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Estimado Dr. Gamba:

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo:
“Papel de la vasopresina en la inmunopatologia de la tuberculosis
pulmonar progresiva en un modelo de ratones machos BALB/c”, con
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Involvement of Vasopressin in the
Pathogenesis of Pulmonary |
Tuberculosis: A New Therapeutic

(LA W

Target?

Mario Zetter’, Jorge Barrios-Payan', Dulce Mata-Espinosa’, Brenda Marquina-Castillo ",
Andrés Quintanar-Stephano? and Rogelio Hernandez-Pando ™

" Experimental Pathology Section, Department of Pathology, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador
Zubirdn, Mexico City, Mexico, 2 Pepartamento de Fisiologia y Farmacologia, Centro de Ciencias Basicas, Universidad
Auténoma de Aguascalientes, Aguascalientes, Mexico

Tuberculosis (TB) is a highly complex infectious disease caused by the intraceliular
pathogen Mycobacterium tuberculosis (Mtb). It is characterized by chronic
granulomatous inflammation of the lung and systemic immune-neuroendocrine
responses that have been associated with pathophysiology and disease outcome.
Vasopressin (VP),-a neurohypophysial hormone with immunomodulatory effects, is
abnormally high in plasma of some patients with pulmonary TB, and is apparently
produced ectopically; In this study, a BALB/c mouse model of progressive pulmonary

TB was used,to determinév ‘whether VP may play a role in TB pathophysiology. Our

results show that VP gene is expressed in the lung since early infection, increasing as
the infection progressed, and localized mainly in macrophages, which are key cells in
mycobacterial elimination. Pharmacologic manipulation using agonist and antagonist
compounds showed that high and sustained stimulation of VPR resulted in increased
bacillary burdens and fibrosis at lungs, while blockade of VP receptors reduced bacterial
loads. Accordingly, treatment of infected alveolar macrophages with VP in cell cultures
resulted in high numbers of. intracellular Mtb and impaired cytokine production. Thus,
we show that VP is ectopically produced in the tuberculous lungs, with macrophages
being its most possible target cell. Further, it seems that chronic vasopressinergic
stimulation -during active late disease causes anti-inflammatory and tissue reparative
sffects, which could be deleterious while its pharmacologic suppression reactivates
protective immunity and contributes to shorten conventional chemotherapy, which could
be a new pdssible form of immune-endocrine therapy.

Keywords: vasoprgssin, lung, tuberculosis, immunopathology, fibrosis, therapy

INTRODUCTION

Tuberculosis (TB) is the leading cause of death by a single infectious agent worldwide (1). It is
caused by the intracellular bacillus Mycobacterium tuberculosis (Mtb) that affects the lungs mainly
and is characterized by chronic and excessive inflammation, in which innate and adaptive immune
responses are profoundly affected (2, 2). Infection starts though inhalation of saliva droplets with
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mycobacteria that reaches alveoli and is then engulfed by
alveolar macrophages. Macrophages are key cells in bacilli
elimination through different mechanisms (3). Nevertheless, Mtb
has evolved several mechanisms to avoid immune responses,
and eventually, phagocytic cells become incapable of bacilli

clearance (4). Mycobacterial antigens are then processed by

dendritic cells and presented to T lymphocytes in regional

lymph nodes, and so, a type IV (delayed) hypersensitivity
response is generated. Lymphocytes migrate to the lung and, -

together with fibroblasts, surround infected macrophages and
form containment structures known as granulomas, which

are the histopathological hallmark of TB (5). Thus, complex -

interactions between bacterium and host cells occur, determining
the outcome of infection. In early stages of active infection, Th1
cellular immune responses are protective, as interferon gamma
(IFNY) and interleukin 12 (IL-12) induce macrophage activation,
allowing bacterial growth control; nevertheless, during late active

disease, extensive inflammation leads to a shift toward a Th- -

2 immune response in which IL-4, IL-10,- and transforming
growth factor-p (TGF-B) induce a local anti- mﬂammatory
and immunosuppressive milieu resulting in’ poor containment
of infection and progression of tissue damage, necrosis, and
fibrosis, driving host to death (6). Besides these i\mmunologic

features, an intense neuroendocrine response during pulmonary
. mycobacterial infection creates a complex network of cytokines,
hormones, and neurotransmitters that contribute to the outcome

of TB pathogenesis (7, 8).

During pulmonary TB, different hormonal . and
neuroendocrine pathways are dysregulated, modifying” the
immune response to Mtb and influencing the outcome of
infection. Neuroendocrine dysfunction and hormonal resistance
have been found during human and experimental pulmonary
TB (9). Further, the hypothalamus—pﬁultary—adrenal (HPA)
axis seems to be chronically activated, a situation that worsens
immunopathology, allowing disease progression (10). The
hypothalamus is indeed a central anatomical area in which

neuroimmune responses are integrated. Frequently, it is also -

affected by peripheral inflammation, and noteworthy, after
intense inflammatory stress such as caused by Mtb.

The inappropriate production- of VP during TB has
been extensively reported; in fact, evidence of altered water
metabolism was observed more than half a century ago (11).
Furthermore, an “antidiuretic principle” was found in lungs

of patients with active pulmonary TB that appears to be

independent from the hypothalamus (12, 13), suggesting a
direct involvement of the vasopressinergic system (VS) in the
pathophysiology of TB. ;

Vagopressin  (VP) is a we11~evolu'ﬁonary—conserved
cyclic peptide conformed by nine amino acid residues,
produced physiologically in parvocellular and magnocellular
neurons in the paraventricular and supraoptic nucleus of
the hypothalamus. It is synthetized as a long precursor
molecule (Neurophysin II-VP-copeptin) (14), which is
cleaved by endoproteases and released to median eminence
and general circulatory system as a response of different
central and peripheral stressors including hypovolemia,
hyperosmolarity, and dehydration (15-18). Furthermore,

)

it has been shown that a VP is released as a response to
peripheral inflammation (19, 26) and that this response could
result deleterious in different immune-mediated diseases. VP
exerts biological effects via at least three G-protein-coupled
receptors named Vla, V1b, and V2, which are ubiquitously
distributed (21).

Immune modulatory effects of VP are required early during
monocyte/lymphoid ontogeny, and it is necessary to homeostatic
lymphoid and myeloid development, as seemed in VP-deficient
rats (Brattleboro- -strain), which present subtle but basal
immunodeficiency, particularly in macrophage function (22,
23). In the context of inflammatory challenges, vasopressinergic
activity is required during early and late stages, as VP
coactivates the HPA axis among corticotrophin-releasing factors
(CRFs), inducing cortisol production (24, 25). Conversely, in
chronic inflammation, VP appears to be the main cortisol
secretagogue (26, 27). Besides, in endothelial cells, VP regulates
the expression of chemokines responsible for leukocyte migration
and modulates the production of inflammmatory cytokines
by fibroblasts and macrophages (28-30). Adaptive immunity
is also influenced by VP as it replaces IL-2 requirement
of T lymphocytes for cytokine production and acts like a
mitogen (31-33). Basal vasopressinergic fone is required for
antibedy production while it down-regulates the expression
of B cell receptor (34, 35). Immunomodulatory effects of
VP are dose and time dependent and differ between organs
and tissues. In the urinary tract, vasopressinergic activity
results in ‘an epithelial milieu that impairs immune response
against pathogenic bacteria (36). Further, in lungs, it has
been reported that VP inhibits the translocation of nuclear
factor kappa B (NF-xB), resulting in a decreased IL-6
production and reducéd pulmonary inflammation in response
to lipopolysaccharide (LPS) (37). VP is a pleiotropic molecule
that participates in the maintenance of homeostasis, but also
seems to contribute to the establishment of certain diseases
characterized by excessive inflammation and tissue remodeling
such as cancer and autoimmunity and probably in chronic
infections like TB. Nevertheless, thls last point has not been
studied in detail,

Thus, the aim of this study was to determine the role of the VS
in Mtb infection. Using a model of progressive pulmonary TB in
BALB/c mice, the kinetics of gene expression and production of
VP in the lungs during mycobacterial infection was determined.
To study the VP contribution in the pathogenesis of the disease,
infected mice were treated with VP agonist and antagonist during
the early and late phase of the disease and cell culture bacterial
killing assays were made.

MATERIALS AND METHODS

Ethics Statements

All the animal work was done according to the guidelines of
the Mexican law NOM 061-Z200-1999 and approved by the
Internal Committee for the Care and Use of Laboratory Animals
(CICUAL) of the National Institute of Medical Sciences and
Nutrition in México (Protocol number PAT-1861-16/20).
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Contribution of vasopressin to pulmonary
fuberculosis immunopathology

#hario Zetter-Salown!, Brenda B. Marguina’, Dulce &, Mata®, Jorge A, Barrios-
Payan', Andres Quintanar-Stephano? and Rogelio H. Pande™

: Eyperimental pathology section, departrent of pathalogy, instituto Hacional de Clencias Médicas ¥ Hukrickdn Salvador
Zubiran, sexicn w . N
* pepartamento de Fisiologla v farmadielogla, centra de ciencias basicas, Autonumels University of Aguascalientes, Mexite

Tuberoulosis {T8), the highly ﬁ:ev&ient haifan diseade caused by the intracellular pathagen

Myesbacterium tuberenlasis (Mth) threats homeostasis at different lovels, and besides iis

immunopathogenie hallmark, alterations in several hormiones aceompany and alters the course

of infection. Thus, thess endoerine changes have alse an effect over innate and adaptive nmune
[ responses and, consequently, with the progression and fate of the disease. In this way,

vasopressin (Avp) or antidiurete hormone, an evoleitonary well-conserved and stress-related
nsnapeptide produced mainly by hypothalamie neurons, is responsible of supporting soms
physislogicsl phenomena related fo inflammatory processes, like early changes in vasenlar
permerbility, masrophiage activation and lymphoryte funetion, has also 2 role i tssne kealing
and has been related with inflammatory and autoimmune pathogenie processes, Moreover,
vasopressinergic actvity app “to be dyfunctional during human pulmonary TB.

The ohiective of this Investigation is to determine whether Avp has 2 role in the pathogenesis of
tuberculosis, using an experimsntal model of progressive pulmonary BB. Our results shown

3 positive immunostaining to Avp in lung, particularly in macrophages with foamy morpholagy
during the late phase of disease. Apparently these pulmonary macrophages arve a soures of the
bormene, To study the possitds contribution of this findings io pathe is, vasopressinergh
activity was pharmacologically blocked during late stage of mice infection which resulted in less
bacilary Ioads in lung of infected mice. Conversely, when a synthetic agenist was administered,
more fung bacillf and fikrosis were notad.
Together, thess results suggest that Avp could havean immunesuppressive/anti-inflammatory
and profibrotic effect during late active TB. The specific effect of how Avp interferes with
immune mechanisms, such as antigenic presentation and phagocytic capacity of macrophages as
well as in adaptative ioruses fanctionds enrrently under research. Additionally, the )
pharmacological manipulation of vasopressin-receptor system could represens a new endoerine-
immunoctherapeutic strategy in infeetions and fuflammatory chronde diseases, partienlarty in TR,
2nd blorking Avp could vontribute to shorten the long antibiotic treatment, This Interesting
issme 1s also eurrently widder ressarch.
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EL PAPEL INMUNOPATOGENICO DEL FACTOR INHIBIDOR
DE LA MIGRACION DE LOS sgammmsm {MIF) EN EL
DESARROLLO DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR
?RGGREEWA EXPERIMENTAL.

LL S

1, 2, ] Barrios-Payan 1, B Marquing 1, D Mata-Espinasa 1, B Hemander-Panda 1

1 Seccion de patoipgia experimental, departaments de anatomia petoldgica, Instituto Nadonal de
Ciencias Medicas y Nutricidn "Saivador Zubiran”, Tiztpan, Ciudad de BMéing.
2 Estudiante de Dortorado en Clendas Blomédicas, Universidad Nacionst Autdnoma de Mésico.
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latroduccion ‘
L tuberculosis es una enfermedad infecdiosa = inflamatoria cronice en e que han sido descritas
diversas alteracionss neuroinmunzenddoings; € balance entre la actividad del sistema inmune
innate v la produsdion de citocinespeoinfiamatoriss permiten ef control de Ja enfermedad; durante
iz fase ordnica, 1 producdan de dtocinas andinflzmatoriasy de glucooorticoides, promueven la
inmunosupresion permitiends la progresidn de la enfarmedad. MIF, une chodinapieiotrapicacan
propiedades enzimsticss, neurcenddcrinase inmenorreswiadorss he side relaciorads con €
desarrollo de enfermedades inflamatorias Crondoas como 1z tuberculosis en donde s2 be asodado
ron suscepiibilidad & le enfermedad. |
Objetive e

Analizar la participacian de MIF tome negrcinmunomoedulader durante Ja tuberculosis palmonar
expermentals -

Materiales y Métodos

Ratones de Iz cepa Balb/oWT) v ratones KO para BT {-~) fueron infectades con 2500000 UFC's de
Witk de i3 cepa H3 7Ry, se obtuvieron espegimenss histoldgicos de fa cinétice de infeodion pars
analisis de hiclogia molecdlar, histologla v microbiologia.

Resultados '

En ratones WEF-/-) se oboerva sumento en 13 carga bacilar en comparadion con animales W, sin
smberge, o tamaic de granulomas v & infiltvado perivascular es menor. b8 transcripcion del gen
MIF en hipotslemo se observa amentade durgnte & fase temprana de & enfermedad decinando
gurante Iz Tase progresiva. En el wlmém,/lia inrnunohistonuimicadurante la fase cronica muestrs
presencia de MIF en granulomas.

Conclusiones

is produccidn hipotalimics de MIF se asedz con ef confrol de Je cerga bacilerdurante la fase
cromice, fe produccisn pulmonar interviens en ls formadidn de granulomas v & control de g
enfermedad.
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INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

. ' Ciudad de México, a 1§ de Febrero de 2017.

Dr. ROGELIO ENRIQUE HERNANDEZ PANDO

INVESTIGADOR(A) PRINCIPAL
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y-ANATOMIA PATOLOGICA

[

: INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN“ #
AV. VASCO DE QUIROGA NO. 15 -
COL. BELISARIO DOMINGUEZ SECCION XV
MEXICO, D.F., C.P. 14080
PRESENTE . e~

Por este medio, nos permitimos informarle que La Comision de Investigacion en Animales del Instxtuto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubirén, ha revisado y dictaminado como APROBADO ¢l Protocolo de Investigacion Clmlca titulado:

PAPEL DE LA VASOPRESINA EN LA INMUNOPATOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS PULNIONAR PROGRESIVA EN UN
MODELO DE RATONES MACHOS BALB/c.

Con clave de protocolo PAT-1861-16/20-1

RS - . i,
La vigencia de la aprobacmn termina el dia 13-04-2020. S| Ja duracion del estudio es mayor tendra que solicitar la re-aprobacién anual
del mismo, informando sobre los avances y resultados* parolales de su investigacion e mcluyendo todos los datos sobresalientes y
conclusiones. : o ' ‘
& e % INS. NACIONAL pE CIE
. : \p NCIAS
Comentarios: ; 3 - MEDICAS ¥ HUTRICIGY

Se autoriza el uso de 354 ratonés machos BALB/c

~ ‘»\2 ‘Ns,‘"art:? ”53 R‘iﬁé”

Sin mas por el momento quedamos de usted.

:N
COmité de mw@sﬁsg&cmn
Y v 80 Animalss
AR
A

ATENTAMENTE, \!h\/ :ST EXPERIMENTAL Y

g) BICTERIO

DRAYNURMA BOBADILLA

NDOVAL AR BRI A
~ COORDINADORA DE LA C INST. NAL. CIENCIAS MEDICAS

ISION DE INVESTIGACION EN Af:JIMALES . Y NUTRUCION INCMYN 8 7.7

c:c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de lnvéstigacién‘ ' i ek
‘c.c.p. MVZ. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB.




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

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

A

Dra. Norma A. Bobadilla Sanabifal V

Coordinadora de la Comision de Investigacién en Animales

PRESENTE

Protocolo CINVA: PAT-1861-16/20-1, “Papel de la vasopresina en la inmunopatologia de la

tuberculosis pulmonar progresiva en un modelo de ratones machos BALB/c.”

Agradezco las correcciones realizadas a la présente propuesta, todas fueron atendidas

para la mejoria de éste protocolo.

Las correcciones y respuestas a sus cuestionamientos se enlistan enseguida:

Ciudad de México a 25 de enero del 2017.

a) En el formato del FAEP‘Thaln sido incluidos los dos nombres de los investigadores
principales: Dra. Brenda Noemi Marquina Castillo'y Dra. Dulce Mata espinosa,
encargadas de drea de biologia moleculary microbiologfa, respectivamente.

b) Las hojas invertidas en el formato FAEP fue un error al escanear las mismas, ha

sido corregido.

¢) En el punto 11 ha sido agregado el volumen de inoculacién de solucién salina
conteniendo la carga bacteriana de infeccion; es decir, 100 pL de solucion salina

fisiologica (0.9%)

d) Se agregd, de igual forma, el volumen en el cual estaran diluidos los farmacos
agonistas y antagonistas de vasopresina, el cual sera de 100 pL de agua inyectable.
e) Elformato de punto final humanitario ha sido anexado al documento.

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Atentamente,

DN AN

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F
Unidad de Patologia Experimental

c.c.p. MVZ. Mariela Contreras Escamilla. Jefa de! DIEB
c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala. Director de investigacion
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“INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y
NUTRICION SALVADOR ZUB »

‘
INST. NAL. CIENCiA EDICA”S
Y NUTRUCION INCMYN “8. Z.

Dr. ROGELIO ENRIQUE HERNANDEZ PANDC e us

INVESTIGADOR(A) PRINCIPAL , : 9 .z 58
DEPARTAMENTO DE PATOLOGIA Y ANATOMIA PATOLOGICA - L 2016
INSTITUTC®NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION "SALVADOR ZUBIRAN" é renclieg /%"77f/§ 1

AV.VASCO DE QUIROGA NO. 15

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

PRESEN T E

N

Por este medio, nos permitimos informarle que La Comisién de investigacion en Animales del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zublran ha revisado y dictaminado como PENDIENTE el Protocolo de Investigacién Clinica, titulado:

PAPEL DE LA VASOPRESINA EN LA INMUNOPATOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS PULMONAR PROGRESIVA EN UN
MODELO DE RATONES MACHOS BALBI/c.

Con clave de protocolo PAT-1861-1 6/20-1

La Comizion decidio dejar pendiente la aprobacion del proyecto hasta que se resuelvan los cuestionaimientos siguientes:

Los investigadores respondieron adecuadamente a las, inquietudes dé esta Comision. ‘

Solo en el FAEP no se incluyeron los nombres de dos de los investigadores participantes,

La forma del FAEP contiene hojas invertidas -

En el punto 11, tabla de procedimientos, mencionan que el agente infecciosos se inoculara en 10 mL de solucion salina por via
intratraqueal, esto debe ser un error.

También falta el volumen de agua inyectable que se utilizara para DdAVP, Conivaptan y Tolvaptan.

En el punto K de la respuesta mencionan que anexan un formato de punto final humanitario adecuado a su linea de investigacion; sin
embargo, dicho anexo no pude localizar dicho anexo.

En base a los puntos anteriores se solicita corregir cada uno de ellos y una vez que sean efectuados se emitira la Carta de Aprobacién
con la autorizacion del uso de 778 ratones BALB/c machos.

Cuando decida emitir la re-evaluacion de este proyecto sera necesano subir el sistema SERPI: la respuesta a cada punto de las
observaciones hechas por el comité y las correcciones respectivas en el FAEP y en el proyecto en extenso. También se deberan
entregar los nuevos documentes impresos a la Srita. Nayelli Ortega

Asi mismo le recordamos que las modificaciones deben ser sobre este protocolo, no debe crear uno nuevo. Este o encontrara como
pendiente y podra agregar los nuevos archivos en la seccion Ver Detailes y volver a generar la forma Unica.

Sin més por el momento gquedamos gewst

ATENTA ENTE,

COORDINADORA DE LA COI\/HSI ND EINVE@T%%%%%%%%LE

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba Ayala, Director de Investigacion.
c.c.p. MVZ. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB.
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de \nvesil@d
on Animaled

Ciudad de México, a 28 de noviembre de 2016

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval. :
Coordinadora de la Comjsién de investigacion en Animales.
Presente. : . S

[

Protocolo CINVA PAT-1861-16/20-1, “Papel de la vasopresina en la inmunopatologia de la tuberculosis
pulmonar progresiva en un modelo de ratones machos BALB/c”. Segunda revision.

Muchas gracias por las observaciones hechas al presente protocolo, todas las sugerencias enriquecen este
trabajo y fueron atendidas en la medida de lo posible.

