo es generar suero con capacndad nefrotéxica como
herramienta para estudios posterlores
Con este fin: ' Y
a) Se obtendran glomérulos de ratones €57BL/6.
b) Se inmunizarén fres conejos con un lisado de proteinas glomerulares (de ratones
C57BL/6). _ ;
c) Demostraremos:la capacidad nefrotoxica de este suero en ratones C57BL/6.

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

El Lupus Eritematoso Generalizado es una enfermedad autoinmune crénica que se caracteriza
por la pérdida de tolerancia a antigenos intranucleares y el desarrollo consecuente de dafio en

tejidos. Existen mditiples modelos murinos de lupus que han sido muy Utiles para estudiar la-

enfermedad. Algunos de éstos se desarrollan esponténeamente (MRL-Ipr, o NZWxNZBF1),
pero toman varios meses para el desarrollo de manifestaciones clinicas (6-12 meses). Esto
incrementa los costos de la investigacion y dificulta su estudio pues no se conoce el momento
preciso cuando se empieza a desarrollar el dafio en érganos blanco.

La glomérulonefritis inducida por anticuerpos anti-glomerulares es ampliamente utilizada como
un modelo de inflamacién glomerular: aguda inducida por deposito de complejos inmunes
(Schrijver et al, Kidney Int 1990, Fu et al., Clin Immunol 2007). Aunque la patogénesis de la
nefritis l0pica y de la glomérulonefritis ‘1nducnda’ por anticuerpos anti-glomerulares es diferente,
ambas patologias comparten mediadores y c\ascadas inflamatorias,_

Nuestro laboratorio ha usado este modelo en trabajos previos (Rosetti et al., J Immunol 2012;
Venkatesh etsal., Immunity 2013; Crispin et al.,-J Immunol 2012; Yoshida et al., Nat Commun en
| prensa) en los que hemos podido demostrar la importancia que la respuesta de neutréfilos y fa
IL-17 tienen en la patogénesis de la nefritis lUpica.

En esta propuesta se contempla la generacién de suero nefrotéxico y su estandarizacion para
su uso futuro como modelo de glomérulonefritis aguda.

Proce |m|entos a realizar:
Conejos: Seran inmunizados con el proposnto de generar. suer nefrotoxico.

Ratones para coleccion de rifiones: Se obtendran cortezas renales que serviran como
antigeno para la generacion del suero nefrotoxico en los conejos.

Ratones experimentales: Se evaluara la capacidad nefrotéxica del suero obtenido en conejos‘
en estos ra ories y se determinara la dosis de suero optima para utilizar. en . estudios
subsecuentes.

3) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.
Categoria C
Se encuentra en esta categoria, ya que la inmunizacion de conejos y posteriormente de ratones

se realiza en presencia de adyuvante (CFA) el cual causa inflamacion importante en el sitio de
administracion.
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El Investigador debera consultar: www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX15B.pdf

Categoria: [ A: B "G XXX | D: | E:

LR

4) Justificacién de la cantidad de animales:

Se utilizaran:
a) Tres conejos de 3 meses para inmunizar y extraer suero nefrotdxico.
Calculamos que, con esta cantidad de conejos, podremos obtener 500mL de suero
nefrotéxico.
b) Rifiones de 20 ratones C57BL/6 para preparar material de inmunizacion.
¢) 16 ratones para evaluar la efectividad nefrotéxica del suero (se evaluaran 3 dosis de
suero: 50,100 y 200uL, y un grupo sin suero, con 4 ratones por grupo).

La potencia del suero nefrotoxico varfa cada vez que se prepara. Se solicitan 3 conejos con el
fin de obtener una cantidad grande de suero que, una vez titulado, se guardara en alicuotas
para su uso subsecuente. Esto permitira tener un modelo reproducible.

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

L4 .
Los conejos serdn manejados dentro de las instalaciones del DIEB, durante las
inmunizaciones y durante las tomas de sangre. :

Los ratones que seran utilizados para la obtencién de rifiones, seran Hevados al laboratorio
en jaulas, donde seran anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal’ de
pentobarbital sodico (40 mg/kg) y se perfundiran con 20 mL de PBS a través del corazén.
Los cadaveres seran devueltos al DIEB para su incineracion.

