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VISTO: La nota presentada por la Dra. Dolores CARRER y la Dra. Paola
BARROSO, solicitando aprobacion de protocolo de utilizacion de animales, en el proyecto
denominado “Formulaciéon Liposomales para el tratamiento topico de Leishmaniasis
cutanea”; y;

CONSIDERANDO:

Que fue presentado pertinentemente, a fojas 1 a 8, el proyecto de protocolo
para la utilizacion de animales de experimentacion, para ser evaluado por el Comite
Institucional del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

Que el Comité, a fojas 9, emite dictamen aprobando el mencionado proyecto.

Que la Secretaria de Postgrado, Investigacion y Extension al Medio, a fojas
10, solicita el tratamiento en el Consejo Directivo del proyecto final.

POR ELLO: en uso de las atribuciones que le son propias y en virtud de lo
aconsejado por la Comisién de Docencia, Investigacion y Disciplina, de este Cuerpo, en
Despacho N° 297/17;

El CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
(En Sesion Ordinaria N° 14/17, del 26/09/17)
RESUELVE
ARTICULO 1°: Aprobar el protocolo de utilizacién de animales para experimentacién en la
ejecucién del proyecto de investigacion denominado: "Formulacién Liposomales para el
tratamiento tépico de Leishmaniasis cutanea”; presentado por la Dra. Dolores CARRER
y la Dra. Paola BARROSO, el que como Anexo | forma parte de la presente Resolucidn.
ARTICULO 2° Hagase saber y remitase copia a: Dra. Dolores CARRER, Dra. Paola
BARROSO, Comité Institucional para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y siga a

Direccion Administrativa Académica de esta Facultad a sus efectos.

LTrve
1 1 f
" s ] /)14;{‘-\}
: Vo
E. | Uaeleip
___,--’ Lhe. MARIA SHVIA FORSYTH
) DECANA

FACULTAD DE CEMCIAS DE LA SALUD - 1hss




Universidad Nacional de Salta

FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
AV. BOLIVIA 5150 — A4408FVY SALTA
REPUBLICA ARGENTIMA
TELEF. (0387) 4255404/330/332
TELEF. FAX (0387) 4255456

745-

RESOLUCION -CD- N )
1.3 NOV 2017
Salta,

Expediente N® 12.474/17
ANEXO |
PROTOCOLO DE UTILIZACION DE ANIMALES DE
LABORTORIO - IPE- CONICET-
FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD - UNSA

Cuestionario para el uso de animales de laboratorio

— Fecha de presentacién: 26/7/17

— Lugar de Trabajo: Instituto de Investigacion Meédica M y M Ferreyra-CONICET.
Universidad Nacional de Cérdoba.

— Teléfono Laboral: 0351-4681465 Int 140

— E-mail: dolorescarrer@immf.uncor.edu

— Solicita este aval para la presentacion de:

Beca
Tesis

X  Proyecto de Investigacion
Docencia
Otros(Especificar)

- ¢Cuenta con capacitacion para el trabajo con animales de experimentaciéon?

No (no invalida la aprobacion del protocola)
(adjuntar certificado)

X Si

JUSTIFICAR EL USO DEL MODELO ANIMAL FRENTE A METODOS ALTERNATIVOS IN
VITRO

Declaracion de métodos alternativos

Tecnicas o estrategias experimentales que cumplen con el principio de las tres erres
(Reduccion del numero de animales, Refinamiento de la técnica y Reemplazo de
animales por otras técnicas)

Indicar el motivo por el cual no se plantea aplicar métodos alternativos al
procedimiento propuesto:
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Existen métodos alternativos pero no estan validados

Otros motivos: (Especificar en detalle) : : 7 %

Justificar con bibliografia

"Formulaciones liposomales para el tratamiento tépico de Leishmaniasis cutanea”. El
proyecto implica el estudio de la eficacia de diversas drogas incorporadas en vehiculos
adecuados para 1- matar pardsitos de Leishmnia en cultivo 2- disminuir la carga de
parasitos intracelulares en una linea celular de macrofagos murinos en cultivo infectados
con Leishmania 3- lograr una buena penetracion del activo terapéutico en piel de lesiones in
vitro (Protocolo A) 4-tratar in vivo las lesiones de ratones Balb/c infectados de forma
intradermal con Leishmania Amazoniensis (protocolo B).