Las correcciones y respuestas a sUs tuestionamientos se enlistan enseguida:

a)

Objetivos: En los objetivos se menciona que estudiaran tres tejidos y en la metodologfa incluye
cerebroy timo, se requiere conciliar esta informacion.

Con respecto a los objetivos mencionados en el protocolo y su discrepancia con la descripcion

_metodoldgica, se ha conciliado dicha informacién en el protocolo en extenso y el FAEP, se

estudiaran cerebro, pulmanes, timo, higado, bazo y adrenales.

Falta describir como van a estudiar el patrén de expresion de los receptores de la vasopresina.

La descripcién acerca de la metodologia para estudiar el patrén de expresién de los receptores se
encontraba en conjuhto con la descripcion de la expresion del gen de la vasopresina, hemos
separado ambas metodologias y completado la informacién solicitada. El patron de expresion de
dichos receptores serd estudiado a través de: a) la cuantificacién de transcritos por PCR en tiempo
real y b) por inmunohistoquimica para la determinacion y andlisis de la expresién de fa proteina
(receptor)

La clasificacidn del proyecto es errénea, el investigador marcé la opcién Cy deberia ser al menos
la categoria D. .

Como se menciona en la hoja de cuestionamientos, el protocolo estaba clasificado de manera
incorrecta. La clasificacion de acuerdo a los procedimientos a realizar {infeccién, tratamiento,
eutanasia) asi como el padecimiento-de la enfermedad durante el tiempo del experimento es en
la categoria D, ya ha sido corregido en el formato de FAEP. ‘

En la pagina 12 del protocolo en extenso se menciona que la administracién intratraqueal de
Desmopresina serd diario durante 7 dias previos a la infeccidn; sin embargo en el FAEP dice
intratraqueal cada 3 dias.

En relacién a la correccidn acerca de la discrepancia en las dosis de desmopresina de la pagina 12
del protocolo en extenso (la cual, por las modificaciones realizadas ha quedado en la pagina 14 de
dicho escrito): La administracién intratraqueal de desmopresina (DdAVP) sera 1 vez al dia a una
dosis de 2mg/Kg diluido en 100 ul agua inyectable desde siete dias previos a la infeccion y durante
los primeros 14 dfas de la enfermedad en el grupo 1 (DdAVP fase temprana) y diario a la misma
dosis a partir del dfa 28 postinfeccién (DdAVP fase progresiva). Se ha corregido la discrepancia en
ambos, el protocolo en extenso y el FAEP.
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En la tabla del punto 9 del FAEP, en el apartado de agentes bioldgicos debe especificar el tipo de
agente bioldgico a administrar asf como la frecuencia. Lo mismo para los farmacos blogueadores
de los receptores de vasopresina. ’ ) )

La tabla del punto 9 del FAEP (versién nueva, punto 11) ha sido corregida y se han agregado los
requisitos solicitados acerca de la dosis de agentes biolégicos, la dosis y frecuencia de los farmacos
a administrar, asf como Iaw\cahntidad y la via de administracién.

En el punto 3 del FAEP el investigador debe ser mas explicito en lo referente a los procedimientos
a realizar en los animales. -

Con respecto a ésta observacién (encontrada en el punto 5 de la version actualizada del FAEP), se
ha corregido y se han detallado explicitamente los procedimientos a realizar con los animales,
también se ha justiﬁcad,qlg importancia del experimento, se describié el modelo de tuberculosis
pulmonar progresiva y los procedimientos de infeccion, tratamiento y disposicién de cadaveres.

En el punto 10 del FAEP se deben describir detalladamente los procedimientos a realizar
incluyendo material, sujecion, vias de administracidon o toma de muestra, frecuencia, nimero de
veces de muestreo, volumen de aplicacion de toma de muestra.

. En el punto 10 del FAEP (puntb 12, versidén actualizada) se han descrito los siguientes

procedimientos a realizar con los animales: infeccidn, administracién farmacolégica y eutanasia; el
nimero de animales que hahfa-sido anotado en este punto ha sido aclarado en el inciso (h).
-
& B

Hay discrepancia entre el nimero de animales solicitados en el FAEP y en el proyecto en extenso.
£l nimero de animales ha sido corregido, dado que sélo se administraran tres farmacos:
desmopresina, Conivaptan y Tolvaptan el nimero de animales se redujo; sin embargo, el nimero
de ratones que se solicita para cada grupo experimental aumenté en algunos casos en el siguiente
ndmero y la justificacion puede encontrarse en el protocolo en extenso y en el FAEP.

Condicion. Numero de ratones
Experimento. 354
Repeticion. 354
Total para 2 experimentos. . 708
Total + 10% aproximadamente. 778

<

En el apartado 10 de-FAEP, subtitulada por el investigador como “Microbiolégica”, se mencionan
grupos experimentales a los previamente expuestos que consistian en agonistas y antagonistas de
los receptores a vasopresina.

En el apartado 10 del FAEP hubo un error al transcribir la informacién puesto que los grupos
experimentales del presente no incluyen el tratamiento con antibiéticos. La discrepancia en el
ndmero de ratones a utilizar ha sido también corregida. Agradezco su observacion.
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En el punto 11 del FAEP les falta agregar el pentobarbital con la dosis correspondiente que se
utilizara para el sacrificio. No se menciona si el bazo, suprarrenales e higado de los 9 animales se
van a ocupar. ' R

La dosis de pentobarbital fue agregada en.el punto 11 (13 nueva versién del FAEP). Los tejidos a
tomary el numﬂero de ratones se han justificado anteriormente en el inciso (h).

\

11. Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.
. .
Tipo Agente Dosis .~ Via de admon. Frecuencia
Sedacion Pentobarbital = |.210 mg/Kg peso Intraperitoneal. Unavez, enla
AN ) eltanasia.
Anestésico Sevoflurano 100 ul Inhalada Una vez por cada
. administracion
intratraqueal
k) Falta mencionar con qué perjodicidad se observardn a los animales para determinar el punto final

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
Cdédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)548709060
www.incmnsz.mx

humanitario. - )

Los animales se obseryaran una vez'al dia donde se evaluaran las caracteristicas propias de la
progresion de la enfermedad, de la misma forma se determinard el punto final humanitario
cuando los ratones cumplan los puntos redactados en el FAEP.

La combinacidn de estos criterios nos ayudaran a establecer el nivel de deterioro del
grupo/animal, pudiendo identificar rapidamente cual animal debe ser retirado del experimento
por punto final humanitario. Ademas se llevaré registro de la condicién general de cada
grupo/animal utilizando un formato de punto final humanitario al cual se le han hecho algunas
modificaciones que lo hacen mas adecuado para nuestra linea de investigacion (Archivo Anexo
1). '

Es importante NO alterar el machote del FAEP, con la finalidad de que se agilice la identificacion
de los puntos de revision. ' '
Entendemos la importancia de no modificar el formato del FAEP, la razén para la modificacion fue
que al escribir y transcribir al formato resumido, la numeracion cambiaba al agregar texto y se
volvia confuso, sin embargo hemos solucionado dicha observacidn, la numeracién se mantiene
como la original del FAEP. ’

En el punto 18 del FAEP debe mencionar que los caddveres se someteran al ciclo de esterilizacion
y que el destino final serd la incineracién de los mismos.

Los cadaveres serdn sometidos a ciclos de esterilizacion, en el protocolo resumido del FAEP se
describe en el punto 18.

e) La justificacion del nimero de ratones descrita previamente y la discrepancia entre el extensoy
el resumen FAEP fue un error durante la redaccion.
Punto repetido, aclarado en el inciso h).
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o)

Sin mas por el momento, quedo de usted.

Para la eutanasia se usara pentobarbital y exanguinacion. Seria bueno aclarar que posteriormente
se asegurara con dislocacion cervical.

Durante el proceso de eutanasia ademas del uso de pentobarbital y de exanguinacién a los ratones
se procederd a realizar dislocacién cervical, agradecemos la observacién sobre dicho
procedimiento el cual ha—éido anotado, como lo sugieren, en el FAEP y en el protocolo en extenso;
agradezco su abservaciéns «.

En el punto 11 del FAEP les falta agregar el pentobarbital con la dosis correspondiente gue se
utilizard para el sacrificio. .
Se ha agregado la dosis de pentobarbital utilizada para los sacrificios.

En el punto 18 del FAEP.debe mencionar que los cadaveres se someterdn al ciclo de esterilizacion
y que el destino final serd la incineracién de los mismos.
Punto repetido, aclarado en el inciso j).

No se incluyé el andlisis estadistico.
El andlisis estadistico se ha incluido; los datos obtenidos serdn agrupados acorde a cada objetivo,

el tratamiento de cada pardmetro sé hara a través del anélisis de varianza ANOVA de 2 vias y factor
de correccién para comparaciénes multiples por prueba de Bonferroni, utilizando el software

Graphpad Prism versién 6.01. Se agrego el parrafo Andlisis Estadistico en el FAEP y en el formato
protocolo en extenso. T

PN

e

NCAMN

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F
Seccién de Patologia Experimental
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Esti‘madO Dr. Hernandez:

Habiendo analizado detalladamente el Protocalo de Investigacion Experimental titulado:

“Papel de la vasopresina en la inmunopatologia de la tuberculosis pulmonar
progresiva en un modelo de ratones machos BALB/c.”
La Comision decidio dejar Pendiente la Aprobacidn del proyecto hasta que se resuelvan los ..
cuestionamientos siguientes:

a) Objetivos: en los objetivosy se mencionan que estudiaran tres tejidos vy en la metodologia

incluye ademas cerebro y timo. Se requiere: conciliar esta informacion.
“. b) Falta describir cobmo van a estudiar el patrgn de expresion de los receptores de la vasopresina.

| c) La clasificacion del proyecto es-erronea. El investigador marcod la opcion C; sin embargo, los
ratones seran sometidos a procedimientos con angustia y dolor severos, como lo son la insercién de
‘ sondas intratraqueales y gastricas con frecuencia, asi como la induccién de tuberculosis y el
| padecimiento de la enfermedad durante periodos de hasta 120 dias sin la administracion de
‘ analgésicos o cuidados paliativos. Deberia ser al menos categoria D.
| d) En la pagina 12 del protocolo en extenso se menciona que la administracion intratragueal de
| Desmopresina sera diario durante 7 dias previos a la infeccion; sin embargo, en el FAEP dice
intratraqueal cada tres dias. Aclarar la dxscrepanma
e) En la tabla del punto 9 del FAEP, en el apartado de agentes biolégicos, debe especmcar el tivo de
agente biolégico a administrar, asi como la frecuencia. Lo mismo para los farmacos bloqueadores de
los receptores de vasopresina; se solicita frecuencia, cantidad y via.
f) En el punto 3 del FAEP el investigador debe ser més explicito en lo referente a los procedimientos a
realizar en los animales (modelo experlmental, grupos experimentales, sacrificio, disposicion de
cadaveres, etc).
g) En el punto 10 del FAEP se’ deben describir detalladamentes los procedimientos a realizar
incluyendo material, sujecion, vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, numero de
veces de muestreo, volumen de aplicacion y volumen de toma de musestra, etc. (i.e‘ infeccion,
{ratamientos, eutanas&a)‘
h) Hay discrepancia entre el nimero de animales solicitados en el FAEP vy en el proyecto en
. /vmﬂxte%ns%(QQO y 1000, respectivamente). .
Crodh Enwel aoarﬂado 10 del FAEP, subtitulada por el investigador como “Microbioldgica”, se mencicnan
Cloni grHROS e‘<per1memai°s dn‘eremes a los previan.cle expusstos que consistian en agonistas vy

vantagonistas de los receptores a vasopresina, ya que aqui dicen que ademas de estos usaran grupos
ion Tia!mn 5




tratados con antibidticos y antibidticos mas los tratamientos a evaluar. Ademas, en este apartado

dicen que usaran 10 ratones por cada grupo en lugar de los 9 que habian ;usuncado previamente.

Favor de esclarecer este punto.

)) En el punto 11 del FAEP les falta agregar el pentobarbital con la dosis correspondiente que se
utilizara para el sacrificio. No se menciona si el bazo, las glandulas suprarrenales y el higado de los 9
animales se va a ocupar. Para la obtencion de los pulmones tampoco se justifican 9 animales, ya que
de 5 animales se toma el pulmén derecho para unidades formadoras de colonias, 3 pulmones
izquierdospara histologia y otros 3-pulmones izquierdos para RT-gPCR, lo que daria 8 animales.

K) Falta mencionar con qué periodicidad se observaran a los ammales para determinar el punto final
humanitario.

Iy Es importante NO alterar el machote del FAEP, con'la finalidad de que se agilice la identificacion de
los puntos a revision. Esto porgue el invéstigador eliming los nimeros consecutivos del FAEP.

m) En el punto 18 del FAEP debe mencionar que los cadaveres se someteran al ciclo de
esterilizacion y que el destino final sera la incineracion de los mismos.

e) Justificar bien el nimero de. animiles por grupo y de acudrdo a las muestras que se van a tomar.
En el FAEP hablan de 10 ratones por grupo y en el-extenso de 9.

n) Los procedimientos estan bien descritos en el proyecto en extenso, pero no asi en el FAEP.

o) Para la eutanasia se usara pentobarbital y exanguinacién. Seria bueno aclarar que posteriormente
se asegurara con dislocacion cervical.

p) En el punto 11 del FAEP les falta agregar el pentobarbital con la dosis correspondiente que se
utilizara para el sacrificio.

- q) En el punto 18 del FAEP debe mencionar que los cadaveres se someteran al ciclo de esterilizacion
y que el destino final sera la incineracion de ]os mlsmos

r) No se incluyo el anal131s estadistico. S

Es importante sefalar que las correc;ci,ones se deben realizar en el FAEP y en el protocolo
en extenso, asi como, enviar una carta especificando la respuesta a cada punto solicitado. La
respuesta al comité, el FAEP vy €] protocolo modificado deberan subirse al SERPI y debera
entregarse en forma impresa. Asi mismo le recordamos que las modificaciones deben ser
sobre este protocolo, no debe crear uno nuevo.”

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente, :

. Dra. Norfa A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

C.C.D. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigasion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

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

No. CINVA: 1861

FOLIO DE REGISTRO: PAT-1861-16/20-1

Fecha de registro del Protocolo: 25-enero-2017

Titulo del Protocolo: Papel-de la vasopresina.en la inmunopatologia de la tuberculosis
pulmonar progresiva en un'modele de ratones machos BALB/c.

Propuesta: a) Nueva; b) Renovacion ) c).Segunda Revisiéon  3er revisién

N ~:

Investigador Responsable dél’wProyebto.

s Nombre del Investigador Titular Rogelio Hernandez Pando

. Institucion de Adscripcion Instituto: Nacional de Ciencias Meédicas vy
‘ Nutricién Salvador Zubiran

| Departamento de Adscripcion -4 Departamento de Patologia y Anatomia

| ; , Patolégica, seccion de Patologia

| ~ o | experimental.

| Teléfono i 54870900 ext. 2185, 2194 y 7126

Correo electrénico . C

&2

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcion Grado Teléfono e-mail
Jorge Alberto Barrios INCMNSZ Doctoren | 54870900 C
Payan. ciencias ext. 2185
y 2194
Dra. Brenda Noemt INCMNSZ Doctor en | 54870900
Marguina Castillo ciencias ext. 2185
, y 2194
Dra. Dulce Adriana Mata | INCMNSZ Doctoren | 54870900
Espinoza " ciencias ext. 2185
: y 2194
Estudiantes N -
 Nombre Adscripcion Grado a obtener Teléfono e-mail
A Facultad de Doctor en 4494962515 C
Medicina, ciencias
UNAM. biomédicas.
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA
CINVA DEL INCMNSZ.

Describir brevemente las funciones de cada participante:

Dra. en C. Dulce Adriana Mata Espinosa. Encargada del drea de microbiologia, cultivo de
micobacterias y preparacion del indculo bacteriano para la infeccidn; cultivo de bacterias de
tejidos y cuantificacién de UFC’s y ensayos in vitro. -

Dra. en C. Brenda N. Marquina Castillo. Area de biologia molecular, extraccién de acidos
nucleicos, disefio de. oligonugleodtidos para analisis- por PCR, analisis de transcritos y
determinacién de proteinas por Western Biot, Inmunohistoquimica, ELISA.

Dr. en C. Jorge Alberto Barrios Payan. Infeccion de ratones y aplicacién de tratamientos
intragastrico e intratraqueal, encargado del Bicterio bioseguridad nivel [, disefio de
estrategias de tratamiento. -

Mario Alberto Zetter Salmép.. Médico cirujano, e»studiante de doctorado en ciencias
biomédicas, UNAM. 'P~5fticipatién en todos los procesos técnicos y tedricos de los
experimentos, asi como en la planeacion y disefio de protocolo y escritura de tesis doctoral,
publicacidn de articulo en revista cientifica.

Vigencia dei Protocolo. e -

Fecha estimada de inicio del protocolo . 01 12 2016

Fecha tentativa de finalizacion. - 31 01 2020

N

]

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1

Instituciones en donde se realizaré el proyecto.
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

En que Institucién se llevara a cabo méyoritariamente el proyecto:
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Hipotesis del proyecto

La infeccién pulmonar por el patégeno Mycobacterium tuberculosis induce
disfuncién en la respuesta del sistema vasopresinérgico, dicha disfuncion
contribuye a la inmunopatologia y el establecimiento de la enfermedad activa.




CINVA DEL INCMNSZ.

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

4)  Objetivos generales y especificos del profocolo:

Objetivo general. Demostrar la relacion entre la disfuncion del sistema vasopresinérgico y

la inmunopatogenia de la TB pulmonar progresiva. '

Objetivos especificos. - '

1.. Analizar y describir la cmetlca de produccnon central y periférica (pulmén) de AVP en el
modelo de TB pulmonar progresnva

2. Estudiar el patron de expresion de los receptores de vasopresina en cerebro, pulmon,
timo, glandula suprarrenal, bazo e higado. ‘

3. Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los
receptores de vasopresina en el desarrollo de la respuesta inmune en la fase temprana
y en la fase progreswa de la TB pulmonar.

4. Estudiar el efecto In v1tro de la vasopresina sobre macréfagos en contacto con
Mycobacterium tuberculosis (produccién de citocinas, capacidad fagocitica vy
bactericida, produccion de especies reactivas de_oxigeno).

5) Justificacién del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Alrededor del 55% de los sujetos con tuberculosis pulmonar activa desarrollan

hiponatremia, probablemé&nte secundaria a secrecion: inapropiada de hormona
antidiurética (SIADH) o vasopresina. . Existe evidencia que sugiere dque la
sobreproduccion de esta hormona puede tener un origen extrahipotalamico; sin
embargo, ésta situacioén patogénica no se ha demostrado experimentalmente.
El modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones BALB/c permitira
explorar la relacion entre la infeccion por Mycobacterium tuberculosis y la disfuncién
vasopresinérgica, asi como su asociacion con los cambios en los sistema inmune y
neuroendocrino, contribuyendo al conocimiento de los mecanismos fisiopatogénicos
de la inflamacién crénica granulomatosa.

Modelo de tuberculosis pulmonar progresiva.

El modelo de TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c de nuestro laboratorio permite el
estudio de las interacciones inmunopatogénicas de la enfermedad activa pues representa, en el
raton, lo que sucede en el humano (expresion de citocinas, hormonas, crecimiento bacteriano y
de caracteristicas anatomopatolégicas). En dicho modelo de infeccion, se inoculan a cada raton
por via intratraqueal la cantidad de 2.5x10° micobacterias vivas y virulentas de la cepa
Mycobacterium tuberculosis H37Rv para inducir una enfermedad pulmonar activa. En ésta, se
ha caracterizado la cinética de produccion de citocinas, quimiocinas y hormonas correlacionada
con los cambios anatomopatologicos caracteristicos en pulmén distinguiéndose dos etapas en
la progresion de la enfermedad: la fase temprana (dia 1 a dia 28 posinfeccidn), en la que un
gran numero de células inflamatorias migran al sitio de infeccion a través de la extravasacion
por capilares y vénulas, y también a través de su migracion a través del epitelio bronquio-
alveolar. En dicha fase hay engrosamiento de los espacios intersticiales y aproximadamente al
dia 14 inicia la formacion de cumulos organizados de células inflamatorias representando los
granulomas de la enfermedad humana. Predomina la produccién de citocinas proinflamatorias
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(i.e. IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6) las cuales promueven una respuesta celular de tipo Th1 cuyos
efectos son benéficos para el control de fa infeccion, de hecho, el crecimiento bacteriano en
ésta fase se encuentra hasta cierto punto inhibido. A partir de entonces (a partir del dia 28
postinfeccion), y como mecanismo de proteccion, -la produccion sostenida de glucocorticoides
induce un cambio de la respuesta de tipo Th1 hacia una respuesta antiinflamatoria de tipo Th2,
con una gran produccién de citocinas como IL-4, 1L-10, TGF-b (factor transformador del
crecimiento beta); en. ésta fase cronica, el sistema inmune no es capaz de contener el
crecimiento bacilar permitiendo su diseminacién y caracterizandose por un intenso infiltrado
leucocitario, areas de neumonitis y néumonia causando la muerte del animal.