Los ratones que se utilicen para evaluar el efecto nefrotoxico del suero seran inmunizados y
mantenidos en el bioterio. La coleccion de orina serd realizada ahi mismo. Una vez que
termine el experimento seran llevados al laboratorio y ahi seran sacrificados para la
obtencién de muestras para el andlisis histopatolégico. Para esto, seran anestesiados
med|ante una inyeccion ‘intraperitoneal de pentobarbital sddico (40 mg/kg) y se perfundirén
con 20 mL de PBS através del corazén. Los cadaveres seran devueltos al DIEB para su
incineracion.

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Fondo genético
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Conejos 3 i 3 meses Indistinto
Ratones C57BL/6 (para la 20 20-30g 7-20 semanas Indistinto
obtencién de rifiones)

Ratones C57BL/6 16 20g 8-10 semanas Hembras

experimentales (sin suero,
50uL, 100uL y 200uL)

No. de Grupos experimentales: 6 - .

No. de animales por grupo: 3, 20 y 16

No. TOTAL DE ANIMALES: 39 (3"¢dnejos y 36 ratones)

6) Especificar el tiempo que permanegerén los animales en el DIEB.

Los conejos seran inmunizados y recibiran 3 boosters (uno cada 3 semanas). Por esto se
calcula que los conejos se mantendran-en el DIEB aproximadamente 4 meses.

Los ratones que se utilizaran para extraer los rifiones, seran obtenidos de ratones que no sean
utilizados en la colonia de reproduccion y vayan a ser descartados.

Los ratones experimentales, una vez iniciada la inmunizacion, se mantendran 21 dias para
evaluar el curso de la enfermedad.

¢

7) Procedimientos que se realizaran con los animales.

[

T

Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacién:de la dieta y de agua. - | X
Toma de muestras bioldgicas. x | Conejos:

Una vez inmunizados y re-
estimulados con el antigeno, se
tomara una muestra de sangre
(15mL), esto se repetira cada 3
semanas en 3 ocasiones.
Ratones:

Una vez iniciado el modelo
experimental, se tomara orina

.cada 7 dias.
Colocacién de canulas y sondas. ’ X
Técnica para observacién y modificacién de X
conducta.
Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos. X | Conejos:

Se inmunizaran de manera
subcuténea con adyuvante
completo de Freund y extractos
renales. Seran re-estimulados con
el antigeno de manera
subcutanea, sin adyuvante cada 3
semanas.

Ratones:

Seran inmunizados con IgG de
conejo en presencia del
adyuvante completo de Freud, de

4




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

manera intradérmica en la planta
de la pata. Tres dias después, de
manera intravenosa se inyectara
suero nefrotoxico obtenido de los

. conejos. N
Procedimientos quirtrgicos con recuperaciéon.. | X ‘
Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion. X B
-Uso de adyuvantes (indicar Cuales) X | Adyuvante completo de Freund
Restriccion fisica ! ‘ | X | Durante las inmunizaciones y
» toma de sangre.
Confinamiento o aislamiento e X
Produccion de anticuerpos monoclonales o X | Se producira un antisuero contra
policlonales. antigenos glomerulares.”
1 Induccion de lesiones X
Agentes teratogénicos o carcinogénicos X
Administracién de sustancias quimicas téxicas X
Implantes o injertos X
Estudios estereotéxicos. . . e - X
Otros: -