Utilizaremos un esquema de trabajo donde nos vamos acercando paulatinamente al modelo
mas cercano posible a la enfermedad en humanos. Comenzaremos por estudios in vitro
(reemplazo) para poder descartar las drogas/formulaciones que no arrojen buenos
esultados, y asi poder utilizar la menor cantidad posible de animales (reduccién).

in embargo, dado que el objetivo Ultimo es encontrar una formulacién que sea efectiva
para el tratamiento de la LC en humanos, el uso de un modelo animal de la enfermedad es
indispensable. Lamentablemente, los resultados obtenidos con parasitos/celulas infectadas
in vitro con frecuencia no reproducen cualitativa ni cuantitativamente los resultados
obtenidos in vivo (Thomas y otros 2014). En parte esto se debe a que la eficacia de las
formulaciones es fuertemente dependiente de su capacidad para hacer llegar una cantidad
Eade-::uada de droga a la dermis. Por ello realizaremos inicialmente experimentos para medir
;nan lesiones de LC tempranas, la penetracion de las moléculas terapéuticas en piel de
ratones, cuando la epidermis del animal todavia no se ha lesionado. Utilizaremos entonces
la informacién obtenida de tres experimentos “ex viva” distintos para poder disminuir lo mas
posible la cantidad de animales utilizados en la Gltima etapa del proyecto.
Refinamiento: utilizaremos los protocolos ya probados por la comunidad internacional para
el disefio de nuestros experimentos.

ondicion microbiolégica de los ratones: convencionales.

Referencias:

N. Thomas, K. Richter, T. B. Pedersen, R. Holm, A. Miilleriz, T. Rades (2014) In
Vitro Lipolysis Data Does Not Adequately Predict the /n Vivo Performance of Lipid-Based

Drug Delivery Systems Containing Fenofibrate. AAPS J. 16, 3: 539-549.
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En caso de tratarse de pequefios roedores de laboratorio (rata/raton/hamster/gerbil),
indicar su condicion microbiologica (convencionales/ libres de patogenos
especificos).

» Animales de Experimentacion

Especie Cepa Edad Sexo N® de animales usados
anualmente

3 experimentos al afio (1 protocolo
|A, dos protocolos B). Protocolo A=
14 animales/afio. Protocolo B= 35
Raton, Mus 5 semanas nimales por experimento; 70
Imusr;ufus BALB/c adultos)/20 gr hembmsEnimales al afio.

- Lugar donde se obtienen los animales utilizados para la experimentacion (los

Proyectos).

Instituto de Patologia Expenimental.

- Condiciones del Bioterio

Cambio de
Ciclo luz/foscuridad Temperatura Extraccion de cama Otros
aire

Frecuencia Los animales
Eabitua! para |nfectados seran

| a habitual para nimales separados de los
jos animales sanos sanos nimales
14 cambios de 1 vez por Eantmlas
12hs/12hs 23 C gire/h semana 5anos)

— Justificar el uso de los animales, la eleccion de la especie y el numero usado:

Debemos usar animales debido a que estamos intentando desarrollar una formulacién para
el tratamiento de la LC en humanos. Esto hace que resulte indispensable la utilizacion de un
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modelo lo mas parecido posible al humano. Los resultados obtenidos de experimentos in

vitro con frecuencia no coinciden con los obtenidos in vivo, de manera gque el reemplazo no

garantiza en absoluto el éxito del tratamiento si éste no ha sido probado en animales vivos.

Utilizaremos ratones Balb/c ya que estos animales son susceptibles a la LC inducida por

Leishmania amazonensis y desarrollan la enfermedad de una manera muy similar al

paciente humano.

Con respecto al nimero, se utilizara el nimero minimo posible para obtener una estadistica

significativa:

-Protocolo A: se utilizaran seis grupos de dos animales cada uno, mas un grupo control de

dos animales, para poder probar seis formulaciones distintas.

-Protocolo B: se utilizaran siete grupos de cinco animales cada uno para cada experimento.

Uno de los grupos servird como control, los otros seis grupos se utilizaran para probar

distintas formulaciones. Se realizaran dos experimentos por afo.

~ ¢Como determind e! tamafio minimo de la muestra?

Por la utilizacion del software accesible en el sitio Power and Sample size.com y en base a
la experiencia anterior en este mismo tipo de experimentos.