De ésta manera el modelo experimental esta constituido por ratones infectados los cuales son
seguidos durante la infeccién realizando eutanasia a grupos de ratones de los cuales se toman
s | muestras de diferentes 6rganos para analizar los cambios histopatologicos, microbioldgicos y
moleculares correlacionandolos con la progresion_de la enfermedad.

Grupos experimentales.
Para el presente trabajo experimental se plantean los siguientes grupos experimentales.

1. Animales no infectados. Este primer grupo, sin tratamiento ni inoculaciéon del agente
biolégico, servira como grupo control para caracterizar los niveles séricos normales asi
como la produccion de AVP y la expresion sus receptores, en condiciones fisiologicas.

» Dichos ratones seran sacrificados a la par de los infectados, en grupos de 6 ratones los
dias 1, 3,7, 14, 21, 28, 60 y 120.

2. Animales Infectados. Este grupo tendrd como objetivo caracterizar la respuesta del
sistema vasopresinérgico en condiciones de enfermedad, comparandolo con el grupo
control. Estara constituido por'grupos de 9 ratones infectados y sacrificados en los dias
descritos previamente, las muestras que se obtendran se especificaran mas adelante
en éste documento.

3. Animales infectados tratados con 'DAAVP. En éste grupo existiran dos subgrupos
experimentales:
a.- El primero sera tratado con DdAVP durante siete dias previos a la infeccion (dia 0), y
monitoreado durante la fase temprana realizando sacrificios los dias 14, 21, 28, 45,60 y
120.
b.- En el segundo subgrupo los animales seran infectados el dia 0 y tratados hasta el
dia 21, seran sacrificados los dias 35, 40, 60, 90 y 120. Se solicitan 9 ratones por
tiempo de sacrificio para cada uno de los dos subgrupos experimentales.

4. Animales Infectados tratados con Conivaptan. En este grupo los ratones seran
tratados a partir del dia 1 post-infeccibén y sacrificados los dias 7, 14, 21, 28, 60, 90 y
120, se solicitan 9 ratones por tiempo de sacrificio.

5. Animales Infectados tratados con Tolvaptan. Este grupo recibira tratamiento a partir
del dia 1 post-infecciéon y seran sacrificados los dias’7, 14, 21, 28, 60, 90 y 120, se
solicitan 9 ratones por tiempo de sacrificio.
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*Se incluye la siguiente tabla tomada de protocolo en extenso.

Caracterizacion de la respuesta vasopresinérgica en el curso de la Tb
_ . pulmonar.
Grupo Cepa Numero | Tiempos.de |. Subtotal de Total de
de sacrificio ratones. ratones.
| ratones.. | .
Control (sin .y .. Bratones | 1,3,7, 14, 48
infeccion). No aplica. ~ por 21, 28, 60,
tiempo 120.
de
) sacrificio. : 354
Infectados. 1+ 1,3,7, 14, 72
21, 28, 60,
. 120.
Desmopresina H37Rv 9 ratones 14, 21, 28, 63
por 45,60,90y
tiempo. . “120.
Desmopresina 35, 45, 60, 45
90, 120.
Conivaptan. 7,14, 21, 63
Tolvaptan. v 28, 60, 90, 63
T 120. -

Infeccion, sacrificio y disposicién de cadaveres.

Para el procedimiento de infeccion, ratones machos de la cepa BALB/c de 3 a 4 semanas de
edad y 22-25 gr de peso, seran proporcionados por el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMINSZ y anestesiados con vapor de sevoflurano (100 uL
por ratén) dentro de una camara de acrilico de 20x20x20 cm. Posteriormente, para la
inoculacién intratragueal (v.it.) de micobacterias 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 y se
infectara con 250,000 UFC de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, suspendidas en
un volumen de 100 pl de buffer de fosfatos salino (PBS).-Los animales infectados con
micobacterias seran alojados en microaisladores en un sistema de presion positiva/negativa,
con aire suministrado a través de filtros HEPA y un cambio de 32 atmosferas/hr. Seran
manipulados bajo estrictos protocolos de Bioseguridad Animal Nivel 3. Para la obtencion de
muestras, se practicara la eutanasia, para lo cual los ratones seran anestesiados con
pentobarbital sédico via intraperitoneal (v.ip.) a una dosis de 210 mg/kg y sacrificados por
exanguinacion a los dias.1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 postinfeccion. Todo el material, asi como
los productos de desecho (que no sean cadaveres) generados por el sacrificio de los animales
sera considerado RPBI! y seran inactivados cen Clidox™ por 15min.
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6) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

Experimentos o gjercicios de ensefianza que mvolucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, 6rganos aislados, tejndosycelulas vivas.

Categoria B. ’ o
Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca 0 ninguna angust|a
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

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

. Categoria D

Experimentos gue 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 angusﬂa 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:
WWW.CCac, ca/Documents/St'nndards/Gutdeilnes/SDamsh/ANI:X’i 5B.pdf

Categoria: | A | B: | C: | D: X | E:

7) Justificacién 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 informacion el Investigador debera consultar:
hitp://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm
La solicitud de 9 ratones por tiempo en los grupos experimentales de infeccién y de
administracion farmacolégica es la siguiente: Se obtendran encéfalos, bazos, timo e
higados para el analisis por biologia molecular (n=3), cuantificacion de carga bacilar
{n=3) e inmunohistoquimica (n=3) los cuales por ser 6rganos impares vuelve necesario el
nimero de animales; el cerebro sera dividido en hipotalamo, hipocampo y cerebelo para
el analisis por biologia molecular. Los pulmones seran utilizados para la determinacién
de la carga bacilar, extraccion de acidos nucleicos y analisis histoldgico.
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8) Describir cémo se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del DIEB, en caso de ser necesario.
No aplica. :

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

Género — Especie. Cantidad _ | Rangode peso | Rangode edad | Sexo

Fondo genético T ]

Mus musculus 778 ' 22-25 gr 3 a4 semanas. | Machos

No. de Grupos experimentales: 6. -

No. de animales por grupo: 6 0 9 ratones por tiempo de sacrificio (éste
numero depende del grupo contemplado).

No. TOTAL DE ANIMALES: | 778 (Contemplando repeticion de experimento y

' .| pérdidas de animales por enfermedad o

tratamiento).

o

e
10) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en eI DIEB.
Los animales permaneceran en el DIEB durante toda la cinética de infeccion del
modelo, esto es, 4 meses.

11) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento NO | Si | Frecuencia, cantidad y via.
Manipulacion de la dieta y de agua. | X .
Toma de muestras biologicas. X | En cada dia de sacrificio se

tomaran las muestras que
comprenden: Suero, cerebro,
pulmoén, timo, bazo, glandula
suprarrenal.

Colocacion de canulas y'sondas. =~ X | Cénula de punta roma por via

' Intratraqueal e intragastrica:
Una vez para la infeccién con el
agente Mycobacterium
tuberculosis y una vez al dia para
el tratamiento con el analogo de
| vasopresina, desmopresina.

Técnica para observacion y modificacion de X
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conducta.

Inoculaciones de agentes biologicos y quimicos. X | Agente: Mycobacterium
tuberculosis de la cepa H37Rv.
Cantidad: 100 pl de solucién
salina conteniendo 2.5x10% .
UFC’s. -
Via y frecuencia: intratraqueal, 1
sola vez al inicio del experimento
para infectar a los ratones.

Agente: Desmopresina (DdAVP).
Cantidad: 2mg/Kg diluido en100
uL de Agua inyectable

Via y frecuencia: intratraqueal, 1
1 vez al dia, todos los dias.

Agente: Conivaptan.

Cantidad: 1mg/Kg diluido en 100
3 Agua inyectable pL ‘

Via y frecuencia: Intragastrica, 1
vez al dig, todos los dias.

, Agente: Tolvaptan.

. Cantidad: 1 mg/Kg de peso
L diluido en 100.pL de agua
inyectable
e Via y frecuencia: Intragastrica, 1
vez-al dia.

Ed

Procedimientos quirlrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cudles)

XXX (X

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento X | Cada grupo de ratones se

‘ mantendra en microaisladores de
acrilico conectados a una matriz
de ultrafiltracion de aire, con
alimento y bebida ad /ibitum. Con
ciclos de luz-oscuridad de 12
horas.

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales. :

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracién de sustancias quimicas téxicas

Implantes o injertos

|| xIx|>x|  x

Estudios estereotaxicos.

Otros:
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12) 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 utilizara una. canula de calibre 22Gx1” y
punta roma, el ratén es anestesiado con Sevofluorano (100ul por ratén) dentro de una
| camara de 20x20x20cm,una vez anestesiado se sujetara sobre una placa de aluminio
| utilizando una liga de: caucho.spbre. 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 solucion salina isoténica (SSI), este procedimiento -solo se
realizara una vez al inicio del experimento y se hara bajo condiciones de bioseguridad

animal nivel 11l

Administracién farma‘colégﬁit’:‘a: Los tratamientos planteados para cada grupo
experimental seran administrados de la siguiente manera: los ratones seran
.anestesiados con sevoflurano y sujetados como se describid previamente. El
tratamiento con desmopresina (dDAVP) sera por via intratraqueal, se administrara el
farmaco diluido en 100 microlitros de agua inyectable, posterior al tratamiento, cada
ratdbn sera colocado nuevamente. dentro del microaislador y se mantendra en
observacion hasta que se encuentre totalmente recuperado.

Para la administracion intragastrica, se sujetara al ratdn por la cola y la parte posterior
de las orejas para poner el eséfago en posicion recta y poder deslizar la canula descrita
previamente a través de la garganta~y depositar los farmacos directamente en el
estomago del ratén. Los” farmacos se administraran diariamente. Las dosis de
administracion de los farmacos a utilizar se encuentran determinadas de acuerdo a la
literatura cientifica, las dosis utilizadas para este experimenio de cada farmaco seran:
Desmopresina (2 mg/Kg de peso); Conivaptan (1mg/kg de peso) 1 vez ai dia; Tolvaptan
(1 mg/Kg). :

EUTANASIA: Los animales seran inyectados con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal (IP).
Se sacrificaran por exanguinacion y se realizara dislocacion cervical para asegurar la muerte
del animal, posteriormente se expondra la cavidad peritoneal de donde colectamos el higado,
bazo y suprarrenales, posteriormente acceder a la cavidad toracica para recolectar los
pulmones y el timo, las muestras se colocaran dentro de criotubos de 2 ml. . Finalmente, para
tomar el encéfalo, se realiza decapitacién del cadaver, con tijeras de diseccion se abre la piel de
la parte superior de la boveda craneana y se diseca hasta el craneo, en éste, se corta la region
interciliar y se hace un corte en la sutura formada por ambos huesos parietales, después, con
pinzas de diseccion se procede a quitar y separar los huesos del craneo. El encéfalo sera
almacenado para la extraccion de acidos nucleicos, analisis microbiolégico y para inclusion en
parafina.
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13)

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

Tipo

Agente Dosis : Via de admon. Frecuencia

Sedacion Pentobarbital 210 mg/Kg peso | Intraperitoneal. Una vez,en.la

eutanasia.

Anestesico Sevoflurano 1o Inhalada Una vez por

cada
administracion
intratraqueal

vl 4y

14)

. Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgeSIa del
agente a utilizar?

Relajacién muscular, perdlda de refiejo ocular, pérdida de reflejos motores
{equilibrio).

15)

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

Todo el material, asi como los productos de desecho (que no sean cadaveres)
generados por el sacrificjo de los animales sera considerado RPBI y seran inactivados
con Clidox™ por 15min. Nuestro grupo de trabajo tiene una amplia experiencia en el
manejo, infeccion y sacrificio de animales para la obtencion de muestras, ademas de
contar con las instalaciones necesarias para poder manejar patdégenos del Grupo de
Riesgo 3 como M. tuberculosis.

El material de cama que esté en contacto con los ratones infectados se manejara
dentro de gabinetes de flujo laminar con nivel de bioseguridad lil, la cama sucia se
depositara en bolsas rojas resistentes al proceso de esterilizacion
(121°C/21Ibs/20min), marcadas con la leyenda RPBI's. Los cadaveres de los ratones
sacrificados durante el desarrollo del protocolo, se colocaran en una bolsa de iguales
caracteristicas, etiquetada con la fecha y nimero de ratones, para el mismo proceso
de esterilizacion, una vez finalizado el ciclo la bolsa roja se colocara dentro de una
boisa de plastico amarilla marcada con la leyenda “RPBI's”, la cual sera trasladada al
depésito temporal del instituto e incinerado posteriormente por una empresa
especializada en el ramo.

16)

Evaluacion de signos de deterioro del bienestar de los animales.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,
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cambios en comportamiento social...

- Respuesta a estimulos externos -

- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, Iaborlosa
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion .

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

3 Parametro 0. 1 - 2 3
a) Peso corporal ) . X

b) Apariencia ] X

¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR etc) X
d) Conducta espontanea. o ] X

e) Conducta provocada. ) X

17) ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario™?
Los animales se observaran una vez al dia donde se evaluaran las caracteristicas
propias de la progresion de la enfermedad, de la misma forma se determinara el punto
final humanitario cuando los, ratones. cumplan los puntos redactados en el FAEP; esto
es:

Los animales se inspeccionaran -todos los dias de manera individual durante las
administraciones farmacolagicas. Los signos de deterioro de la enfermedad son muy
evidentes y aunque la poblacion de ratones que se maneja es grande, esta se
encuentra élojada en microaisladores en grupos de 5 animales por lo que en caso de
gue algun ratdén reuna varios de los siguientes criterios este pueda ser identificado
inmediatamente, si se presenta el caso, el ratén sera anestesiado con 210 mg/kg por
via intraperitoneal de pentobarbital y sacrificado por exanguinacion, los criterios son:

Pérdida de peso, en nuestro modelo se presenta en etapas muy avanzadas de. la
enfermedad, cuando es severa se presenta de manera muy evidente de acuerdo a
nuestra experiencia por lo que no hay necesidad de pesar a los animales, ya que la
manipulacién requerida para este procedimiento es otro factor estresante.

Apariencia, los ammales pueden presentar piloereccion desde los primeros dias de
infeccion.

Postura, si el animal enferma severamente el lomo del animal se ira encorvando, por lo
gue este signo también es un criterio para establecer un punto final humanitario.

Frecuencia respiratoria se acelera dado que esta es una enfermedad que afecta al
pulmon y genera inflamacion, infilirados, granulomas y en etapas avanzadas neumonia,
si esta situacion se agrava al grado de no permitir el movimiento del animal, este sera
sacnﬂcado

Falta de movimiento del animal, es decir si este se encuentra todo el tiempo en un
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mismo sitio y es evidente que esta perdiendo peso, tiene respiracion acelerada y
. postura encorvada, sera sacrificado.

La combinacién de estos criterios nos ayudaran a establecer el nivel de deterioro del
grupo/animal, pudiendo identificar rapidamente cual animal debe ser retirado del experimento
por punto final humanitario. Ademas se llevara registro de la condicion general de cada
grupo/animal utilizando un-formato de punto final humanitario al cual se le han hecho algunas
modificaciones que lo hacen mas adecuado para riuestra linea de investigacion (Archivo Anexo
1). AR

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http:/lwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdf
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18) ¢Cuél sera el método de eutanasia que utilizara?
Se realizara eutanasia por medio de la inyeccion intraperitoneal de Pentobarbital
a dosis de 210 mg/Kg vy exangumamon ademas posteriormente se asegurara
con dislocacion cervical.

Recomendaciones para el Sacrificio Hufnanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Metodo - Dosis Via
. Pentobarbital
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital . | .
Rata » Asfixia con CO, " 120 mg/kg "~ - v, 1P
Pentobarbital :
Jerbo . Asfixia con CO; ) 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Conegjo Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
Pentobarbital -
Cerdo entobarbita : 90 mg/kg v
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

* Método aceptado lGnicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité.-Su apllcacmn requiere
una justificacién cientifica por parte del Investigador Responsable

19) ¢ El protocolo represénta riesgo,/biolégiico?

a) No b) Si

*

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consultar la clasificaciér del Center for Disease Control and Prevention.

Todos los métodos y protocolos a seguir en el presente trabajo seran llevados a cabo con un nivel de
bioseguridad nivel Il (BSL-III).

hitp://mww.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBL5 _sect_V.pdf
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20) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
Los cadaveres de los animales sacrificados seran almacenados en bolsas rojas
especiales para residuos biologicos y seran sometidos a esterilizacién; el
destino final de dichos cadaveres sera la incineracién.

ey

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducira el protocolo de Investigacion de

*acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi
como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se
describen en la NOM-062-Z0O0-1999.

A N

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando

* Investigador en Ciencias Médicas F
Departamento de Patologia y Anatomia Patoldgica
Unidad de Patologia Experimental .

L
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Formato para medir los criterios de punto final para la Unidad de Patologia Experimental.

| :

Animal/Grupo: Especie: Edad: Sexo:
Protocolo: s
Fecha de inoculacién 1 (inmunizacién/infeccién): Fecha inoculacion 2 {reto):
Fecha
Parametro Calificacién
Normal
e Falta general de acicalamiento
Apariencia fisica -
Pelo erizado

Postura encorvada, pupilas dilatadas

Peso

Normal -

Peérdida de peso> 20%

Otro:

Hidratacion

Normal’

Prueba de pellizco de la piel anormal.

Comportamiento
no provocado

Normal

i Y

Cambios menores

Movilidad reducida, asilado perq alerta

Otro:

Respuestas de
comportamiento
a los estimulos
externos

Normal

Depresién menor o exageracion de la respuesta

Reacciones viclentas

Otro:

Signos clinicos

Frecuencia respiratoria normal

Cambios leves en el ritmo de la respiracion

Aumento de la frecuencia respiratoria abdominal

Cianosis

*Total (0-18)

* 0-4 = Notificar al veterinario; 5-9 = Monitorear cuidadosamente; 10-18 = Eutanasia. Calificar en una escala de 0-3, donde 0 es normal y 3 es una alteracion severa.

Criterios de punto finai:
Adicional a la escala de punto final, los animales deben ser eutanasiados si:
- Piloereccién, postura encorvada, adinamia, taquipnea.

Referencias:

- Practical use of distress scoring systems in the application of human endpoints. Pag. 48-53

- Guia para el punto final humanitario en la experimentacion animal para la investigacion biomédica: aspectos éticos, legales y practicos. 2005, 8; 5-12
- IACUC Guideline Humane Intervention and Endpoitns for Laboratory Animal Species
- Institutional Animal Care and Use Committee Guidebook.

- Canadian Council on Animal Care. Guidelines on: choosing an appropiate endpoint in experiments using animals for research, teaching and testing. 1998.
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No. CINVA: 1861
FOLIO DE REGISTRO: PAT-1861-16/20-1

Fecha de registro del Protocolo: 28-noviembre-2016

Titulo del Protocolo: Papel de la vasopresina en la inmunopatologia de la tuberculosis
pulmonar progresiva en un modelo de ratones machos BALB/c.

Propuesta: a) Nueva_ b) Renovacion c)_Segunda Revisién

ENN ~

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular Rogelic Hernandez Pando
Institucion de Adscripcion Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Adscripcion ~ ¢| Departamento de Patologia y Anatomia

2 Patologica, seccion de Patologia
" | experimental.
Teléfono . * | 54870900 ext. 2185, 2194y 7126
Correo electronico - C

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcidn Grado Teléfono e-mail
Jorge Alberto Barrios INCMNSZ Doctoren | 54870900 C
Payan. ciencias ext. 2185
y 2194
INCMNSZ Doctor en | 54870900
ciencias ext. 2185
y 2194
INCMNSZ Doctor en | 54870900
. ciencias ext. 2185
y 2194

Estudiantes

Nombre Adscripcién Grado a obtener Teléfono e-mail
A Facultad de Doctor en 4494962515 C
Medicina, : ciencias
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[ | UNAM. | biomédicas.