-8) . Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material,
sujecion, vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, niimero de
veces de muestreo, volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

o

Conejos: e

Sujecion: No®se sujetara a los conejos por tas orejas ni por los miembros posteriores. Se
sujetara por la piel dorsal de forma que las patas traseras estén lejos del cuerpo de la persona
que lo esta sujetando. Si el conejo comienza a moverse violentamente y en rotacién, se le
colocara sobre una superficie plana y se esperara a que se tranquilice para evitar luxaciones.
Ya inmovilizado, se levantara su piel con los dedos indice y pulgar y se introducira la aguja de la
jeringa a 45° hasta llegar al tope e inyectar 250uL de CFA + 50 mg de exiractos glomerulares.
Tres semanas despues seran re-expuestos a 50 mg de antigeno (extractos glomerulares).
Catorce dias posteriores a esta exposicion se realiza una toma de muestra de la oreja (15mL) y
seran re-expuestos al antigeno. Esto se repetlra en un total de 3 ocasiones. Finalmente,
posterior a la Ultima re-exposicion, seran anestesiados con  pentobarbital (40mg/Kg) vy
exanguinados por puncion cardiaca. ) :
Puncién cardiaca: El animal anestesiado se colocara en posicion dorsal. Se identificara el area
de puncién, sintiendo el latido cardiaco en el pecho. Se limpiara el area con una torunda
impregnada con alcohol 70% y se introducira la aguja perpendicularmente al animal. Se usara
una aguja de 27G X 12" acoplada a una jeringa. Se mantendran dos jeringas listas para
substituir la jeringa llena. El llenado y cambio de las jeringas se hara entre dos personas
(Mariela. Contreras y Florencia Rosetti).

El suero aislado de los conejos, tanto el aislado durante las tomas de sangre repetidas como el
aislado durante la toma de sangre final, serd mezclado. El complemento se inactivarad con calor
(56°, 45 minutos) y se filtrara para su posterior uso en ratones.

Todos los procedimientos con conejos seran realizados por la M.V.Z. Mariela Contreras
Escamilla, quien cuenta con amplia experiencia en. el manejo- de conejos. Florencia Rosetti
apoyara en los procedimientos.
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Ratones para obtencion de rifiones: Veinte ratones seran.anestesiados mediante una
inyeccién intraperitoneal de pentobarbital sédico (40 mg/kg) y se perfundiran con 20 mL de PBS
a través del corazon. Se obtendran rifiones para extraer los glomérulos (utilizando cortezas, 'se
separaran los glomeérulos por un gradiente de densidad). Una vez purificados, se lisaran para
ser utilizados para |nmumzar a los conejos.

Ratones experimentales: La capacidad nefrotoxma de los sueros de los conejos, sera
evaluada en ratones que seran previamente sensibilizados con IgG de conejo en presencia de
CFA. Para esto, los ratones seran sujetados manuaimente y la pata izquierda serd inoculada de
manera subcutanea (en el co;mete plantar) con 10 uL del CFA+IgG de conejo. Tres dias
posteriores a la presensibilizacién; .los. ratones recibiran una dosis de suero nefrotdxico via
intravenosa (50, 100 o 200ul.) y un grupo recibird Gnicamente la presensibilizacién. Esto se
realizara utilizando un sujetador de ratones. Se colectara orina los dias 0, 7, 14 y 21 posterior a
la exposicion al suero nefrotoxico. Finalmente los ratones: seran sacrificados para su andlisis
histopatologico. - Para esto, se inyectara de manera intraperitoneal pentobarbital sédico (40
mg/kg) para poder perfundir con.20 mL de PBS, con el fin de eliminar la sangre de los rifilones
que seran posteriormente colectados para su analisis.

Todo el trabajo con ratones serd realizado por Florencna Rosetti y estudiantes (Ada Ramirez y
Diana Fernandez).

Inyecciones intravenosas e inmunizaciones de los ratones: Florencia Rosetti

Coleccion -de ‘muestras (orina), sacrificio y coleccién de -drganos: Florencia Rosetti y
estudiantes. '

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

Ll

Tipo Agente Dosis Via de admén. Frecuencia

Anestésico Pentobarbital 40 mg/Kg v Dosis Gnica

¥

-10) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?

1. Perdida de los reflejos oculares.
2. Relajacién muscular
3. Lafrecuencia respiratoria y cardiaca se mantienen regulares.

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

No aplica
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12) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

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

Parametro O‘ 1 2 3

a) Peso corporal

b) Apariencia

c¢) Signos clinicos (Temp FC., FR etc.)
d) Conducta espontanea. L

e) Conducta provocada.