- Tipo y tamafio de las jaulas utilizadas en el proyecto, indicando cantidad de

animales alojados y su edad.

Cinco animales por jaula. Los animales sanos se mantendran separados de los animales
infectados. Se utilizaran jaulas estandar (24x17x10.5 cm: largo, ancho y alto, de acero
inoxidable). Edad de los animales: 5 semanas (adultos)/20 gr.

— Duracién del proyecto con animales(fecha de inicio y finalizacién):

Dos afios desde aproximadamente agosto de 2018 (08/2018-07/2020).

— ¢Cuenta con apoyo veterinario o técnico calificado?

No (Especifique Nombre y Apellido)
Sl x

Meédica Veterinaria Maria Celia Mora.
PROYECTO- TITULO:

“Formulaciones liposomales para el tratamiento tépico de Leishmaniasis cutanea”.
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Objetivos de los Experimentos:

El proyecto implica el estudio de la eficacia de diversas drogas incorporadas en vehiculos
adecuados para tratar la Leishmaniasis Cutanea (humana) en forma tdpica.
Se realizaran inicialmente experimentos in vitro (contra parasitos en cultivo, contra una linea
de macrofagos murinos infectados) para estudiar la eficacia leishmanicida de diversas
formulaciones.
En una segunda etapa, se utilizaran animales con el objeto de alcanzar dos objetivos
a. Estudiar la penetracion intra/transepitelial en piel de lesiones tempranas de LC. Las
muestras de piel se obtendran a partir del protocolo A.
b. Estudiar la eficacia in vivo de las diversas formulaciones en ratones que presentan
una lesion madura de LC. Para esto se utilizara el protocolo B.

Fundamentos y propésito del proyecto, sus beneficios cientificos o valor docente
previsto:

Proponemos el estudio de la penetracién y eficacia leishmanicida in vitro e in vivo de
liposomas de tamario nanomeétrico cargados con drogas potencialmente anti-Leishmania.

La Leishmaniasis es una de las seis Enfermedades Tropicales Huérfanas mas
importantes segun la Organizacion Mundial de la Salud, y es endémica en BB paises,
incluido el nuestro, en particular en las regiones del Norte de nuestro pais. Esta enfermedad
permanece categorizada como TDR |, es decir que su estatus es de emergente y fuera de
control, remarcando la necesidad de nuevas y mejores herramientas para su diagnéstico,
prevencion y tratamiento.

Hace corto tiempo se detectd la presencia del vector flebétomo (mosca de la arena)
en el note de la provincia de Cordoba (Salomon 2008), y se reporté un caso de
Leishmaniasis Cutanea (LC) autéctona en la localidad de Mendiolaza, provincia de Cérdoba
(La Voz del Interior, 2014).

Resulta imperioso el desarrollo de nuevos tratamientos debido a la escasez de
terapias adecuadas y al desinterés de las empresas farmacéuticas (Dujardin y otros 2008),
dado que se trata de una enfermedad que afecta principalmente a poblaciones rurales
pobres.

Un tratamiento tépico como el que proponemos desarrollar implica pocos efectos
adversos, mejor respuesta de los pacientes, menores costos y es mas realizable en un
ambiente rural. El desarrollo exitoso de formulaciones topicas para la LC necesita tanto la
eleccidn racional de la droga como del vehiculo

Las ventajas principales de las formulaciones liposomales de uso tdpico se deben a su
demostrada habilidad de: reducir efectos secundarios que pueden ocurrir debido a una
absorcion sistémica demasiado alta de la droga; mejorar la acumulacién de la droga en el
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sitio de administracién; incorporar facilmente una gran variedad de drogas, tanto hidrofilicas
como hidrofébicas (Romero y Morilla 2011, Schafer-Korting 2009).

Proponemos entre otras cosas estudiar la penetracion in vitro en piel de lesiones de
LC, ya que hemos observado que existen discrepancias dificiles de explicar entre la
capacidad de penetracion de formulaciones en piel humana SANA ex vivo y la capacidad
terapéutica de esas mismas formulaciones en el modelo murino in wvivo, cuando las
formulaciones son aplicadas en lesiones maduras (ulceradas). Pretendemos entender
mejor cuales son los factores que hacen que una formulacion sea terapeuticamente exitosa.
Finalmente, el modelo mas cercano a la situacion real del paciente se estudiara por la
aplicacién de las formulaciones optimizadas en un modelo murino de la enfermedad.