Describir brevemente las funciones de cada barticipante:
- Dra. en C. Dulce Adriana*Mata Espinosa. Encargada del area de microbiologia, cultivo de
micobacterias y preparacion del inéculo batteriano para la infeccién; cultivo de bacterias de
tejidosy cuantificacion de UFC’s Y ensayos in vitro. . '

- Dra. en C. Brenda N: Marquinai Castillo. Area de biologia molecular, extraccién de acidos
nucleicos, disefio de oligonuctedtidos para analisis por PCR, andlisis de transcritos y
determinacidn de proteinas por Inmunohistoquimica, ELISA.

s - Dr. en C. Jorge Alberto Barrios Payan. Infeccion de ratones y aplicacion de tratamientos
intragastrico e intratraqueal, encargado del Bioterio bioseguridad nivel lil, disefio de
estrategias de tratamiento. ‘

- Mario Alberto Zetter. Salmén.” M&dico cirujano, estudiante de doctorado en ciencias
biomédicas, UNAM. PéFticipacién en todos los procesos técnicos y tedricos de los
experimentos, asi como en la planeacién y disefio de protocolo y escritura de tesis doctoral,
publicacién de articulo en revista cientifica. . -

Vigencia del Protocolo.
Fecha estimada de inicio del protocolo : ~ 01 12 2016
Fecha tentativa de finalizacion. R 31 01 2020

&

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

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

i

2) En que Institucion se llevara a caybo mayoritariamente el proyecto:
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

3) Hipétesis del proyecto
La infeccion pulmonar por el patégeno Mycobacterium tuberculosis induce
disfuncion en la respuesta del sistema vasopresinérgico, dicha disfuncion
contribuye a la inmunopatologia y el establecimiento de la enfermedad activa.
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4) Objetivos generales y especificos del protocolo:

Objetivo general. Demostrar la relacion entre la disfuncion del sistema vasopresinergico y

la inmunopatogenia de la TB pulmonar progresnva

Objetivos especificos.

1. Analizar y describir la cinética de produccron central y periférica (pulmoén) de AVP en el
modelo de TB pulmonar progresiva.

2. Estudiar el patron de' expresion de los receptores de vasopresina en cerebro, pulmoén,
timo, glandula suprarrenal, bazo e higado.

3. Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los
receptores de vasopresina en el desarrollo de la respuesta inmune en la fase temprana
y en la fase progresiva de la TB pulmonar.

4. Estudiar el efecto In vitro de la vasob?esina sobre macréfagos en contacto con
Mycobacterium tuberculosis (produccion de citocinas, capacidad fagocitica y
bactericida, produccion de espeties reactivas de oxigeno).

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

Alrededor del 55% de los sujetos con tuberculosis pulmonar activa desarrollan

hiponatremia, probablemente secundaria a secrecién inapropiada de hormona
antidiurética (SIADH) o vasopresina. Existe evidencia que sugiere que la
sobreproduccion de esta hormona puede tener .un origen extrahipotalamico; sin
embargo, ésta situacion patogénica no se ha demostrado experimentalmente.
El modelo. murino de tuberculosis pulmonar progresiva en ratones BALB/c permitira
explorar la relacion entre la infeccion por Mycobacterium tuberculosis y la disfuncion
vasopresinérgica, asi como su asociacion con los cambios en los sistema inmune y
neuroendocrino, contribuyendo al conocimiento de los mecanismos fisiopatogénicos
de la inflamacién crénica granulomatosa.

Modelo de tuberculosis pulmonar progresiva.

El modelo ‘de TB.pulmonar progresiva en ratones BALB/c de nuestro |laboratorio permite-el
estudio de'las interacciones inmunopatogénicas de la enfermedad activa pues representa, en el
raton, lo que sucede en el humano (expresion de citocinas, hormonas, crecimiento bacteriano y
de caracteristicas anatomopatolégicas). En dicho, modelo de infeccion, se inoculan a cada ratén
por .via.intratraqueal la cantidad - de 2 5x10% ‘micobacterias vivas.y .virulentas de 1a. cepa
Mycobacterium tuberculosis H37Rv para inducir una enfermedad pulmonar activa. En ésta, se
ha caracterizado la-cinética*de producmén de citocinas, gquimiocinas:y:-hermonas correlacionada
con los cambios anatomopatologlcos caractetisticos:en: pulmoén: distinguiéndose dos etapas en
la progresion de la enfermedad: la fase temprana (dia 1 a dia 28 posinfeccion), en la que un
gran numero de células inflamatoras .migran al sitio de infeccion a fravés de la extravasacion
por capilares y: vénulas, vy tami

bién a través de su migracion a través del epitelio. bronguio-
alveolar. En.dicha fase hay engrosamiento de los espacios intersticiales y aproximadamente al
dia 14 inicia la formacion de cumulos organizados de células inflamatorias representando los
granulomas de.la enfermedad humana. Predomina la produccion de citocinas proinflamatorias
(i.e. IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6) las cuales promueven una respuesta celular de tipo Th1 cuyos
efectos son benéficos para el control de la infeccion, de hecho, el crecimiento bacteriano en
ésta fase se encuentta hasta cierto punio inhibido. A partir de entonces (a pariir del dia 28
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postinfeccion), y como mecanismo de proteccion, la produccion sostenida de glucocorticoides
induce un cambio de la respuesta de tipo Th1 hacia una respuesta antiinflamatoria de tipo Th2,
con una gran produccién de citocinas como IL-4, IL-10, TGF-b (factor transformador del
crecimiento beta); en ésta fase cronica, el sistema inmune no es capaz de contener el
crecimiente bacilar permitiendo su diseminacion 'y caracterizandose por un intenso infiltrado
leucocitario, areas de neumonitis y neumonia causando la muerte del animal:

De ésta manera el modelo experimental esta constituido por ratones infectados los cuales son
seguidos durante la infeccion realizando eutanasia a grupos de ratones de los cuales se toman
muestras de diferentes organos para analizar los cambios histopatologicos, microbiologicos y
moleculares correlac;onandolos con la] progresmn dela enfermedad

Grupos experimentales.
Para el presente trabajo experimental se plantean 108 siguientes grupos expenmentales

1. Animales no infectados. Este primer grupo, sin tratamiento ni‘inoculacion del agente
bioldgico, servira como grupo control para caracterizar los niveles séricos normales asi
como la produccién de AVP-y la expresion sus receptores, en condiciones fisiologicas.
Dichos ratones seran sacrificados a la par de los infectados, en grupos de 6 ratones los
dias 1,3, 7 14,21, 28, 60y120

2. Ammales Infectados “Este grupo tendré como objetivo caracterizar la respuesta del
sistema vasopresinergico en condiciones de enfermedad, comparandolo-con el grupo
control. Estara constituido por grupos de 9 ratones infectados y sacrificades en los dias
descritos. previamente; las muestras gue se obtendran se especificaran mas-adelante
en éste documerito,

3. Animales Infectados tratados con DdAVP En-éste grupo existiran dos subgrupos
experimentales:
a.- El primero sera tratado con DdAVP durante siete dias previos a la infeccion (dia 0), y
monitoreado durante la fase temprana realizando sacrificios los dias 14,21, 28, 45,60y
120.
b.- En el segundo subgrupo los animales seran infectados €l dia.0 y tratados hasta el
dia 21, seran sacrificados los dias 35, 40, 60, 90 y 120 Se solicitan 9 ratones por
tiempo de sacrificio para cada uno de los dos subgrupos expenmentales

4. Animales Infectados tratados con Conivaptan. En este grupo los ratones seran ‘
tratados a partir del dia 1 post-infeccion y sacrificados los dias 7, 14, 21, 28, 60, 90 y
120, se solicitan 9 ratones por tiempo de sacrificio.

5  Animales Infectados tratados con Tolvaptan. Este grupo recibira tratamiento a partir
del dia 1 post-infeccion: y seran sacrificados los dias 7, 14, 21,.28, 80, 90 y 120, se
solicitan ‘9 ratones por tiempo de sacrificio.

*Se incluye la siguiente tabla tomada de protocolo en extenso.

Caracterizacion de Ia respuesta vasopresmergma enelcursodelaTb
pulmonar.
Grupo Cepa Namero = | Tiempos de: |- Subtotal de Total de
: de sacrificio ratones. ratones.
ratones. ,
Control (sin N . Gratones | 1,3,7, 14, 48
infeccion). ~No aplica. por 21, 28, 60,
‘ tiempo 120.
de
sacrificio. 354
Infectados. 1, 3,7, 14, 72
21, 28, 60,
120.
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H37Rv 9 ratones
por
Desmopresina \ tiempo. 14, 21, 28, 63
.| 45,60,90y
120. . ~
Desmopresina N RE | - 35, 45, 60, 45
90, 120.
Conivaptan. 7,14, 21, 63
Tolvaptan. 28,60,90, | 63
120.

Infeccién, sacrificio y dlsposmon de cadaveres.

Para el procedimiento de infeccidon, ratones machos de la ¢epa BALB/c de 3 a 4 semanas de
edad y 22-25 gr de peso, seran proporcionados por el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio (DIEB) del INCMNSZ y anestesiados con vapor de sevoflurano (100 uL
por raton) dentro de una camara de acrilico de 20x20x20 cm. Posteriormente, para la
inoculacién intratraqueal (v.it.) de micobacterias 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 y se
infectara con 250,000 UFC de la cepa H37Rv de Mycobacterium tuberculosis, suspendidas en
un volumen de 100 pl de buffer de fosfatos salino (PBS). Los animales infectados con
micobacterias seran alojados en microaisiadores en un sistema de presion positiva/negativa,
con aire suministrado a traves de filtros HEPA y un cambio de..32 atmosferas/hr. Seran
manipulados bajo estrictos protocglos de Blosegurldad Animal Nivel 3. Para la obtenciéon de
muestras, se practicard la eutanasia, para lo cual los ratones seran anestesiados con
pentobarbital sodico via intraperitoneal (v.ip.) a ana dosis de 210 mg/kg y sacrificados por
exanguinacion a los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 postinfeccién. Todo el material, asi como
los productos de desecho (que no sean cadaveres) generados por el sacrificio de los animales
sera considerado RPBI y serén inactivados con Clidox™ por 15min.

6) Clasificacion del proyecto de acuerdo ai nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran anlmales invertebrados, embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, érganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca 0 ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

Experimentos o ejercicios de enseflianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracidon en animales 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 enseflanza que involucran procedimientos
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dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

Categoria D
Experimentos gue provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en

especies vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabllldad
explicita del investigador para buscar disefios experimentales que asequren que las
molestias, la angustia o el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E

Procedimientos que involugran |nfhg|r angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados.canscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

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

Categoria: | A B . |c _ [D:X | E:

7) 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 informacion el Investigador debera consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm
La solicitud de 9 ratones-por tiempo en los grupos experimentales.de infeccion y de
administracion farmacolégica es la siguiente: Se obtendran encefalos, bazos, timo e
higados para el analisis por biologia molecular (n“'3), cuantificacién de carga bacilar
(n=3) e inmunohistoquimica (n=3) los.cuales por ser 6rganos impares vuelve necesario el
nimero de animales; el cerebro sera dividido en hipotalamo, hipocampo y cerebelo para
el analisis por biologia molecular. Los pulmones seran utilizados para la determinacion
de la carga bacllar, extraccion de acidos nuclelcos y analisis histologico.

v

8) Describir como se realizara la transportacion o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del DIEB, en caso de ser necesario.
No aplica. -

9) 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

Mus musculus 778 22-25 gr 3 a4 semanas. | Machos
No. de Grupos experimentales: 6
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No. de animales por grupo: 6 0 9 ratones por tiempo de sacrificio (éste
’ numero depende del grupo contemplado).
No. TOTAL DE ANIMALES: .| 778 (Contemplando repeticion de experimento y

pérdidas de animales por enfermedad o
fratamiento).

10) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.
Los animales permanecerati én el DIEB durante toda la cinética de infeccién del
modelo, esto es, 4 meses.

11) 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 | Encada dia de sacrificio se

fomaran as muestras que
comprenden: Suero; cerebro,
pulmén, timo, bazo, glandula
suprarrenal,

Colocacion de canulas y sondas. X | Céanula de punta roma por via
Lo Intratraqueal e intragéastrica:

: Una vez para la infeccion con el
agente. Mycobacterium
tuberculosis y una vez al dia para
el tratamiento con el analogo de
vasopresina, desmopresina.

Técnica para observacion y modificacion de X
conducta. )

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos. X | Agente: Mycobacterium
tuberculosis de la cepa H37Rv.
Cantidad: 10 ml de solucion
salina conteniendo 2 5x10°%
UFC's;

Via y frecuencia:intratraqueal, 1
sola vez al inicio del experimento
parainfectar a los ratones.

Agente: Desmopresina (DdAVP).
Cantidad: 2mg/Kg diluido en 100
N de Aguainyectable

Via y frecuencia: Intratragueal, 1
vez al dia, todos los dias.

Agente: Conivaptan.

Cantidad: 1mg/Kg diluidoen

.| Agua inyectable

Via y frecuencia: Intragéstrica; 1
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vez al dia, todos [os dias.

Agente: Tolvaptan.

Cantidad: 1 mg/Kg de peso
diluido en agua inyectable

Viay frecuencia Intragastrica, 1
i N vez al dia.

Procedimientos quirtirgicos con recuperacion.
Procedimientos quirdrgicos in recuperacion.
Uso de adyuvantes (indicar cuales) . .,
Restriccion fisica )

Confinamiento o aislamiento X | Cada grupo de ratones se
mantendra en microaisiadores de
acrilico conectados a una matriz
de ultrafiltracion de aire, con
alimento y bebida ad fibifum. Con

| [x x|

NN . | ciclos de luz-oscuridad de 12
B horas.
Produccién de anticuerpos monoclonales o X
policlonales.
. Induccion de lesiones X

Agentes teratogénicos o carcinogénicos X
Administracién de sustancias quimicas toxicas. | X
Implantes o injertos ] X
Estudios estereotaxicos. e - X

Otros: e

12) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, numero 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” y
punta roma, el raton es anestesiado con Sevofluorano (100ul por ratén) dentro de una
camara de 20x20x20cm,una vez anestesiado se sujetarad 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 solucién: salina -isotdnica (SSI), este procedimiento solo-se
realizara una vez al inicio del experimento y. se hara bajo condiciones de bioseguridad
animal nivel [II. )

AN

-

Administraciéon farmacolégica: Los ftratamientos planteados para cada grupo
experimental:. seran “administrados de Ia. siguiente ' manera: . los ratohes seran
anestesiados con sevoflurano y sujetados como se describio previamente.. El
tratamiento con desmopresina (dDAVP) sera por via intratraqueal, se administrara el
farmaco diluido en- 100 microlitros de agua inyectable, posterior al tratamiento, cada
raton sera: colocado  nuevamente dentro: del . microaislador y se mantendra: en
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observacion hasta gue se encuentre totalmente recuperado.

Parala administracion infragastrica, se sujetara al ratén por la cola y-la parte posterior
de las orejas para poner el es6fago en posicion recta y poder deslizar la canula descrita
previamente ‘a través de la garganta y depositar los farmacos directamente en el
estémago del raton. Los .farmacos sé administraran diariamente, Las dosis de
administracién de los farmacos a utilizar se encuentran determinadas de acuerdo a la
literatura cientifica, las dosis utilizadas para este experimento de cada farmaco seran:
Desmopresina (2 mg/Kg de peso); Conivaptan (1mg/kg de peso) 1 vez al dia; Tolvaptan
(1 mg/Kg).

EUTANASIA: Los animales seran inyectados con Pentobarbital 210 mg/kg intraperitoneal (IP).
« Se sacrificaran por exanguinacion y se realizara dislocacion cervical para asegurar la muerte
del animal,-posteriormente se expondra la-cavidad peritoneal de donde colectamos el higado,
bazo- y -suprarrenales, posteriormente acceder a la cavidad toracica para recolectar: los
pulmones y €l timo, las muestras se colocaran dentro de criotubos de 2 ml. . Finalmente, para
tomar el encéfalo; se realiza decapitacion del cadaver, con tijeras de diseccion se abre la piel de
la parte superior de la boveda craneana y se diseca hasta el craneo, en éste, se corta la regién
interciliar v 'se hace un corte en la sutura formada por ambos huesos parietales, después, con
pinzas de diseccion se procede a quitar y separar los huesos.del craneo. El encéfalo sera
almacenado parala extraccion de acidos nucleicos; anélisis microbiolégico y para inclusion en
parafina,

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

Tipo ' Agente Dosis Via de admon. Frecuencia

Sedacion Pentobarbital 210:mg/Kg pesb intraperitoneal, Unavezenla
eutanasia.

Anestésico Sevoflurano 100 i Inhalada Una vez por

' cada
administracion
intratraqueal

14) ;Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
Relajaciéon muscular, pérdida de reflejo ocular, pérdida de reflejos motores
{equilibrio).

-

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




CINVA DEL INCMNSZ.

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

Todo el material, asi como los productos de desecho (que no sean cadaveres)
generados por el sacrificio de los animales sera considerado RPBI y seran inactivados
con Clidox™ por 15min. Nuestro grupo de trabajo tiene una amplia experiencia en el
manejo, infeccion y sacrificio de animales para la obtencion de muestras, ademas de
contar con las instalaciones necesarias para poder manejar patdégenos del Grupo de
Riesgo 3 como M. tuberculosis. .

El material de cama que esté en contacto con los ratones infectados se manejara
dentro de gabinetes de flujo laminar con nivel de bioseguridad ili, la cama sucia se
depositara en bolsas rojas resistentes al proceso de esterilizacion
(121°C/211bs/20min), marcadas con la leyenda RPBI's. Los cadaveres de los ratones
sacrificados durante el desarrollo del protocolo, se colocaran en una bolsa de iguales
caracteristicas, etiquetada con la fecha y nimero de ratones, para el mismo proceso
de esterilizacion, una vez finalizado el ciclo la bolsa roja se colocara dentro de una
bolsa de plastico amarilla marcada con la leyenda “RPBI’s”, la cual sera trasladada al
depésito temporal del instituto e incinerado posteriormente por una empresa
especializada en el ramo. . _ _

NN

16)

Evaluacion de sighos de deterioro del bienestar de los animales.

Los parametros generales a observar son:
" - Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica® pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicién de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos?
. i. Respiracién: normal, laboriosa...
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion

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

9

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

- LN . Iy n " . -y
17) ¢ Cudles seran los criterids para establecer el “punto final humanitario™?

Los animales se observaran una'vez-al dia donde se evaluaran las caracteristicas
propias de la progresion de la enfermedad, de la misma forma se determinara el punto
final-humanitario cuando los ratones-cumplan-los-punfos redactados en-el FAEP;-esto
es;

Los:-animales se inspeccionaran todos los-dias de manera individual durante las

10



CINVA DEL INCMNSZ.

administraciones farmacologicas. Los signos de deterioro de la enfermedad son muy

evidentes y aunque la poblacion de ratones que se maneja es grande, esta se
encuentra alojada en microaisladores en-grupos de 5 animales por lo que en caso de
que algun raton reuna varios de los siguientes criterios este pueda ser identificado
inmediatamente, si se presenta el caso, el ratén sera anestesiado con 210 mg/kg por
via intraperitoneal de pentobarbital y sacrificado por exanguinacion, loscriterios son:

Pérdida de peso, en‘nuestro-modelo se presenta en etapas muy avanzadas de la
enfermedad, cuando es severa se presenta de manera muy evidente de acuerdo a
nuestra experiencia por lo que no hay necesidad de pesar a log ammales yda que Ia
manipulacion requenda para este procedimiento es otro factor estresante.

Apariencia, los animales pueden presentar piloereccion desde los primeros dias de
infeccion.

Postura, si el animal enferma severamente el lomo del animal se ira encorvandg, por lo
gue este signo también es un criterio para establecer un punto final humanitario.

Frecuencia respiratoria se acelera dado. que esta es una enfermedad que afecta al
pulmoén y genera inflamacion, infiltrados; granulomas-y-en etapas avanzadas neumonia,
si esta situacion se agrava al grado de no permitir el movimiento del animal, este sera
sacrificado.

Falta de movimiento del animal, es decir si este se encuentra todo el tiempo en un
mismo sitio y es evidente que esta perdiendo peso, tiene respiracion acelerada y
postura-encorvada, sera sacrificado. = . -

La combinacion de estos Criterios nos ayudaran a establecer el nivel de deterioro del
grupo/animal, pudi@ndo identificar rapidamente cual animal debe ser retirado del experimento
por punto final humanitario.. Ademas se llevara registro de la condicion general de cada
grupo/animal utilizande un formato-de punto final humanitario al cual se le han hecho algunas
modificaciones gue lo hacen mas adecuado para nuestra linea de investigacion (Archivo: Anexo

1).

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

18)

v

¢,Cual sera el método de eutanasia que utilizarg?

Se realizara eutanasia por medio de la inyeccién intraperitoneal de Pentobarbltal
a dosis de 210 mg/Kg y exanguinacion; ademas, posteriormente se asegurara
con dislocacion cervical.

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.

Especie Método Dosis Via
. - Pentobarbital
Ratén Asfixia con GO, 210 mg/kg v, iP

: Pentobarbital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg IV, IP

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

11
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Pentobarbital -
Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Conejo Pistola de perno cautivo” 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pe‘ntobarbltal 90 mg/kg v
Rana Pentobarbital . 100 mg/kg P

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

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

una justificacién cientifica por parte del Investigador Responsable

[T

19) ¢El protocolo representa riesgo biologico?
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.