13)

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

Los procedimientos que se realizaran en los ratones y conejos no se espera que causen
deterioro significativo en el aspecto~-de los animales, A pesar de esto, se observaran y
registraran cambios de comportamlento y apariencia de los animales. En caso de presentarse
pérdida de peso moderada (10-20%) o se encuentre afectado su comportamiento, se sacrificara
al animal y el estudio se dard por terminado. El valor que en el que se considerara punto final
experimental es de 5: pérdida de peso moderada v estado general afectado.

Criterios de punto final

“Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicidn del animal hay que

determinar en qué momento-se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los pardmetros

observados pueden “cuantificarse” asignandc valores arbitrarios segin la gravedad que
1

presenten. ’

a. Variagion de peso corporal
1. Aceptable una disminucién del 5- 10% en un lapso corto.
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > ai 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segln la escala:
1. 0 siesnormal.
2. 1 siel pardmetro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 siestd 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 proteccién de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informé?:ién: Canadian Council on Animal Care
hitp://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

~

14)

¢, Cual sera el método de eutanasia que utilizara?

Conejos: Pentobarbital 40mg/kg IP

Este método de eutanasia permitira la exanguinacion para obtener la mayor

cantidad posible de suero.

Ratones: Pentobarbital sodico (40 mg/kg) para poder perfundir con 20 mL de PBS,

con el fin de eliminar la sangre de los rifiones que seran posteriormente lisados (para

7




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

realizar *las~ inmunizaciones) - .0 -colectados 'para -evaluar - su - histologia:(ratones
experimentales).

15) El protoéolo representa riesgo biolégico?

'No‘

Ve b

16) ¢ Cudl serd el destino final de los animales utlllzados en el proyecto?

El destino final de todos los animales que se ocupen durante este proyecto se colocardn en
bolsas amarillas que tengan la leyenda de “Residuo Peligroso Bioldgico Infeccioso (RPBI)” y
se colocaran en el almacén temporal que se encuentra a un costado del DIEB, para ser
posteriormente incinerados.

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-Z0O0-1999.

R

Nombre y firma del Investigader Responsable

Florencia Rosetti Sciutto

oy,
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Dra. Norma Bobadilla Sandoval ' Coordinadora
Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario
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Dr. AIejand(o Zéntella Dehesa Vocal
Dra. Nimbe Torres y Torres Vocal
Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal




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

Dra. M&t fena Flores Carrasco Vocal




Generacién de Suero Nefrotéxico en Conejo para el Establecimiento de un
Modelo de Nefritis Inducida por Anticuerpos Anti-Membrana Basal
Glomerular

Investigadores:

Dra. Florencia Rosetti Sciutto'
M.V.Z. Mariela-Guadalupe Contreras Escamilla2

Estudiantes:

A

' Departamento de Inmunologia y Reumatologia, Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

2 Departamento de Inveétigacién Experimental y Bioterio, Instituto Nacional de
Ciencias Médicas y Nutricién.Salvador Zubiran

3 Programa de Estudios Combinédgos en Medicina, Facultgd de Medicina, UNAM

TV

4 Licenciatura en Quimica Farmacéutica Biolégica, Facultad de Quimica, UNAM



mariela.contrerase
Cuadro de Texto
A


Introduccion

El lupus eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune crénica
que causa ‘importante morbilidad y mortalidad. Desde el punto de vista
fisiopatogénico, el LEG se desarrolla en dos fases: a) una fase inicial, en la que
existe pérdida de tolerancia a antigenos ubicuamente expresados, en particular
a acidos nucleicos y proteinas asociadas; b) una fase subsecuente en la que

complejos inmunes derivados de la -asociacién -de autoanticuerpos vy

autoantigenos se depositan en vasos susceptlbles (e.g. glomeérulos renales) en
donde instigan mﬂamaClon (1)

Uno de los objetivos de nuestro Iaboratorio es estudiar las diferencias genéticas
que, a través de promover o evitar cascadas inflamatorias especificas, modifican
el fenotipo clinico de los pacientes. Por ejemplo, se sabe que virtualmente todos
los pacientes con LEG tienen complejos-inmunes depositados en los glomérulos
renales (2), pero solo el'~40% desarrollan inflamacion clinicamente significativa
(3). Esto indica que existen. factores intrinsecos al paciente que modulan la
respuesta inflamatoria a 1os complejos inmunes.