Todos los métodos y protocolos'd seguir en el presente trabajo seran llevados a cabo con un nivel de
bioseguridad nivel 1ll (BSL-III).

http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBLS _sect V.pdf

4

20) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
Los cadaveres de los animales sacrificados seran almacenados en bolsas rojas
especiales para residuos biolégicos y seran sometidos a esterilizacion; el
destino final de dichos cadéaveres sera la incineracion.

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducird el protocolo de Investigacion

de

acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi
como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se

describen en la NOM-062-Z0O0-1999.

Nl N

Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Investigador en Ciencias Médicas F
Seccion de Patologia Experimental

12



PAPEL DE LA VASOPRESINA EN LA INMUNOPATOLOGIA DE LA TUBERCULOSIS

'PULMONAR PROGRESIVA EN UN MODELO DE RATONES MACHOS BALB/c.

Responsable: Dr. Rogelio Hernandez Pando

Unidad de adscripcion: Seccion de Patologia Experimental, departamento de Patologia y
Anatomia Patologica. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Participantes: E e ‘ﬁ,

- Dra. en C. Dulce Adriana Mata. Espinosa. Encargada del area de microbiologia, cultivo de
micobacterias y preparacion del indculo bacteriano para la infeccién; cultivo de bacterias de tejidos
y cuantificacién de UFC!s y ensayos in vitro. '

- Dra. en C. Brenda N. Marquina Castillo. Area d'é’_biologl'a molecular, extraccion de acidos nucleicos,
disefio de oligonucledtidos para analisis por PCR, analisis de transcritos y determinacion de proteinas

- por Inmunohistoquimica, ELISA. e T :

- Dr.en C. Jorge Alberto Barrios Payén. Infeccidn de ratones y aplicacién de tratamientos intragastrico
e intratraqueal, encargado del Bioterio bioseguridad nivel lll, disefio de estrategias de tratamiento.
Matio Alberto Zetter Salmoén. Médico cirujano, estudiante de doctorado en ciencias biomédicas,
UNAM. Participacién en todos los procesos técnicos y tedricos de los experimentos, asi como en la
planeacion y disefio de protocolo y escritura de tesis doctoral, publicacion de articulo en revista
cientifica. '

Introduccién.

La transferencia de sefiales entre los sistema’s inmune y neuroendocrino permite que los
organismos mantengan la homeostasis y de ser necesario, que establezcan una serie de
respuestas adaptaiivas hacia los diferentes estimulos nocivos provenientes del medio
interno (p.ej. autoantigenos) o del medio externo (microorganismos). Este didlogo es
posible debido a la presencia de un gran nimero de mediadores solubles y sus receptores
(citocinas, quimiocinas, neurohormonas y neuropéptidos), los cuales son compartidos en
términos  funcionales por estos sistemas, formando un  supersistema
neuroinmunoendocrino(1,2). En condiciones de inflamacion, la activacion de este sistema
es fundamental para la recuperacion (carga alostética) del estado de salud. Por el contrario,
si la respuesta montada ante un agente dgresor es inapropiada, estos mecanismos
protectores pueden volverse dafiinos y causar enfermedad.

Uno de estos mediadores hormonales es la arginina vasopresina (AVP), un péptido con
actividad osmorreguladora y vasoactiva que ejerce un importante efecto
inmunomodulador debido a su capacidad dual de estimular la respuesta inmune innata y
adaptativa, ademads de intervenir en el proceso de recuperacién de la
inmunocompetencia(3). La vasopresina en conjunto con sus receptores constituye el
sistema vasopresinérgico, uno de los sistemas de respuesta al stress cuya disfuncién se ha
asociado a enfermedades de origen infeccioso, autoinmune e inflamatorio crénico(4).



Estructura, sintesis y secrecién de AVP.

La AVP es un péptido de 9 aminoacidos con un peso de 1.08 KDa con un residuo terminal
de arginina, que lo diferencia estructuralmente de su homélogo oxitocina (OT). Es
codificado a partir de un gen localizado .en el cromosoma 2 en el ratén y 20 en el humano
el cual estd constituido por tres exones que transcriben una pre-pro hormona (pre-pro
vasopresina) la cual es almacenada dentro de vesiculas intracitoplasmicas en los axones de
las neuronas magnocelulares y parvocelulares de los nucleos paraventricular (PVN) y
supraodptico (SON) del hipotdlamo; principalmente. Dentro de estas vesiculas, el pre-pro
péptido es procesado por endoproteasas que lo dividen en el péptido maduro (8-Arginina-
vasopresina), una proteina “acarreadora” (neurofisina lI) y un glucopéptido seial, la
copeptina. Las vesiculas de éstas neuronas, al ser estimuladas, secretan su contenido y la
hormona madura, junto. con los péptidos acarreadores son liberados en la terminal
sindptica hacia la circulacion en cantidades equimolares, la neurofisina es degradada por
proteasas, la copeptina se mantiene en circulacion y la hormona circula y se une a sus
diferentes receptores ejertiéndo su actividad(5). Existe evidencia de gue otros tipos
celulares como los linfocitos, timocitos y las células de la corteza suprarrenal pueden
producir AVP de manera fisioldgica, y, en determinadas condiciones de manera patoldgica
(tumor neuroendocrino (de células pequeiias) de pulmén, enfermedad inflamatoria
intestinal), sin embargo, el mecanismo de secrecion en estas células no ha sido descrito(6—
8). ' I

Receptores y mecanismo de ac¢ion.

AVP ejerce sus ‘efectos bioldégicos a través de al menos tres tipos de receptores
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
denominados genéricamente Vl1a, V1b (antes V3) y V2, los cuales se encuentran
distribuidos ampliamente en diferentes érganos y tejidos entre los que se encuentran el
musculo liso, los hepatocitos, macréfagos, linfocitos B y corteza suprarrenal (V1aR); en
adenochipdfisis, médula suprarrenal, islotes de Langerhans y linfocitos (V1bR); y finalmente,
en cerebro, endotelio, pulmén y tdbulos colectores del rifién (V2R). (9) Los receptores Vla
y V1b desencadenan actividad intracelu/ylar através de la activacion de la via de la fosfolipasa
C aumentando la concentracién de calcio intracelular (citoplasma) e intranuclear. El
receptor V2 al activarse, coactiva a la adenil-ciclasa aumentando la concentracion del
segundo mensajero monofosfato ciclico de Adenosina (AMPc) para ejercer sus efectos
intracelulares. Ademads de estosreceptores, la vasopresina puede activar receptores de OT
y también se ha descrito que puede producir efectos bioldgicos a través de la activacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), sin embargo el mecanismo no se ha
dilucidado(10).



Vasopresina y sistema inmune.

Citocinas pfoducidas en los sitios inflamacion (p.ej. IL1b, IL-6 y TNF-a) inducen la secrecién
de AVP por las neuronas del PVN (la activacion los receptores de estas citocinas, presentes
en las terminaciones nerviosas libres, envia sefiales excitatorias ascendentes a través del
nervio vago alcanzan el tronco encefalico y se proyectan a diferentes regiones del sistema
nervioso central como el hipocampo, el nicleo basal de la estria terminal (BNST) y las
neuronas del nucleo paraventricular del hipotdlamo) en donde estas sefiales estimulan a
las neuronas del PVN para la secretar AVP.y factor liberador de corticotropina (CRF,
Corticotropin Releasing Factor) hacia-la.eminencia media del hipotalamo, en donde a través
del sistema porta-hipofisario, llegan a la adenohipéfisis(11). En las células corticotropas,
AVP y CRF actuan sinérgicamente induciendo la secrecion de adrenocorticotropiha (ACTH)
‘cuya funcién principal es la-de estimular la secrecién de los glucocorticoides (GC’s) cortisona
y cortisol por la corteza suprarrenal. Los glucocorticoides (GC’s), tienen efectos directos
sobre la actividad del sistema inmune: esto es que durante las fases tempranas de la
inflamacion amplifican la inténsidad de la respuesta inmune innata y disminuyen la
respuesta adaptativa. Al mismo tiempo, la secrecién directa de AVP por la neurohipdfisis
hacia la circulacion general tiene efectos directos sobre macréfagos y linfocitos. La
evidencia sugiere que a través del receptor V1a, vasopresina regula la produccidén de
citocinas por parte de los macréfagos, por un mecanismo que involucra al factor nuclear
kappa-B (NF-kB)(lZ). En los linfocitos B, el receptor V1b promueve la maduracién de los
mismos para la produccién de inmunoglobulinas(13). Ademas la presencia de AVP es
necesaria para la respuesta proliferativa de células NK y la generacién de respuestas
linfocitarias. AVP es un inductor positivo de la produccion de interferén gamma (IFN-y)(14).
Ademds, induce |3 secrecién de prolactina (PRL) por la adenochipdfisis, gue junto con la
hormona del crecimiento (GH) promueve la proliferacion de timocitos y su diferenciacion a
linfocitos T maduros restaurando la inmunocompetencia adaptativa(15). En la inflamacidn
cronica, el aumento en la actividad glucocorticoide inhibe la produccion de CRF por un
mecanismo de retroalimentacion negativo. Se ha propuesto que a largo plazo, AVP tiene
efectos antiinflamatorios estimulando la produccién de cortisol por la glandula suprarrenal.
En algunos érganos como el pulmén, AVP tiene efectos antiinflamatorios a través del
receptor V2, ademas de participar en el aclaramiento del edema pulmonar(16,17).

/

Existe evidencia que indica que los sujetos con enfermedades inflamatorias e infecciosas
crénicas (Lupus eritematoso sistémico, legionelosis, leishmaniosis, neumonia) desarrollan
hiponatremia secundaria a secrecidén inapropiada de hormona antidiurética (SIADH),
entidad causada por la inadecuada produccién de AVP o bien por la inadecuada expresion
de sus receptores(4,18). La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades en las que se
presenta ésta situacion clinica. Alrededor del 55% de los sujetos con enfermedad activa
desarrollan hiponatremia secundaria a SIADH la cual mejora con el tratamiento antifimico.
Hay algunas publicaciones que sugieren la produccion extrahipotaldmica de la hormona
durante esta enfermedad(19,20).




Interacciones neuroinmunoendocrinas en la tuberculosis.

Actualmente, mas de un tercio de la poblacién mundial se encuentra infectada por el bacilo
Mycobacterium tuberculosis (Mtb), sin presentar manifestaciones clinicas de enfermedad
(tuberculosis latente) y cada afio mueren alrededor de 1.5 millones de humanos por la
enfermedad activa. Mtb afecta principalmenie a los pulmones, sin embargo, la presencia
del bacilo produce profundas alteraciones en el sistema inmune y.en el sistema endocrino.
En éste provoca diversos cé}\mbios en la respuesta hormonal al stress, como son el aumento
en los niveles de PRLy GH, la disminucién en los niveles séricos de dehidroepiandrosterona
(DHEA) los cuales tienen efecto sobre el sistema inmune(21). Ademds, el aumento en la
produccién de algunas citocinas (p.ej. factor transformante del crecimiento beta (TGF-b))
inhibe la produccién de hormonas muy importantes en la respuesta protectora hacia el
bacilo como la DHEA, causando de esta forma la perpetuacién del estado inflamatorio,
permitiéndole al bacilo evadir los metanismos de proteccion del huésped, provocando
enfermedad. Estas alteraciones se han explorado en humanos y en modelos murinos y
existe fuerte evidencia que indica que las alteraciones metabdlicas durante la TB son
resultado de la disregulacion de la respuesta neuroinmunoendocrina(22). En este sentido,
es el interés de nuestro grupo de investigacion estudiar y comprender los mecanismos que
subyacen al desarrollo de la enfermedad integrando las bases patogénicas de la respuesta
inmune con la disregulacién de los sistemas nervioso y endocrino buscando obtener
explicaciones sobre la fisiopatogenia,“’p}:\ra desarrollar posibles estrategias de prevencion,
diagnéstico y terapéutica de éste importante problema de salud. '

Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva.

El modelo de TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c de nuestro laboratorio permite el
estudio de las interacciones inmunopatogénicas de la enfermedad activa pues repfesenta
"en el ratén lo que sucede en el humano (expresion de citocinas, hormonas, crecimiento
bacteriano y de caracteristicas anatomopatolégicas). En dicho modelo de infeccién, se
inoculan a cada ratén por via intratraqueal la cantidad de 2.5x10° bacterias de la cepa
prototipo de mediana virulencia Mpycobacterium tuberculosis H37Rv, induciendo
enfermedad pulmonar activa. En ésta, se ha caracterizado la cinética de produccién de
citocinas, quimiocinas y hormonas correlacionada con los cambios anatomopatolégicos
caracteristicos en  pulmén distinguiéndose dos etapas en la progresion de la
enfermedad(23): la fase temprana (dia 1 a dia 28 posinfeccién), en la que un gran nimero
de células inflamatorias migran al sitio de infeccién a través de la extravasacion por
capilares y vénulas, y también a través de su migracion a través del epitelio bronquio-
alveolar. En dicha fase hay engrosamiento de los espacios intersticiales y aproximadamente
al dia 14 inicia la formacién de cimulos organizados de células inflamatorias representando



los granulomas de la enfermedad humana. Predomina la produccién de citocinas
proinflamatorias (i.e. IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-6) las cuales promueven una respuesta celular
de tipo Thl cuyos efectos son benéficos para el control de la infeccién, de hecho, el
crecimiento bacteriano en ésta fase se encuentra hasta cierto punto inhibido. A partir de
entonces (a partir del dia 28 postinfeccidn), y como mecanismo de proteccién, la
produccion sostenida de glucocorticoides induce un cambio de la respuesta de tipo Thl
hacia una respuesta antiinflamatoria de tipo Th2, con una gran produccién de citocinas
como IL-4, 1L-10, TGF-b (fac‘gor transformador del crecimiento beta); en ésta fase crénica, el
sistema inmune no es capéz de contener a la bacteria permitiendo su diseminacién y
caracterizandose por un intenso infiltrado leucocitario, areas de neumonitis y neumonia
causando la muerte del animal.

LY

De ésta manera el modelo-experimental esta cgnstitdido por ratones infectados los cuales
son seguidos durante la infeccidn realizando eutanasia a grupos de ratones de los cuales se
toman muestras de diferentes darganos para analizar los cambios histopatoldgicos,
microbioldgicos y moleculares correlacionandolos con la progresién de la enfermedad.

Resultados préliminares.

Algunos resultados que hemos obtenido-a partir del analisis de la transcripcion del gen de
AVP en hipotdlamo y pulmén sugieren quela produccién de vasopresina durante la fase
progresiva es de origen extrahipotaldmico. Podria concluirse de ésta manera que la sintesis
y secrecidn centralde AVP durante la fase temprana promueve la actividad de la respuesta
inmune celular de tipo Th1, sin embargo en la fase progresiva, se pierde el control central
del sistema vasopresinérgico y el “
periferia, en el pulmén.

relevo” de sintesis de vasopresina se encuentra en la
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Fig. 1 Cuantificacién de mRNA del gen de \iasopresina. La cantidad de transcritos del gen de AVP en
hipotdlamo (izg.} disminuye a medida que avanza la enfermedad con respecto a los ratones control (sanos) y
con respecto al dia 1 post-infeccién. En el pulmdn (der.) la cantidad de transcritos de RNA del gen de AVP se
encuentra aumentada en la fase progresiva, a partir del dia 21.post-infeccidn, sugiriendo la produccidn

ectopica (pulmonar) de vasopresina durante la tuberculosis activa.



Hipétesis.

La infeccion pulmonar por el patdgeno Mycobacterium tuberculosis induce disfuncion en la
respuesta del sistema vasopresinérgico, dicha disfuncién contribuye a la inmunopatologia
y el establecimiento de la enfermedad activa.

Objetivo general. Demostrar la relacion entre la disfuncién del sistema vasopresinérgico y
la inmunopatogenia de la TB pulmonar progresiva experimental.

Objetivos especificos.

1. Analizar y describir la cinética de produccion central y periférica (puimén) de AVP en
el modelo de TB pulmonar progresiva.

2. Estudiar el patron de expresion de los receptores de vasopresina en cerebro,
pulmén, timo, gldndula suprarrenal, bazo e higado.

3. Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los
receptores de vasopresina en.el desarrolio de la respuesta inmune en la fase
tempranayen la fase progresiva de la enfermedad. Se analizara también el efecto
sobre la diseminacién bacteriana a otros érganos (Cerebro, higado y bazo).

4. Estudiar el efecto In vitro de la vasopresiiia sobre macréfagos en contacto con
Mycobacterium tuberculosis (produccic')n‘ de citocinas, capacidad fagocitica y
bactericida, produccién de especies'reactivas de oxigeno).

Estrategia Experimental.

Ratones BALB/c machos 2

Obtencién de muestras para analisis. l
- Sueros {Cuantificacién ELISA) I e
Cerebro ,f’
Pulmén izquierdo (B.M.e I &
histologia). bl : Desmopresina i
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Fig. 2. Distribucidn y planeacién de Ias dos fases del experimento. En la primera, con el objetivo de comparar la respuesta
vasopresinérgica durante la tb pulmonar se tomaran muestras de cerebro (hipotdlamo), pulmones, bazo, timo,
suprarrenales e higado de cada ratdn, de ambos grupos {infectados y sanos). En la segunda fase del experimento, el uso
de blogueadores especificos de los receptores de AVP seran administrados para evaluar la relacién entre el sistema
vasopresinérgico y la respuesta del sistema inmune a la infeccién por Mtb.

MATERIALES Y METODOS. «
Cultivo de Micobacterias y preparacion del inéculo..

Para la serie de experimentos planeados, se utilizara Mycobacterium tuberculosis de la cepa

*de mediana virulencia H37Ryv, la cual sera cultivada en medio Middlebrook 7H9 con glicerol
enriquecido con ADC (Albumina, dextrosa, catalasa) en incubacion con agitaciéon a 37°C
durante 4 semanas. Posteriormente se tomaran alicuotas de manera aleatoria para
determinar la densidad optica’de determinar la alicuota que en el cultivo se encuentre en
fase exponencial de crecimiento bacteriano. Para comprobar la pureza se realizara tincién
de Ziehl-Neelsen y la alicuota se suspendera en un.volumen de 30 ml de buffer Fosfato-
salino (PBS) en un tubo con perlas de cristal y se mantendra en agitacién en intervalos de 1
min y 1 min de reposo, hasta completar-diez minutos para la disgregaciéon de grumos de
bacterias. Posteriormente sera centrifugado y almacenado en alicuotas a-70°C en el cepario
de nuestro laboratorio.

L

Todos los procedimientos para la generacion y utilizacion de micobacterias se realizardn
dentro de una campana (gabinexte) de flujo laminar con nivel de bioseguridad lll en las
instalaciones de la seccién de patologia experimental del INCMNSZ. Al final de cada
procedimiento, la superficies de trabajo, todo el material y los desechos que tuvieran
contacto con micobacterias seran inactivados con  Clidox™ 1:1:18 partes de
agua/15minutos, estos organismos son susceptibles a la accién del cloro y se recomienda
que las superficies de trabajo se limpien con cloro al 10% por 10 minutos dentro del
gabinete de bioseguridad, para su desecho, se sacaran del gabinete colocandose en bolsa
roja resistente al proceso de esterilizacién (121°C/21lbs/20min) marcada con la leyenda
“RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS (RPBI's)”.

Para el transporte de las micobacterias del laboratorio en la seccion de patologia
experimental a las instalaciones en el DIEB, los viales se colocan en bolsa burbuja rodeada
de material absorbente, asi como también un refrigerante dentro de un contenedor plastico
disefiado para llevar muestras ‘bioldgicas de forma segura para todos los modos de
transporte (Bio-Bottle, tapa anaranjada de altura 23cm por 12cm de diametro, con
capacidad de 2.51) etiquetado con el simbolo de sustancia infecciosa y el nombre del
patdgeno.



Infeccion de ratones y modelo de tb pulmonar.