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

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

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

Objetivos »

Objetivo general
Generar suero con capacidad nefrotéxica como herramienta para estudios
futuros.

Obietivvos especificos
1. Obtener glomérulos de ratones C57BL/6.




2.

Inmunizar tres conejos con un lisado de proteinas glomerulares (de ratones
C57BL/6).

3. Demostrar y titular la capacidad nefrotéxica del suero obtenido.

Hipotesis

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

hipétesis.

Métodos

1.

Obtencion de glomerulos de ratones. Se aislaran los glomérulos mediante
centrifugacion a través de gradientes de densidad (8). Veinte ratones seran
anestesiados mediante una inyeccion intraperitoneal de pentobarbital sddico
(40 mg/kg) y se perfundiran con 20 mL de PBS a través del corazén. Los
ratones se sacrificaran con una sobredosis de pentobarbital sédico (210
mg/kg) y los riflones se colectaran. Se separaran las cortezas, se cortaran en
trozos de 1 mm?3y se digeriran en colagenasa (1 mg/mL de colagenasa A, 100
U/mL de desoxirribonucleasa I, en PBS) a 37° C durante 30 minutos con
agitacion suave. El tejido._digerido se presionara suavemente a través de un
filtro de 100 um y se centrifugara a 185 g. El lavado se repetira 3 veces. El
boton se resuspendera en 3 mL de una solucién de Ficoll (27%) y se
mantendraa 4° C. Se afadiran concentraciones decrecientes de Ficoll (2 ml,

23%: 2 ml, 20%; y 3 ml,11%) para obtener un volumen total de 10 mL de
gradiente: Se Centrlfugara a 1150 g-durante diez minutos. Se recogera el
tejido de la interfase 20-11 y se lavaran con PBS. Se corroborara la presencia
de glomerulos mediante microscopia.

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

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

Obtencion de suero inmune. Dos semanas después de la administracion de
cada booster, se obtendra una muestra de sangre de cada conejo (15 mL, por
venupuncion a traves de la oreja). Dos semanas después del Gitimo booster,
los conejos seran anestesiados y exanguinados por puncién cardiaca. Al
terminar se sacrificaran con una sobredosis de pentobarbital sédico (Figura
1). El suero se separara por centrifugacién y se juntara el suero de todas las




tomas, de los tres conejos. Se incubara a 56° C durante 1 hora para inactivar
el complemento. Se esterilizara por filtracion y se guardaran alicuotas de 0.5
mL a -80° C.

Analisis del potencial nefrotéxico del suero. Se realizara un ensayo de nefritis
autoinmune experimental como hemos realizado en trabajos previos (4, 9, 10,
11). Primero, se sensibilizara a los ratones con IgG de conejo. Para esto, se
inmunizaran con IgG de conejo en CFA, en la pata izquierda. La inyeccién se
realizara por via subcutanea, con 10 uL de CFA+IgG de conejo. Tres dias
después, los raté‘nes recibirdan una dosis de suero nefrotéxico por via
intravenosa. Se probaran tres diferentes dosis de suero, 50, 100 0 200 pl. Se
colectara orina los dias O (antes de la inyeccidn de suero), 7, 14 y 21 para
medir albimina. El dia 21, los ratones seran sacrificados. Se obtendran los
rifones para analisis histopatolégico. Este experimento permitira determinar
qué dosis de suero nefrotéxico es capaz de inducir glomérulonefritis en forma
homogéenea. ’
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Figura 1. Esquema de inmunizacion de conejos.
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Introduccién

El lupus-eritematoso generalizado (LEG) es una enfermedad autoinmune crénica
que causa importante morbilidad y mortalidad. Desde el punto de vista
fisiopatogenico, el LEG se desarrolla én dos fases: a) una fase inicial, en la que
existe pérdida de tolerancia a antigenos ubicuamente expresados, en particular
a acidos nucleicos y proteinas asociadas; b) una fase subsecuente en la que
complejos inmunes derivados de la asociacion™ de autoanticuerpos y
autoantigenos se depositan en vasos susceptlbles (e.g. glomérulos renales) en
donde instigan |nflamaC|on (1)

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

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

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

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

Objetivos

Obijetivo general
Generar suero con capacidad nefrotdéxica como herramlenta para estudios
futuros.