Para el procedimiento de infeccidn, 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 INCMNSZ seran anestesiados con vapor de sevoflurano (100 ul por
raton) dentro de una camara de acrilico ‘de 20x20x20 cm. Posteriormente, para la
inoculacién intratraqueal (v.it.) de micobacterias los animales se colocaran sobre una placa
de unicel revestida con aluminio y'sé les sujetaran los incisivos con una liga de caucho, se
introducira una canula de calibre 226 x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la trdquea y
se infectara con 250,000 UFC de la cepa prototipo H37Rv de Mycobacterium tuberculosis,
suspendidas en un volumen de 100 ul de buffer de fosfatos salino (PBS). Los animales
utilizados para los estudios relacionados con micobacterias serdn alojados en cajas
ventiladas bajo presion negativa y aire suministrado a través de filtros HEPA y manipulados
bajo Bioseguridad Animal Nivel 37~~~

Para la obtencién de muestras, se practicara eutanasia a grupos de ratones por cada dia de

sacrificio de la cinética. Seran anestesiados.con pentobarbital sédico via intraperitoneal
(v.ip.) a una dosis letal de 210 mg/kg y sacrificados por exanguinacién a los dias 1, 3, 7, 14,
21, 28, 60 y 120 postinfeccion. En el modelo experimental de TB pulmonar progresiva, se
toman muestras de estos tiempos pues.son los dias en los que pueden evidenciarse los
cambios histopatoldgicos caracteristicos de la enfermedad. Para la evaluaciéon del
tratamiento con agonistas y antagonistas de AVP del objetivo 3 de este protocolo, se seguira
el mismo procedimiento excepte por los tiempos de sacrificio que seran a los dias 7, 14, 28,
60, 90, y 120 post-tratamiento. Todo el material, asi como los productos de desecho (que
no sean cadaveres) generados por el sacrificio de los animales serd considerado RPBI y seran
inactivados con Clidox™ por 15min.

Nuestro grupo de trabajo tiene una amplia experiencia en el manejo, infeccién y sacrificio
de animales para la obtencidn de muestras, ademas de contar con las instalaciones
necesarias para poder manejar patégenos del Grupo de Riesgo 3 como M. tuberculosis.

El material de cama que esté en contacto con los ratones infectados se manejara dentro de
gabinetes de flujo laminar con nivel de bioseguridad Ill, la cama sucia se depositara en
bolsas rojas resistentes al proceso de esterilizacién (121°C/21lbs/20min), marcadas con la
leyenda RPBI’s. Los caddveres de los ratones sacrificados durante el desarrollo del
protocolo, se colocaran en una bolsa de iguales caracteristicas, etiquetada con la fecha y
niimero de ratones, para el mismo proceso de esterilizacién, una vez finalizado el ciclo la
bolsa roja se colocara dentro de una bolsa de plastico amarilla marcada con la leyenda
“RPBI's”, la cual sera trasladada al depdsito temporal del instituto e incinerado
posteriormente por una empresa especializada en el ramo. ’




Determinacién de carga bacilar (unidades formadoras de colonias, UFC).

Se obtendran los pulmones derechos de 5 ratones de cada grupo en los tiempos de sacrificio
mencionados previamente, los cuales se congelaran inmediatamente en nitrégeno liquido,
y almacenados a -70°C hasta su procesamiento. Ademds, muestras de cerebro e higado
seran obtenidas con los objetivos ya mencionados. Para determinar la carga bacilar por
conteo de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), brevemente: se descongelan los
pulmones y se agrega 500 L de PBS-tween 0.05%. Se homogeniza el tejido con el sistema
FastPrep24 y se llevara la mezcla a.un volumen final de ImL con PBS-Tween 0.05%. En una
placa de 96 pozos, se agregan 270pL-de PBS-Tween 0.05% en cada pozo a utilizar (paracada
pulmdn se realizardn 4 diluciones seriadas que van de la -1 a la -4), y se tomaran 30 pL del
concentrado de cada muestra (antes de tomar las muestras se deben sonicar pof cuarenta
‘y cinco segundos, se aplica vortex inmediatamente después) y se mezclaran por pipeteo 5
veces/cada dilucién. Posteriormente se divide una caja petri con medio 7H10, enriquecido
con OADC en 8 partes iguales y se-sembraran 10 microlitros de cada dilucién en cada una
de las partes. Todo el material y los desechos que tuvieran contacto con los tejidos
infectados seran inactivados con Clidox™ y tratados como se describié previamente y los
procedimientos se realizaran dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de

bioseguridad clase Ill.
Analisis histolégico e inmunochistoquimica.

Con el objetivo de confirmar los cambios caracteristicos de la enfermedad pulmonar
progresiva, de cada grupo de animales sacrificados se obtendra-el pulmén izquierdo de 3
de ellos, cada pulmén sera perfundido con 3 ml de etanol absoluto durante la necropsia y
fijado en alcohol absoluto. Una vez fijado se intluira en bloques de parafina de los que se
obtendran cortes histologicos de 4 micrémetros de grosor y seran teiiidos con Hematoxilina
y Eosina (HE). En estas preparaciones se realizard el anélisis histoldgico y morfométrico por
medio de la determinacién del drea de inflamacion perivascular, peribronquiél e intersticial,
asi como el tamafio de granulomas y el porcentaje de afeccion neumonica en micrometros
cuadrados usando un software para analisis morfométrico (Leica ApplicationSuite v4.3).



Distribucion de ratones en las diferentes etapas del protocolo.

Caracterizacion de la respuesta vasopresinérgica en el curso de la Tb
pulmonar.
Grupo Cepa Numero | Tiempos.de | ‘Subtotal de Total de
g de sactrificio <. ratones. ratones.
ratones. ’ ‘
Control (sin 6 ratones 1, 3,7, 14, A - 48
infeccion). Do - por | 21,28,60, )
No aphca. tiempo 120.
de
sacrificio.
Infectados. ; 13,7, 14, 72
21,28, 60, 354
120.
Desmopresina 14, 21, 28, 63
9 ratones | 49,60, 90y
H37Rv "~ por 120.
tiempo.
Desmopresina N 35, 45, 60, 45
) 90, 120.
Conivaptan. | ' 7,14, 21, 63
[ i 28, 60, 90,
Tolvaptan. 120. 63

Tabla 1.- En este experimento se pretende estudiar el efecto de los farmacos agonistas de vasopresina y antagonistas de
receptores Vla, y V2 sobre el cursoy la progresion de la enfermedad (sobrevida, carga bacilar en pulmén asi como la carga
bacilar en otros érganos como cerebro, bazo e higado), extensidn de dafio tisular y expresion de citocinas para conocer el
efecto de la vasopresina sobre las mismas.

Justificacién del nimero de animales.

La solicitud de 9 ratones por tlempo en los grupos experimentales de infeccion y de
administracion farmacolégica es 1a siguiente: Se obtendran encefalos, bazos, timo e higados para el
andlisis por biologia molecular (n=3), cuantificacién de carga bacilar (n=3) e inmunohistoquimica
(n=3) los cuales por ser organos impares vuelve necesario el nimero de animales; el cerebro sera
dividido en hipotalamo, h:pocampo y cerebelo para el analisis por biologia molecular Los pulmones
seran utilizados para la determinacion de la carga bacilar, extraccion de acidos nucleicos y analisis
histologico.
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Condicion. ‘ Numero de ratones
Experimento. 354
Repeticion. 354
Total para 2 experimentos. ‘ ) 708
Total + 10% aproximadamente. . 778

Tabla 2.- Animales necesarigs para hacer los experimentos descritos {(programados para los
proximos 3 anos) pronosticando que Iowsférmacos bloqueadores podrian tener un efecto positivo
sobre el desarrollo de la enfermedad, este nimero podria variar.

.
El célculo del nimero de ratones fue determinado-usando la férmula descrlta por Amigo, et al. La
cual estd basada en incidencias seriadas de los procedimientos. :

X= N/({A/100)x(B/100)x(C/100).. ) Minimo de 6 ratones por grupo. .

Donde: A

X=Ndmero final de animales necesarios o nimero de animales del cual se parte.

N= Numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos propuestos en el proyecto.

A= 100 - % de incidencia 1.

B= 100-% de incidencia 2.

C= 100- % de incidencia 3 y asi sucesivamente.

*Como incidencias se tomaron, de acuerdo a la experiencia de nuestro grupo de trabajo el nimero de
animales perdidos por muerte por enfermedad muerte por aplicacién del tratam|ento muerte por anestesia.

EYS

&

Métodos. -

En relacion a los objetivos planteados preVIamente se realizaran las siguientes
metodologias.

1. Estudio cinético de produccion central y periférica de Vasopresina.
Andlisis de expresién y produccion central yvperiférica de AVP.

Con el objetivo de buscar y determinar la expresion y produccién de vasdpresina, se
aplicaran las siguientes dos técnicas: 1. Para conocer la presencia del péptido en los
diferentes érganos, por inmunohistoquimica (IHQ) de los bloques en parafina obtenidos,
se realizardn cortes de 4 micrémetros de grosor que seran montados en laminillas
electrocargadas y serdn utilizados para la deteccion de AVP por medio de un anticuerpo
policlonal dirigido hacia dicho péptido de la marca Genetex (USA). Para ello, las laminillas
con cortes obtenidos del bloque de parafina, seran desparafinadas por incubacién a 60°C
durante 25 minutos, e hidratadas gradualmente en bafos de Xilol, xilol-alcohol, etanol 96°,
etanol al 70% vy finalmente en agua destilada. Posterior a la hidratacién se bloqueard la

_ actividad interna de la peroxidasa y se incuba el corte tejido con el anticuerpo primario
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durante la noche. Seguido por lavados con PBS-Tween20 e incubacion con anticuerpo
secundario marcado con biotina. Para la deteccidn se usara el sistema biotina-streptavidina-
peroxidasa; posteriormente se realizard contratincién con hematoxilina. El analisis de
células positivas en el epitelio bronquial, infiltrado inflamatorio perivascular, peribronquial,
intersticial, en los granulomas y areas neumonicas se hara con el software mencionado
previamente. Se obtendran muestras en cortes de cerebro, bazo, timo y adrenales para las
cuales se aplicard el mismo procedimiento ﬁara_la deteccion por IHQ de la hormona, asi
como el analisis cinético de la expresion de AVP.

Cuantificacién de transcritos del gen.de AVP.

Las muestras de tejido (Cerebro, pulmén, timo, bazo, higado y suprarrenales) de los
ratones de cada grupo seran obtenidos y almacenados en tubos MP, se congelaran
inmediatamente en nitrogeno liquido y-posteriormente a -70°C hasta su uso. Para la
extraccion de acidos nucleicos, se seguira la siguiente metodologia: A cada tubo
conteniendo un pulmoén, “serd agregada una cantidad de 500 microlitros del
compuesto RLT Plus. Posteriormente, el tejido es homogenizado con perlas de silice
y zirconia, usando el sistema MP fast prep24; se obtendra el RNA total con ayuda
del kit de extraccién RNeasy Plus Mini Kit (Qiagen, Mexico). La Calidad y cantidad de
RNA serd evaluada mediante un espectrofotémetro de placas EPOCH (BioTek
instruments, USA) a (260/280). Después mediante PCR de punto final en gel de
agarosa se analizara la expresion de un gen constitutivo (GADPH) con la secuencia
con la secuencia CATTGTGGKAGGGCTCATGA y GGAAGGCCATGCCAGTGAGC para
confirmar la integridad, del RNA. "Se realizard la retretranscripciéon del RNAm
utilizando 5 ug de RNA, oligo-dT y Omniscript Kit (Qiagén, México). La PCR en Tiempo
Real se realizara empleando el equipo 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) y se cuantificara utilizando la tecnologia Quantitech Sybr Green Master
Mix (Qiagen). Se utilizard el método de cuantificacion absoluta para lo cual se
realizard una curva estandar (1x10° hasta 1x10?%) para cuantificar el nimero de
copias. Se usaran oligonucledtidos especificos disefiados con el programa Primer-
Express (Applied Biosystem) para AVP y sus tres receptores. Se utilizaran los
siguientes oligonucleétidos: (GCTGCCAGGAGGAGAACTAC y
AAAAACCGTCGTGGCACTCG) para AVP. La PCR en tiempo real (Quantitative real-
time Polymerase Chain Reactibn, RT-gPCR) se realizara bajo las siguientes
condiciones: desnaturalizacion inicial 95°C por 15 min, seguido de 40 ciclos a 95°C
por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C por 34 segundos. El nimero de copias
de AVP y cada uno de sus receptores se comparard con un millén de copias de RNAm
de un gen constitutivo (GADPDH).

Cuantificacién sérica de vasopresina (Copeptina).

Con el fin de comparar la cantidad de hormona circulante en ratones con tuberculosis y
ratones sanos, se utilizara la metodologia de ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay)
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competitivo, dirigido hacia el péptido C-terminal de AVP, la copeptina(24). El motivo de la
cuantificacion de copeptina es que la vasopresina, al secretarse a la circulacion es
rapidamente degradada por proteasas plasmaticas (vasopresinasas) y ademas, se une a
receptores en plaquetas y endotelio lo cual altera la cantidad de la hormona circulante en
el plasma siendo un método de deteccién poco confiable; por el contrario, la copeptina ha
mostrado ser un marcador eficiente de la cantidad de vasopresina en circulacion pues
refleja de manera indirecta la produccion de este péptido ya que se secretan de manera

“equimolar vy, a diferencia de AVP, la copeptina no es degradada por proteasas plasmaticas,

su vida media es mads prolongada y no tiene efectos biolégicos conocidos. Para realizar el
ELISA, brevemente, las muestras de suero obtenidas durante el proceso de eutanasia seran
colectadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml, centrifugadas a 4°C en el Bioterio de tipo BSL3.
sLos sueros obtenidos seran almacenados en tubos de 0.6ml e inmediatamente congelados
a -80°C hasta su uso. Para dicho ensayo se utilizard el kit de ELISA de la marca LifeSpan
Biosciences (USA), con placas previamente sensibilizadas en las que seran cargados 50
microlitros (ul) de suero, obt‘e\nidé*‘durﬁnte el proceso de sacrificio de cada ratén; cada
muestra serd colocada por duplicado. El protocolo de activacién de anticuerpos e
incubacion del método serdn realizados de acuerdo a las recomendaciones del fabricante.
Posteriormente se analizara la absorbancia a una densidad optica de 450 nm en un
espectrofotometro de placas de la marca EPOCH. Los limites de deteccidn de este kit
comprenden un rango entre 24.69;2900 pg/ml.

Objetivo 2. Estudio del patrén de expresién de los receptorés de vasopresina en cerebro,
pulmén, timo, glandula suprarrenal, bazo e higado

&

a. Cuantificacion de transcritos.

Para esta etapa del experimento, los pulmones izquierdos, cerebros, timo, suprarrenales y
bazo de 3 ratones de cada grupo seran obtenidos y almacenados en criotubos, se
congelaran inmediatamente en nitrégeno liquido y posteriormente a -70°C hasta su uso.
Para la extraccion de acidos nucleicos, brevemente: se agregaran 500 puL de RLT Plus
(Qiagen, México), el tejido serd homogenizado con perlas de silice y zirconia, usando el
sistema MP FastPrep24™: se obtendra el RNAwta con ayuda del kit de extraccion RNeasy
Plus Mini Kit (Qiagen, Mexico). La calidad y cantidad de RNA sera evaluada por
espectrofotometria a 260/280 (EPOCH, BioTek instruments, USA). La retrotranscripcion del
RNAm se hara utilizando 5 ug de RNA, oligo —dT y Omniscript Kit (Qiagen, México) necesitas
poner las condiciones de rtPCR. Finalmente, se hara PCR de punto final para detectar la
expresion del gen constitutivo que codifica para GADPH.

La PCR en Tiempo Real'(del inglés: Quantitative real-time Polymerase Chain Reaction,
gPCR-RT) se realizara empleando el equipo 7500 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) y se cuantificara utilizando la tecnologia Quantitech Sybr Green Master Mix
(Qiagen) con el método de cuantificacioén absoluta a través una curva estandar (1x10° hasta
1x102) para establecer el numero de copias. Se usaran oligonucleétidos especificos
disefiados con el programa Primer-Express (Applied Biosystem, USA) para los tres
receptores de AVP. Se utilizaran los siguientes oligonucledtidos:
(AATGAATTCATGAGTTTCCCGCGAGGC y TCCGGATCCAGTGGAGACAGGGTAAA)
para Via; (CAAGAATTCATGGATTCTGAGCCTTCT y
AACGGATCCAGAGATGCTGGTCTCCAT) para V1ib y para V2
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(ATGATCCTGGTGTCTACCAC y TAGAAAGAGCCCAGTAGCTAC). La gPCR-RT se
realizara bajo las siguientes condiciones: desnaturalizacién inicial 95°C por 15 min, seguido
de 40 ciclos a 95°C por 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C por 34 segundos. El
numero de copias de cada uno de los genes de estos receptores se comparara con un millén
de copias de RNAmM de un gen constitutivo.

El mismo procedimiento sera realizado con el resto de los tejidos mencionados
anteriormente. Todo el material y los desechos que tuvieran contacto con los tejidos
infectados seran inactivados con Clidox™ y tratados como se describié previamente, los
procedimientos se realizaran dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de bioseguridad
Il

b. Inmunohistoquimica (IHQ).

Para analizar la expresién de la proteina madura de dichos receptores, se realizara IHQ de
cortes de tejido con anticuerpos monoclonales dirigidos hacia los receptores V1a, V1b y V2

de vasopresina. La descripcion de la técnica realizada ha sido descrita previamente.

El mismo procedimiento serd realizado con el resto de los tejidos mencionados
anteriormente. A '

Objetivo 3. Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de
los receptores de AVP sobre el desarrollo de la respuesta inmune y la progresion de la
enfermedad. \ .

Administracion de farmacos agonistas y antagonistas de receptores de AVP.

Los farmacos seran administrados durante toda la infeccion en algunos casos, o bien, en la
fase progresiva de la TB en otros. En el caso de la Desmopresina (dDAVP), un andlogo del
receptor V2, se administrara por via iﬁtratraqueal cada dia a una dosis de 2 mgl/kg, 7 dias
previos a la infeccién con Mtb y.durante los primeros 21 dias de la infeccién para conocer
los efectos del tratamiento con dDAVP durante la fase temprana de la enfermedad. En un
segundo grupo experimental, se administrara este farmaco en la misma dosis y frecuencia
durante la fase progresiva de la enfermedad (a partir del dia 28), para evaluar su efecto
sobre la respuesta inmune y el estado patoldgico caracteristico de esta etapa (neumonia,
alveolitis, etc). Los demas farmacos se administraran por via intragastrica (i.g.) siguiendo la
siguiente técnica: Se sujetard al ratén por la cola y la parte superior de la cabeza para poner
en posicidn recta el eso6fago; se introduce la canula mencionada anteriormente con punta
romay se vierte el contenido a la cavidad gastrica; las dosis utilizadas para este experimento
de cada farmaco seran: Conivaptan (1mg/kg de peso) 1 vez al dia; Tolvaptan (1 mg/Kg de
peso) 1 vez al dia.

De los animales de cada grUpo y subgrupo experimental, tratados con agonistas o
antagonistas de los receptores de AVP, se obtendrdn muestras de necropsia de diferentes
6rganos con el fin de analizar el papel del sistema vasopresinérgico sobre la respuesta
inmune al patégeno Mycobacterium tuberculosis. Los encéfalos de ratones infectados y
tratados con alguno de estos farmacos seran usados para analisis por biologia molecular,
microbiologia e inmunohistoquimica.
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ANALISIS ESTADISTICO.

Los datos obtenidos seran agrupados acorde a cada objetivo, el tratamiento
de cada parametro se hara a traves del analisis de varianza ANOVA de 2
vias y factor de correccion para comparaciones multiples por prueba de
Bonferroni, utilizando el software Graphpad Prism version 6.01.
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA
CINVA DEL INCMINSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

e Institucién en donde se realizara el proyecto:
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

ve o w,

Objetivo principal. - Demostrar la- relacién entre la disfuncién del sistema
vasopresinérgico y la inmunopatogenia de la TB pulmonar progresiva experimental.

Objetivos especificos. . -
s Analizar y describir la cinética de producuon central y periférica de la AVP en el
modelo de TB pulmonar progresiva.

e  FEstudiar el patrén de expresién de los receptores de vasopresina en pulmén, glandula
suprarrenal, bazo e higado. ‘ .

e  Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los
receptores de vasopresina en el desarrollo de la respuesta inmune tanto en la fase
temprana como en la fase-progresiva de la TB pulmonar.

e Estudiar el efecto In vitro de Ia vasopresina sobre macrofagos en contacto con
Mycobacterium tuberculosis. o™

&

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

Alrededor del 55% de los sujetos con tuberculosis pulmonar activa desarrollan
hiponatremia, probablemente secundaria a secrecion inapropiada de hormona
antidiurética (SIADH) o vasopresina. Existe evidencia que sugiere que Ila
sobreproduccién de esta hormonad puede tener un origen extrahipotalamico; sin
embargo, ésta situacion patogénica no se ha demostrado experimentalmente. El uso
del modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva permitira explorar la relacion
entre la infeccion por Mycobacterium tuberculosis y la disfuncion vasopresinérgica, asi
como su asociacion con los cambios en los sistema inmune y neuroendocrino,
contribuyendo al conacimiento de los mecanismos fisiopatogénicos de la inflamacion
cronica granulomatosa.

Estrategia Experimentalr -

Ratones singénicos machos de 6 a 8 semanas de edad se les inyectara intratraquealmente 10°
micobacterias vivas y virulentas de la cepa H37Rv. Posteriormente, se dividiran en grupos que
recibirdn cualquiera de los dos ya sea agonistas o antagonistas de los receptores de
vasopresina, los grupos establecidos y uno final recibira solucion salina. Se extraeran los
pulmones, el bazo, el timo, glandulas suprarrenales y encéfalo y el suero por exanguinacion
después de la anestesia con pentobarbital sodico en los dias 1, 3, 7,14, 21, 28, 60 y 120
posterior a la administracion de los tratamientos con el fin de analizar los efectos de las diversas




CINVA DEL INCMINSZ.

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR LA

[ terapias administradas.

® Clasificacion del proyecto de acuerdo al ﬁivel‘de invasividad en los animales.

Categoria A :

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

Categoria C e

Experimentos o ejercicios de enhsefianza que provocan angustla leve, molestia o dolor leve de
corta duracidon en animales vertebrados. Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcion 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, molestla o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experlmentales que aseguren que Ias molestlas 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:
WWV\(.ccac.ca/Documents/Standards/GuideIines/Spanish/ANEX1 5B8.pdf

Categoria: | A | B: | C: x | D: | E:

e - 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 informacion el Investigador debera consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm

Para la determinacion de la carga bacilar, el analisis histologico y los estudios por
biologia molecular utilizaremos 9 animales por tiempo de sacrificio. Este es el numero
minimo de animales que se requiere no solo para obtener las muestras necesarias y
poder obtener una diferencia estadisticamente significativa, sino también es el minimo
requerido para poder publicar los resuitados.

Ademas se solicita un 10% mas de animales para eI caso de las incidencias y pérdidas
durante el experimento.




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

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

No aplica

e Mencione el nimero y las especies animales, asi como eI género que seran usados en

las actividades de este protocolo.

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

Mus musculus 9207~ Macho
No. de Grupos experimentales: 7 ‘

No. de animales por grupo: 9 animales por tiempo de sacrificio.

No. TOTAL DE ANIMALES: 920 ‘

® Espécificar el t|empo que permaneceran los animales en el DIEB.

4 Meses desde fa infeccidn.’

® Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento” "NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacién de la dieta y de agua. X

Toma de muestras bioldgicas. X | Posterior a la eutanasia
(necropsia)

Colocacion de canulas y sondas. X | Via intratraqueal cada 3 dias, via
intragastrica diario.

Técnica para observacion y modificacion de X

conducta.

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos. X | Administracion de farmacos

, bloqueadores de receptores de
. , vasopresina.

Procedimientos quirtrgicos con recuperacion. X ’

Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion. X

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

Restriccidn fisica X

Confinamiento o aislamiento - X | Durante todo el experimento los
ratones se encontraran en
microaisladores de acrilico
conectados a una matriz de
inyeccién de aire.

Produccién de anticuerpos monoclonales o X

policlonales.

Induccion de lesiones X
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CINVA DEL INCMNSZ.
Agentes teratogénicos o carcinogénicos X
Administracion de sustancias quimicas téxicas |- X
Implantes o injertos X
Estudics estereotaxicos. X
Otros: ]

>

o  Procedimientos a realizar.

Metodologia.

Manipulacién Bacteriana:

Los animales seran anestesiados con vapor de sevoflurano (100 uL por raton) dentro de una
cdmara de acrilico de 20x20x20 cm, para su inoculacién por via intratraqueal (v.it.} los animales
se colocaran sobre una placa de unicet revestida con aluminio y se les sujeteran los incicivos
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 y se inyectaran 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).

Administracién farmacoldgica. -

Los tratamientos seran administrados en un velumen final de 100 ul de agua bidestilada tres
veces por semana a partir del dia 1 postinfeccién hasta el dia de sacrificio. Para los
tratamientos intragdstricos (v.ig.), se utilizara la canula previamente descrita y se introducira
por el esdfago. Las dosis de administracion de los farmacos autilizar se encuentran
determinadas de acuerdo a la literatura cientifica:las dosis utilizadas para este experimento de
cada farmaco seran: Conivaptan (lmg/kg de peso) 1 vez al dia; Tolvaptan (1
mg/Kg);Relcovaptan (2 mg/Kg). Por via intratraqueal Desmopresina 2mg/Kg

Microbiolégica. .

Cada experimento evaluando un tratamiento farmacolégico, tendra tres grupos controles, uno
recibird antibidticos, otro solucién salina y un tercero antibidticos mas el tratamiento a evaluar.
Cada grupo estard conformado por 10 ratones sacrificados en los dias 1,3,7,14, 21, 28,60 vy
120 postratamiento (por exsanguineaciéﬁ después de ser anestesiados con pentobarbital
sédico via intraperitoneal (v.ip.}). Cada experimento se realizara por duplicado.

.
EN

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

Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia

Anestésico Sevoflurano 100 pl Inhalada Una vez por
-cada
administracién
intratraqueal
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CINVA DEL INCMINSZ.

® ¢, Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar? Relajacién muscular, pérdida de reflejo ocular.

-

[

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

No aplica.

NN

e  Evaluacion de signos de deterioro del bienestar de los animales.
Los 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: \
| i. Respiracion: normal, laboriosa...
| i. Temperatura = ™
| iii. Tembfores
N iv. Convulsiones .
v. Descarga nasal, salivacion
\
|
|
|
\
|

Escala: 0 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,, efc.)’ ‘ X
d) Conducta espontanea. X .
e) Conducta provocada. . " X

e  ;Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?
Pérdida substancial del peso corporal (peso menor a 18 gramos)
Piloereccion - -

Adinamia
Taquipnea

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

| a. Variacion de peso corporal:

‘ e  Aceptable una disminucion del 5-10% en un lapso corto.

i ° Moderada del 10-20% -

L ° Substancial > al 20% (criterio de punto final). -

} a. Los valores como la postura piloereccién, compodamlento social etc., pueden valorarse
| segln la escala:

} 0 si es normal. 5

| 1 si el parametro en cuestion se ve Ilgeramente alterado

‘ 2 si esta afectado -

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 protocola-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://www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

o ¢ Cual sera el método de eutanasia que utilizara?
Pentobarbital 210mg/kg intraperitoheal.

N

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacién.
Especie Método i Dosis Via
. Pentobarbital
Ratén 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;
Cerdo Pentobarbital 90 mgrkg : v
Rana Pentobarbital ‘ 100 mg/kg P

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

|

| e  El protocolo representa riesgo biologico?

Si, el nivel de bioseguridad sera el clasificado como BSL-lII
\

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.
hitn//www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBLS sect V.pdf
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e & Cual serd el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
lLos cadaveres seran colocados dentro de una boisa de plastico de color rojo resistente
a un ciclo de esterilizacion por vapor (121°C/201b/in%/30 min), una vez terminado el
ciclo la bolsa se colocara dentro de una blosa de platstico de color amarillo,
impermeable con Ia leyenda “PELIGRO, RESIDUOS BIOLOGICO-INFECCIOSOS”. Se
trasladaran al deposito del INGMNSZ.

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducird ‘el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi
como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se
describen en la NOM-062-Z0O0-1999.

SN ~

-

5 \2 v/"\ \)\Q_) D ‘ )
Dr. Rogelio Enrique Hernandez Pando
Investigador Responsable

Infegrantes - | cargo | Firma
Dra. Norma Bobadiila Sandovai * W&oordinadora

Dr. Jorge AIbertoQBarrios Paydn Seéretario

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal Externo

MVZ. Mariela Contreras Escamilla Vocal

Dra. Gabriela Aleman Escondrillas Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzélez Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos - ) | vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal

Dr. José Carlos Crispin Acuifia 7 Vocal
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PAPEL DE LA VASOPRESINA EN LA INMUNOPATOLOGIA DE LA TUBE RCULOSIS
'PULMONAR PROGRESIVA EN UN MODELO DE RATONES MACHOS BALB/c.

Responsable: Dr. Rogelio:Hernandez Pando

Unidad de adscripcién: Seccién d& Patologia Experimental, departamento de Patologia y
Anatomia Patologica. Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.

Participantes: ¥

- Dra. en C. Dulce Adriana Mata Espinosa. Encargada del drea de microbiologia y ensayos in vitro,
cultivo de micobacterias y mantenimiento del cepario.

- Dra.en C.Brenda N. Marquina’ €astillo: Area de biologia molecular, disefio de oligonucleétidos para
PCR, andlisis de transcritds y determinacién de proteinas por Western Blot, Inmunohistoquimica,
ELISA.

- Dr.en C. Jorge Albeirto Barrios Payan. Infeccidén de ratones y aplicacion de tratamiento, encargado
del Bioterio con bioseguridad nivel l], disefio de estrategias terapéuticas y de tratamiento.

- Mario Alberto Zetter Salmoén. Médico cirujano, estudiante de doctorado en ciencias biomédicas,
UNAM. Participacion en todos los procesos técnicos y tedricos de los experimentos, asi como en la
planeacién y disefio de protocolo y escritura de tesis dbctoral, publicacién de articulo en revista
cientifica.

Introduccion.

&

La transferencia de sefiales entre los sistemas-inmune y neuroendocrino permite que los
organismos mantengan la homeostasis y de ser necesario, que establezcan una serie de
respuestas adaptativas hacia los diferentes estimulos nocivos provenientes del medio

“interno (p.ej. autoantigenos) o del medio externo (microorganismos). Este didlogo es
posible debido a la presencia de un gran nimero de mediadores solubles y sus receptores
(citocinas, quimiocinas, neurochormonas y nqeuropéptidos), los cuales son compartidos en
términos  funcionales por estos  sistemas, formando un supersistema
neuroinmunoendocrino(1,2). En condiciones de inflamacidn, la activacion de este sistema
es fundamental para la recuperacién (carga alostatica) del estado de salud. Por el contrario,
si la respuesta montada ante un agente agresor es inapropiada, estos mecanismos
protectores pueden volverse dafiinos y causar enfermedad.

Uno de estos mediadores hormonales es la arginina vasopresina (AVP), un péptido con
actividad osmorreguladora ~y vasoactiva que ejerce un importante efecto
inmunomodulador debido a su capacidad dual de estimular la respuesta inmune innata y
adaptativa, ademds de intervenir en el proceso de recuperacién de la
inmunocompetencia(3). La vasopresina en conjunto con sus receptores constituye el
sistema vasopresinérgico, uno de los sistemas de respuesta al stress cuya disfuncién se ha
asociado a enfermedades de origen infeccioso, autoinmune e inflamatorio crénico(4).

§1




Estructura, sintesis y secrecion de AVP..

La AVP es un péptido de 9 aminoacidos con un peso de 1.08 KDa con un residuo terminal
de arginina, que lo diferencia estructuralmente de su homdélogo oxitocina {OT). Es
codificado a partir de un gen localizado en el cromosoma 2 en el ratén y 20 en el humano
el cual estd constituido por tres exones que transcriben una pre-pro hormona (pre-pro
vasopresina) la cual es almacenada dentro de vesiculas intracitopldsmicas en los axones de
las neuronas magnocelulares y pafvocelulares de los nucleos paraventricular (PVN) vy
supradptico (SON) del hipotalamo, principalmente. Dentro de estas vesiculas, el pre-pro
péptido es procesado por endoproteasas que lo dividen en el peptldo maduro (8-Arginina-
vasopresina), una protefna “acarreadora” (neurofisina 1I) y un glucopéptido sefal, la
copeptina. Las vesiculas de éstas neuronas, al ser estimuladas, secretan su contenido y la
hormona madura, junto con los.péptidos acarreadores son liberados en la terminal
sindptica hacia la circulacién en cantidades equimolares, la neurofisina es degradada por
proteasas, la copeptina se mantiene en circulacién y la hormona circula y se une a sus
diferentes receptores ejerciendo su actividad(5). Existe evidencia de que otros tipos
celulares como los linfocitos, timocitos y las células de la corteza suprarrenal pueden
producir AVP de manera fisioldgica, y, en déterminadas condiciones de manera patologica
(tumor neuroendocrino (de células pequefias) de pulmodn, enfermedad inflamatoria
intestinal), sin embargo, el mecanismo de secrecion en estas células no ha sido descrito(6—
8).

Receptores y mecanismo de accién.

AVP ejerce sus efectos bioldgicos a través de al menos tres tipos de receptores
pertenecientes a la superfamilia de receptores acoplados a proteinas G (GPCR)
denominados genéricamente Vla, V1b (antes V3) y V2, los cuales se encuentran
distribuidos ampliamente en diferentes 6rganos y tejidos entre los que se encuentran el
musculo liso, los hepatocitos, macréfagos, linfocitos B y corteza suprarrenal (V1aR); en
adenohipdfisis, médula suprarrenal, islotes de Langerhansy I{nfoéitos (V1bR); y finalménte,
en cerebro, endotelio, puimény tubulos colectores del rifion (V2R). (9} Los receptores V1a
y V1b desencadenan actividad intracelular a través de la activacién de la via de la fosfolipasa
C aumentando la concentracion de calcio intracelular (citoplasma) e intranuclear. El
receptor V2 al activarse, coactiva a la adenil-ciclasa aumentando la concentracién del
segundo mensajero monofosfato ciclico de Adenosina (AMPc) para ejercer sus efectos
intracelulares. Ademas de estos receptores, la vasopresina puede activar receptores de OT
y también se ha descrito que-puede producir efectos bioldgicos a través de la activacion del
receptor del factor de crecimiento epidérmico (EGF-R), sin embargo el mecanismo no se ha
dilucidado(10).




Vasopresina y sistema inmune.

Citocinas producidas en los sitios inflamacién (p.'ej. [L1b, IL-6 y TNF-a) inducen la secrecidn
de AVP por las neuronas del PVN (la activacién los receptores de estas citocinas, presentes

‘en las terminaciones nerviosas libres, envia sefiales excitatorias ascendentes a través del

nervio vago alcanzan el téonco encefélico y se proyectan a diferentes regiones del sistema
nervioso central como el:hipocampg, el nicleo basal de la estria terminal (BNST) y las
neuronas del nucleo paraventricular del hipotalamo) en donde estas sefales estimulan a
las neuronas del PVN para la secretar AVP y factor liberador de corticotropina (CRF,
Corticotropin Releasing Eacfo?«) hacia la eminencia media del hipotdlamo, en donde a través
del sistema porta-hipofisario, llegan a la adenohipdfisis(11). En las células corticotropas,

. AVP y CRF actuan sinérgicamente induciendo la secrecion de adrenocorticotropina (ACTH)

cuya funcién principal es la. de estimularla secrecién de los glucocorticoides {GC’s) cortisona
y cortisol por la corteza suprarrenal Los glucocorticoides (GC’s), tienen efectos directos
sobre la actividad del sistema inmune: esto es que durante las fases tempranas de la
inflamacién amplifican la intensidad de la respuesta inmune innata y disminuyen la
respuesta adaptativa. Al mismo tiempo, la secrecién directa de AVP por la neurohipdfisis
hacia la circulacion general tiene efectos directos sobre macrofagos y linfocitos. La
evidencia sugiere que a través.del receptor Vila, vasopresina regula la produccién de
citocinas por parte de los macréfagos, por un mecanismo que involucra al factor nuclear
kappa-B (NF- kB)(12) En los linfocitos B, el receptor V1b promueve la maduracion de los
mismos para la producuon de mmunoglobulmas(l?;) Ademas la presencia de AVP es
necesaria para,la respuesta proliferativa de células NK y la generacion de respuestas
linfocitarias. AVP es un inductor positivo de la produccion de interferdn gamma (IFN-y)(14).
Ademads, induce la secrecién de prolactina (PRL) por la adenohipdfisis, que junto con la
hormona del crecimiento (GH) promueve la proliferacién de timocitos y su diferenciacion a
linfocitos T maduros restaurando la inmunocompetencia adaptativa{15). En la inflamacién
crénica, el aumento en la actividad glucocorticoide inhibe la produccién de CRF por un
mecanismo de retroalimentacién negativo. Se ha propuesto que a largo plazo, AVP tiene
efectos antiinflamatorios estimulando la produccién de cortisol por la gldndula suprarrenal.
En algunos 6rganos como el pulmén, AVP tiene efectos antiinflamatorios a través del
receptor V2, ademds de participar en el'aclaramiento del edema pulmonar(16,17).

Existe evidencia que indica que los sujetos con enfermedades inflamatorias e infecciosas
crdnicas (Lupus eritematoso sistémico, legionelosis, leishmaniosis, neumonia) desarrolian
hiponatremia secundaria a secrecion’ inapropiada de hormona antidiurética (SIADH),
entidad causada por la inadecuada produccion de AVP o bien por la inadecuada expresion
de sus receptores(4,18). La tuberculosis (TB) es una de las enfermedades en las que se
presenta ésta situacion clinica. Alrededor del 55% de los sujetos con enfermedad activa
desarrollan hiponatremia secundaria a SIADH la cual mejora con el tratamiento antifimico.
Hay algunas publicaciones que sugieren la produccién extrahipotaldmica de la hormona
durante esta enfermedad(19,20).
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Interacciones neuroinmunoendocrinas en la tuberculosis.

Actualmente, més de un tercio de la poblacién mundial se encuentra infectada por el bacilo
Mpycobacterium tuberculosis (I\/Itb){ sin presentar manifestaciones clinicas de enfermedad
(tuberculosis latente) y cada afio mueren alrededor de 1.5 millones de humanos por la
enfermedad activa. Mtb afecta prificipalimente a los pulmones, sin embargo, la presencia
del bacilo produce profundas alteraciones en el sistema inmune y en el sistema endocrino.
En éste provoca diversos cambios en la respuesta hormonal al stress, como son el aumento
en los niveles de PRLy GH, la disminuci6n en los niveles séricos de dehidroepiandrosterona
(DHEA) los cuales tienen efecto sobre el sistema inmune(21). Ademas, el aumento en la
produccion de algunas citocinas {p.ej. factor transformante del crecimiento beta (TGF-b))
inhibe la produccién de hormonas muy importantes en la respuesta protectora hacia el
bacilo como la DHEA, causando de esta forma la perpetuacién del estado inflamatorio,
permitiéndole al bacilo evadir los mecanismos de proteccién del huésped, provocando
enfermedad. Estas alteraciones se han explorado en humanos y en modelos murinos y
existe fuerte evidencia que indica que las alteraciones metabdlicas durante la TB son
resultado de la disregulacidn de la respuesta neuroinmunoendocrina(22). En este sentido,
es el interés de nuestro grupo de investigacién estudiar y comprender los mecanismos que
subyacen al desarrollo de la enfermedad integrando las bases patogénicas de la respuesta
inmune con la disregulacién de los sistemas nervioso y endotrino buscando obtener
explicaciones sobre la fisiopatogenia, para desarrollar posibles estrategias de prevencién,
diagndstico y terapéutica de éste importante problema de salud.

Modelo murino de tuberculosis pulmonar progresiva.

El modelo de TB pulmonar progresiva en ratones BALB/c de nuestro laboratorio permite el
estudio de las interacciones inmunopatogénicas de la enfermedad activa pues representa
en el ratdn lo que sucede en el humano (expresion de citocinas, hormonas, crecimiento
bacteriano y de caracteristicas anatomopatoldgicas). En dicho modelo de infeccién, se
inoculan a cada ratén por via intratraqueal la cantidad de 2.5x10° bacterias de la cepa
prototipo de mediana virulencia Mycobacterium tuberculosis H37Rv, induciendo
enfermedad pulmonar activa. En ésta, se ha caracterizado la cinética de produccién de
citocinas, quimioéinas y hormonas correlacionada con los cambios anatomopatolédgicos
caracteristicos en  pulmdn " distinguiéndose dos etapas en la progresién de la -
enfermedad(23): la fase temprana (dfa 1 a dia 28 posinfeccidn), en la que un gran nimero
de células inflamatorias migran al sitio de infeccidon a través de la extravasacion por
capilares y vénulas, y también a través de su migracién a través del epitelio bronquio-
alveolar. En dicha fase hay engrosamiento de los espacios intersticiales y aproximadamente
al dia 14 inicia 1a formacién de cimulos organizados de células inflamatorias representando
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los granulomas de la enfermedad humana. Predomina la produccién de citocinas
proinflamatorias (i.e. IFN-y, TNF-a, [L-2 e IL-6) las cuales promueven una respuesta celular
de tipo Thl cuyos efectos son benéficos para-el control de la infeccion, de hecho, el
crecimiento bacteriano en ésta fase se encuentra hasta cierto _punto inhibido. A partir de
entonces (a partir del _dia 28 postinfeccién), y como mecanismo de proteccién, la
produccidn sostenida de"‘glucocorﬁboides induce un cambio de la respuesta de tipo Th1l
hacia una respuesta antiiﬁflamatdﬁé’de‘tipo Th2, con una gran produccién de citocinas
como IL-4, IL-10, TGF-b (factor transformador del crecimiento beta); en ésta fase cronica, el
sistema inmune nokpes capaz de contener a la bact‘eria permitiendo su diseminacion y
caracterizandose por un intenso infiltrado leucocitario, areas de neumonitis y neumonia
causando la muerte del animal. }

Resultados preliminares.