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




2.

3.

Inmunizar tres conejos con un lisado de proteinas glomerulares (de ratones
C57BL/6).
Demostrar y titular la capacidad nefrotdxica del suero obtenido.

Hipétesis

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

1.

Obtencion de glomérulos de ratones. Se aislaran los glomérulos mediante
centrifugacién a través--de~gradientes de densidad (8). Veinte ratones
(indistinto machos’y hembras) seran anestesiados mediante una inyeccién
intraperitoneal de pentobarbital sédico (40 mg/kg) y se perfundiran con 20. mL
de PBS a través del corazén. Se separaran las cortezas, se cortaran en trozos
de 1 mm3y se digeriran en colagenasa (1 mg/mL de colagenasa A, 100 U/mL
de desoxirribonucleasa |, en PBS) a 37° C durante 30 minutos con agitacién
suave. El tejido digerido se presionara suavemente a través de un filtro de 100
um y se centrifugara a-185 g. El lavado se repetira 3 veces. El botén se
resuspendera en 3 mL de uyna solucién de Ficoll (27%) y se mantendra a 4°
C. Se afadiran concentraciones decrecientes de Ficoll (2 ml, 23%; 2 ml, 20%;
y 3 ml,11%) para ohtener un volumen total de 10 mL de gradiente. Se
centrifugara a 1150 g durante diez minutos. Se recogera el tejido de la
interfase 20-11 y se lavaran con PBS. Se corroborara la presencia de
glomérulos mediante microscopia.

. Obtencién de lisados glomerulares. El material obtenido en el paso anterior

se sonicara en PBS. Una vez obtenido el lisado, las proteinas se cuantificaran
mediante reaccién de Bradford.

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

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




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

5. Andlisis del potencial nefrotoxico del suero. Se realizara un ensayo de nefritis
autoinmune experimental como hemos realizado en trabajos previos (4, 9, 10,
11). Primero, se sensibilizara a los ratones (hembras) con IgG de conejo. Para
esto, se inmunizaran con IgG de conejo en CFA, en Ia pata izquierda
(cojinete). La inyeccién se realizara por via subcutdnea, con 10 uL de
CFA+lgG de conejo. Tres, dias después, los ratones recibirdn una dosis de
suero nefrotoéxico por via intravenosa. Se probaran tres diferentes dosis de
suero, 50, 100 o 200 plL. Se'incluird un grupo que recibira la preinmunizacién
pero no el suero nefrotéxico. Se colectard orina los dias 0O (antes de la
inyeccion de suero), 7, 14 y 21 para medir albimina y creatinina. El dia 21,
los ratones seran sacrificados (mediante una inyeccion i.p. de pentobarbltal
sodico, 40 mg/kg y se perfundiran con 20 mL de PBS a través del corazén).
Se obtendran los rifiones para analisis histopatologico. Este experimento
permitira determinar cual-eszla menor dosis de suero nefrotdxico capaz de
inducir el efecto que deseamos: promedio de 3x102 Alb/Cre en orina y una

“calificacion que alcance al menos 4 en la escala de dafio que utilizaremos
(12). Esta escala incluye la evaluacién de proliferacion endocapilar, infiltracion
leucocitaria y presencia de media lunas.

2 ki 7 ¥

Semana: ]0 !1 I 3.4 5E, 7 819_’1_8’ 11 |

§ % : Sacrificio

@ extracto glomerular + CFA

. extracto glomerular + IFA
;

% toma de sangre (15 mi)

; toma de sangre {exanguinacion)

Figura 1. Esquema de inmunizacion de conejos.
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