Algunos resultados que hemos obtenido a partir del analisis de la transcripcion del gen de
AVP en hipotdlamo y pulmdn sugieren que la produccién de vasopresina durante la fase
progresiva es de origen extrahipotalamico. Podria concluirse de ésta manera que la sintesis
y secrecién central de AVP durante la fase temprana promueve la actividad de la respuesta
inmune celular de tipo Thl, sin embargo en la fase progresiva, se pierde el control central
del sistema vasopresinérgico y e '
periferia, en el pulmén. e

| “relevo” de sintesis de vasopresina se encuentra en la

1.0810° Expresién del gen de AVP en pulmén.
B.03¢10°
6.0§810°
4.0810°
2.0810°

No.ds copias/18°RPLOP

GADPDH

Copies of AVP gene /1X106 copies

Dias Post-infection,

Dias post-lafeccidn,

Fig. 1 Cuantificacién de mRNA del gen de vasopregina. La cantidad de transcritos del gen de AVP en
hipotdlamo (izq.) disminuye a medida que avanza la enfermedad con respecto a los ratones control (sanos) y
con respecto al dfa 1 post-infeccion. En el pulmdn (der.) la cantidad de transcritos de RNA del gen de AVP se
encuentra aumentada en la fase farogresiva, a partir del dia 21 post-infeccién, sugiriendo la produccion
ectdpica (pulmonar) de vasopresina durante la tuberculosis activa.
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Hipotesis.

El funcionamiento adecuado del sistema vasopresinérgico es trascendental para el
establecimiento de la respuesta inmune hacia el agente infeccioso Mycobacterium
tuberculosis. ' ’

Objetivo principal. Demostrar la relacién entre la disfuncién del sistema vasopresinérgico y
la inmunopatogenia de la TB pulmdnar progresiva experimental.

Objetivos especificos.

1. Analizar y describir la cinética de prod_uccién‘ central y periférica dﬁe fla AVP en\ el
modelo de TB pulmonar progresiva.

2. Estudiar el patréon de expresidn de los receptores de vasopresina en pulmoén,
glandula suprarrenéI;\bazo e higado. ’

3. Evaluar el efecto del tratamiento con agonistas y antagonistas selectivos de los
receptores de vasopresina en el desarrollo de la respuesta inmune tanto en la fase
temprana como en la fase progresiva de la TB pulmonar.

4. Estudiar el efecto /n vitro de la vasopresina sobre macréfagos en contacto con
Mycobacterium tuberculosis (produccién de citocinas, capacidad fagocitica y
bactericida, produccién de especies reactivas de oxigeno).
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Fig. 2. Distribucién y planeacién de las dos fases del experimento. En la primera fase, con el objetivo de caracterizar la
respuesta vasopresinérgica durante la th pulmonar se'tomaran muestras de cerebro (hipotalamo), pulmones, bazo, timo,
suprarrenales e higado de cada ratén de ambos grupos infectados y sanos, para comparar dicha respuesta. En la fase 2
del experimento,” el uso de bloqueadores especificos de los receptores de AVP seran administrados’ para comparar el
efecto del sistema vasopresinérgico sobre la respuesta del sistema inmune a la infeccién por Mtb.

R

MATERIALES Y METODOS: v ‘f« R
Cultivo de Micobacterias e infeccién de ratones.

Para la serid de experimentos planeados, se utilizard Mycobacterium tuberculosis de la cepa
de mediana virulencia H37Ry, la cual serd cultivada en medio Middlebrook 7H9 con glicerol
enriquecido con ADC (Albumina, dextrosa, catalasa) en incubacidn con agitacién a 37°C
durante 4 semanas. Posteﬂr[orm’én\te se tomardn alicuotas de manera aleatoria para
determinar la densidad éptica de determinar la alicuota que en el cultivo se encuentre en
fase exponencial de crecimiento bacteriano. Para comprobar la pureza se realizara tincion
de Ziehl-Neelsen y la alicuota se suspenderd en un volumen de 30 ml de buffer Fosfato-
salino (PBS) en un tubo con perlas de cristal y se mantendrd en agitacién en intervalos de 1
min y 1 min de reposo, hasta completar diez minutos para la disgregacién de grumos de
bacterias. Posteriormente sera centrifugédo y almacenado en alicuotas a-70°C en el cepario
de nuestro laboratorio. . '

Todos los procedimientos para la generacidh y utilizacién de micobacterias se realizardn
dentro de una campana (gabinete) de flujo laminar con nivel de bioseguridad 1li en las
instalaciones de la seccién de patologia experimental del INCMNSZ. Al final de cada
procedimiento, la superficies de trabajo, todo el material y los desechos que tuvieran
contacto con micobacterias serdn inactivados con Clidox™ 1:1:18 partes de
agua/15minutos, estos organismos son susceptibies a la accién del cloro y se recomienda
que las superficies de trabajo se limpien con cloro al 10% por 10 minutos dentro del
gabinete de bioseguridad, para su desecho, se sacaran del gabinete colocdndose en bolsa
roja resistente al proceso de esterilizacion (121°C/21lbs/20min) marcada con la leyenda
”RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS (RPBI's)". .

Para el transporte de las micobacterias del laboratorio en la seccién de patologia
experimental a las instalaciones en el DIEB, los viales se colocan en bolsa burbuja rodeada
de material absorbente, asi como también un refrigerante dentro de un contenedor pléstico
disefiado para llevar muestras bioldgicas de forma segura para todos los modos de
transporte (Bio—Bottl\e, 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
patogeno. ‘



Infeccién de ratones y modelo de tb pulmonar.

Para el procedimiento de infeccidn, ratones machos de la cepa BALB/c de 8 semanas de
edad y 22 gr de peso proporcionados por el Depa’rtamento de Investigacidon Experimental y
Bioterio (DIEB) del INCMNSZ serdn anestesiados con vapor de sevoflurano {100 ul por
ratén) dentro de una camara de. acrilico de 20x20x20 cm. Posteriormente, para la
inoculacion intratraqueal (v.it.) de micobacterias los animales se colocaran sobre una placa
de unicel revestida ¢on aluminio y se les sujetaran los incisivos con una liga de caucho, se
introducird una cénula de calibre 22G x1.0" w/ y punta roma de 1.25 mm por la trdquea y
se infectara con 250,000 UFC de la cepa prototipo H37Rv de Mycdbacter/um tuberculosis,
suspendldas en un volumen de 100 ul de buffer de fosfatos salino (PBS). Los animales
utilizados para los estudios relacionados con micobacterias serdn alojados en cajas
ventiladas bajo presion negailva y-aire suministrado a través de filtros HEPA y manipulados
bajo Bioseguridad Animal Nivel 3. Para la obtencion de muestras, se practicara la eutanasia
a grupos de 9 ratones por cada dia de sacrificio de la cinética. Serdn anestesiados con
pentobarbital sédico via intraperitoneal (v.ip.} a una'dosis de 210 mg/kg y sacrificados por
exanguinacion a los dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 y 120 postinfeccién. En el modelo
experimental de TB pulmonar progresiva, se toman muestras de estos tiempos pues son los
dias en los que pueden evidenciarse los cambios histopatoldgicos caracteristicos de la
enfermedad. Para la evaluacion del tratamiento con agonistas y antagonistas de AVP del
objetivo 3 de este protocolo, se seguirré el mismo procedimiento excepto por los tiempos
de sacrificio que seran a los dias 7, 14, 28, 60, 90, y 120 post-tratamiento. Todo el material,
asi como los prgduétos de desecho (que no sean cadaveres) génerados por el sacrificio de
los animales serd considerado RPBI y serédn inactivados con Clidox™ por 15min.

Nuestro grupo de trabajo tiene una amplia experiencia en el manejo, infeccidn y sacrificio
de animales para la obtencién de muestras, ademas de contar con las instalaciones
necesarias para poder manejar patégenos del Grupo de Riesgo 3 como M. tuberculosis.

El material de cama que esté en contacto con los ratones infectados se manejara dentro de
_-gabinetes de flujo laminar con nivel de bioseguridad Ill, la cama sucia se depositara en
bolsas rojaé resistentes al proceso de esterilizacién (121°C/21lbs/20min), marcadas con la
leyenda RPBI's. Los cadaveres de los ratones sacrificados durante el desarrollo del
protocolo, se colocardn en una bolsa de iguales caracteristicas, etiquetada con la fecha y
ndmero de ratones, para el mismo proceso de esterilizacion, una vez finalizado el ciclo la
bolsa roja se colocara dentro de una bolsa de plastico amarilla marcada con la leyenda
“RPBI's”, la cual serd trasladada al depdsito temporal del instituto e incinerado
posteriormente por una empresa especializada en el ramo.



Distribucion de ratones en las diferentes etapas del protocolo.

Caracterizacidn de la respuesta vasopresinérgica en el curso de la tb pulmonar.
Grupo Cepa Cinética de sacrificio Ratones por grupo. Total de ratones.
Control (sin No infectado 1,3,7,14, 21, 28, 72
infeccion). 60, 120.
Infectados. | (9 ratones por grupo 72
por dia de sacrificio.
R 460
Desmopresina - 14, 21, 28, 45, 60, 950 63
(fase temprana). y 120. .
Desmopresina (fase H37Rv 35, 60, 90, 120. 36
progresiva). .
Conivaptan. 3,7,14, 21,728, 60, 72
Relcovaptan 3 90, 120. 72
Tolvaptan. - - 72

©
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Tabla 1.- En este primer experimento se estudiard el efecto de los farmacos ‘agonistas y bloqueadores de receptores Vla,
V1b y V2 durante el curso de la enfermedad en términos de sobrevida, carga bacilar pulmonar, inflamacidn, extensién de
dafio tisular y expresién de citocinas, después de suprimir por separado la actividad vasopresinérgica, durante la fase
temprana y progresiva de la TB pulmonar experimental

Condicion. cee Nidmero de ratones
Experimento. ) 460
Repeticidn. - 460
Total para 2 experimentos. o 7920
Total + 8% aproximadamente. © 1000

Tabla 2.- Animales necesarios para hacer los experimentos descritos (programados para los
préximos 3 afios) pronosticando que los farmacos bloqueadores podrian tener un efecto positivo

sobre el desarrollo de la enfermedad, este nimero podria variar.

E! calculo del nimero de ratones fue determinado usando la férmula descrita por Amigo, et
al. La cual estd basada en incidencias seriadas de los procedimientos.

X= N/((A/100)x(B/100)x(C/100)...) ‘

Donde: - - \
X=NUmero final de animales necesarios o nimero de animales del cual se parte.

N= Numero minimo estadistico que permite concluir los objetivos propuestos en el
proyecto.

A= 100 - % de incidencia 1.

B= 100-% de incidencia 2. N

C=.100- % de incidencia 3 y asi sucesivamente.
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*Como incidencias se tomaron, de acuerdo a la experiencia de nuestro grupo de trabajo el nimero
de animales perdidos por muerte por enfermedad, muerte por aplicacién del tratamiento, muerte
por anestesia. o



Determinacion de carga bacilar (unidades formadoras de colonias, UFC).

Se obtendran los pulmones derechos de 5 ratones de cada grupo en los tiempos de sacrificio
mencionados previamente, los cuales se congela}én inmediatamente en nitrégeno liquido,
y almacenados a -70°C hasta su procesamiento. Para determinar la carga bacilar por conteo
de Unidades Formadoras de Colonias (UFC), brevemente: se descongelan los pulmones y se
agrega 500 L de PBS-tween 0.05%. Se homogeniza el tejido con el sistema FastPrep24 y se
llevara la mezcla a un volumen final de 1mL con PBS-Tween 0.05%. En una placa de 96
pozos, se agregan 270ulL de PBS-Tween 0.05% en cada pozo a utilizar (para cada pulmén se
realizardn 4 diluciones seriadas que van de la -1 a la -4), y sé tomaran 30 plL del concentrado
de cada muestra {antes de tomar las muestras se deben sonicar por cuarenta y cinco
segundos, se aplica vortex inmediatamente después) y se mezclaran por pipeteo 5
veces/cada dilucion. Posteriorménte sé'divide una caja petri con medio 7H10, enriquecido
con OADC en 8 partes igualé; y se sembraran 10 microlitros de cada dilucién en cada una
de las partes. Todo el material y los desechos que tuvieran contacto con los tejidos
infectados seran inactivados con Clidox™ vy tratados-como se describié previamente y los
procedimientos se realizaran dentro de un gabinete de flujo laminar con nivel de
bioseguridad clase lil. :

Andlisis histolégico e inmunohistoquimica.

De cada grupo de animales sacrificados se obtendra el pulmén izquierdo de 3 de ellos, cada
pulmédn sera perfundido con atanol absoluto durante el proceso de necropsia. Una vez
fijado se incluird en bloque de parafina, de los cuales se obtendran cortes histologicos de 4
micras y serdn tefiidos con Hematoxilina y Eosina (HE). En estas preparaciones se realizard
el andlisis histolégico y morfométrico por medio de la determinacién en micras cuadradas
de la inflamacién perivascular, peribronquial e intersticial, asi como el tamafio de los
granulomas y el porcentaje de afeccién neumdnica con la utilizacién de un software para
analisis morfométrico Leica ApplivcationSuite v4.3.

f

Para el andlisis por inmunohistoquimica (IHQ), de estos bloques se obtendran cortes que
serdn montados en laminillas electrocargadas y seran utilizados para la detecciéon de AVP y
de los receptores Vla, V1b y V2 por medio de anticuerpos. Para ello, las laminillas seran
desparafinadas por incubacion a 60°C durante 25 minutos, e hidratadas gradualmente en
bafios de Xilol, xilol-alcohol,, etanol 96°, etanol al 70% y finalmente en agua destilada.
Posterior a la hidratacion se bloquearé la actividad interna de la peroxidasa y se incuba el
corte tejido con el anticuerpo primario durante toda la noche. Seguido por lavados con PBS-
Tween 20 e incubacidn con el anticuerpo secundario marcado con biotina, la deteccién se
hara con el sistema biotina—stfeptavidina—peroxidasa, el andlisis densitométrico de células
positivas y negativas en el epitelio bronquial, infiltrado inflamatorio perivascular,
peribronquial, intersticial, en los granulomas y areas neumdnicas se hara con el software
mencionado previamente. Se obtendran muestras también de bazo, timo y adrenales las
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cuales seran incluidas en parafina y se aplicara el mismo procedimiento para la deteccion
por IHQ y el andlisis cinético de la expresién de AVP y sus. receptores en dichos 6rganos.

Cuantificacién sérica de vasopresina (Copeptina’).

Para la cuantificacion de la concentracion sérica se utilizara la metodologia de ELISA ‘
(Enzyme-Linked lmmunog'orbent Assay) competitivo, dirigido hacia el glucopéptido sefial de

AVP, la copeptina(24). El motivo dé dicha medicién es debido a que la vasopresina al
secretarse a la circulacién es rdpidamente degradada por proteasas plasmaticas y se une a
receptores en plagquetas y endotelio lo cual altera la cantidad de la hormona circulante en
el plasma siendo un método de deteccion poco confiable; por el contrario, la copeptina ha
mostrado ser un marcador eficiente de la cantidad de vasopresina en circulacién pues
refleja de manera indirecta la produccion de este péptido ya que se secretan de manera
equimolar y a diferencia de AVP, la copeptina no es degrédada por proteasas plasmaticas y
no tiene efectos bioldgicos conocidos. Brevemente las muestras de suero obtenidas
durante el proceso de eutanasia seran colectadas en tubos Eppendorf de 1.5 ml,
centrifugadas a 4°C en el Bioterio de tipo BSL3, los sueros obtenidos seran almacenados en
tubos de 0.6ml e inmediatmente congelados a -80°C hasta su uso. Para dicho ensayo se
utilizard un kit de ELISA de la marca LifeSpan Biosciences (USA), con placas previamente
sensibilizadas en las que seran cargados 50 microlitros (ul) de suero, obtenido durante el
proceso de sacrificio de cada ratdn; cada muestra sera colocada por triplicado. El protocolo
de activacion de anticuerpos e incubacion-del método serdn realizados de acuerdo a las
recomendaciones del fabricanté. Posteriormente se analizara la'absorbancia a una densidad

- Optica de 450 Am en un espectrofotdmetro de placas de la marca EPOCH. Los limites de

deteccion de este kit comprenden un rango entre 24.69-2000 pg/ml.
Cuantificacion de la expresion del gen de AVP.

Para esta etapa del experimento, los pulmones izquierdos de 3 ratones de cada grupo seran
obtenidos y almacenados en tubos MP se copgelaran inmediatamente en nitrégeno liquido
y posteriormente a -70°C. Para el analisis por RT-qPCR, se purificard el RNA total de cada
pulmdn. Brevemente, el tejido es homogenizado con perlas de silice y zirconia, usando el
sistema MP fast prep24; se obtiene el RNA con ayuda del kit de extraccién RNeasy Plus Mini
Kit (Qiagen, Mexico). La Calidad /y cantidad de RNA serd evaluada mediante
espectrofotometria (260/280) por un espectrofotometro de placas EPOCH (BioTek
instruments, USA) y mediante PCR de punto final en gel de agarosa. Se realizard la
retrotranscripcion del RNAm utilizando 5 ug de RNA, oligo —dT y Omniscript Kit (Qiagen,
México). La PCR en Tiempo Real se realizara empleando el equipo 7500 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) y se cuantificara utilizando la tecnologia Quantitech Sybr
Green Master Mix (Qiagen). Se utilizard el método de cuantificacién absoluta para lo cual
se realizard una curva estandar (1x10° hasta 1x10?%) para cuantificar el nimero de copias. Se
usaran primers especificos disefiados con el programa Primer-Express (Applied Biosystem)
para AVP y sus tres receptores en la primer parte del experimento. Se utilizaran los
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siguientes oligonucleotidos: (GCTGCCAGGAGGAGAACTAC y AAAAACCGTCGTGGCACTCG)
para AVP; (AATGAATTCATGAGTTTCCCGCGAGGC y TCCGGATCCAGTGGAGACAGGGTAAA)
para V1a; (CAAGAATTCATGGATTCTGAGCCTTCT y AACGGATCCAGAGATGCTGGTCTCCAT)
para V1b y para V2 (ATGATCCTGGTGTCTACCAC y TAGAAAGAGCCCAGTAGCTAC). Ademas,

se cuantificaran en la posterior a la manipulacion farmacolégica de la AVP, genes de citocinas .
como: TNF, IL-1, IFN, IL-12, IL-17, I1L-10, I1L- 4, TGF y la enzima iNOS para determinar el efecto
de AVP sobre las mismas."Bajo Ias‘\s‘j\gy\ientes condiciones: desnaturalizacién inicial 95°C por
15 min, seguido de 40 ciclos a 95°C4|bor 20 segundos, 60°C por 20 segundos, 72°C por 34
segundos. El nimero de copias de AVP y sus receptores, ademas de cada citocina se
normalizara a un millén de copias de RNAm de un gen constitutivo. Todo el material y los
desechos que tuvieran contacto con los tejidos infectados serdn inactivados con ClidoxTM
y tratados como se describid previamente y los procedimientos se realizaran dentro de un
gabinete de flujo laminar cop nivel de bioseguridad Ill.

N

Administracion de farmacos agonistas y antagonistas de receptores de AVP.

Los farmacos seran administrados durante toda la infeccidn en algunos casos, o bien, en la
fase progresiva de la TB en otros. En el ;asb de la Desmopresina (dDAVP), un andlogo del
receptor V2, se administrard por via intratraqueal cada dia a una dosis de 2 ug/kg, 7 dias
previos a la infeccién con Mtb para ‘conocer los efectos en la fase temprana de la
enfermedad. En otro grupo experimental se.administrara este farmaco en la misma dosis
durante la fase progresiva de’la enfermedad, para evaluar su efecto sobre el sistema
inmune en estaetapa de la TB. Los demas farmacos se administraran por via intragastrica
{i.g.) siguiendo la siguiente técnica: Se sujeta al ratén por la cola y la parte superior de la
cabeza para poner en posicién recta el eséfago; se introduce la cdnula mencionada
anteriormente con punta roma y se vierte el contenido a la cavidad gastrica; las dosis
utilizadas para este experimento de cada farmaco seran: Conivaptan (1mg/kg de peso) 1
vez al dia; Tolvaptan (1 mg/Kg); Relcovaptan (2 mg/Kg).
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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.
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NO SE TIENE LA CERTEZA DE SER SERVIDORES PUBLICOS
TODA VEZ QUE SE TRATA DEA DATOS PERSONALES DE
ACUERDO AL ARTICULO 113 FRACCION | DE LA L.F.T.I.P.