Procedimientos Experimentales:

a. Describa en forma breve los procedimientos experimentales que seran
realizados en los animales y con qué frecuencia. Disponibilidad o adecuacion
de los procedimientos que causen el menor dafio o sufrimiento posible.

Protocolo A: Los animales seran inoculados intradermalmente, bajo anestesia, en la base
de la cola con L. amazonensis una vez al comienzo del protocolo y se permitira que la lesion
progrese durante 3 semanas, hasta el estadio de papula. Los animales seran sacrificados y
se diseccionara un cm cuadrado de piel conteniendo la lesion para estudiar la penetracion
de las formulaciones ex vivo.

Protocolo B: Los animales seran inoculados intradermalmente, bajo anestesia, con
parasitos, una vez al comienzo del protocolo. Se permitira que la lesion progrese
durante cinco semanas hasta el estadio de ulcera. En la sexta semana se comenzaran
los tratamientos tépicos, una o dos veces al dia durante 20 dias. En nuestra experiencia
los animales no sufren distrés bajo este protocolo de trabajo.

b. En lo posible indique si existen publicaciones con referato internacional
donde elllos modelos o elllos procedimientos experimentales hayan sido
aprobados por comités de ética institucionales.

El protocolo de trabajo propuesto es de uso habitual en el area. Numerosas publicaciones
detallan protocolos iguales al propuesto. aprobados por comités de ética institucionales. Por
ejemplo,

Cristiana T. Trinconi, Juliana Q. Reimao, Adriano C. Coelho, Silvia R. B. Uliana; Efficacy of
tamaxifen and miltefosine combined therapy for cutaneous leishmaniasis in the murine
model of infection with Leishmania amazonensis. J Antimicrob Chemother 2016; 71 (5):
1314-1322. doi: 10.1093/jac/dkv495.
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c. Mencione el lugar fisico donde se llevaran a cabo las maniobras

experimentales previstas
En el bioterio del IPE-FCS.

d. Enumere las maniobras y cuidados posteriores de los procedimientos
experimentales

Observacion regular para signos de distres.

e. Mencione los métodos de apareo y crianza, incluyendo: seleccién de y
edad de los reproductores, edad de destete, etc.
Animales endocriados y destetados a los 21 dias.

PROCEDIMIENTOS A REALIZAR CON LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

1 3 Hﬂﬁlllf "\{14|-|;
Expediente N° 12.474/17

METODO = sl }
Restriccion de agua y/o alimento
Catéter, intubacion

==

Mo Ix|Z

Modificacion de conducta

Inoculacién de microorganismos X
Procedimientos de cirugia
Fracuperacic’m

E

>

studios DL50

2|

ﬁe;tﬁcciﬁn prolongada + 8 horas
Produccion de anticuerpos
onoclonales

roduccion de anticuerpos policlonales

25|

Procedimientos de cirugia
slrecuperacién |

xtraccién de sangre? | X

oma de muestras de tejidos? | X

1. En caso de respuesta afirmativa a “Extraccion de Sangre” completar:

a. Fase del procedimiento: | Punto final del experimen{u
b. Lugar de extraccion: | Del corazén
c. Cantidad a extraer: | 1 ml como maximo
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2. En caso de respuesta afirmativa a “Toma de muestras de Tejidos"” completar:

a. Fase del procedimiento:

b. Lugar de extraccion:

¢. Cantidad a extraer:

| Punto final del experimento

| Toda la lesion

| Base de la cola

iil

Administracion de drogas, toxicos, u otros durante el procedimiento experimental

|N Droga Dosis Via | Frecuencia de
o Si Administracion
1 vez al inyectar
los parasitos
Una vez al
momento del
0.025ml/10g punto final del
Anestésicos X [PeoKetamina/%xilacina f P experimento
Analgésicos | — |-
Sedantes - |-
Formulaciones liposomales
conteniendo extractos de plantas
africanas (Bombacopsis
huonopozense seed oil,
Strophanthus gralus and S.
kombe seed oils, Cinnamomum
cassia seed oil, Citrullus lanatus
eed peptide extract,
hrysophyllum albidum cotyledon
eptide extract, Cifrus aurantium
eed peptide extractt Carica
apaya seed peptide extract,
olanum furvum fruit extract,
auclea latifolia fruit extract and
lerodendrum  volubile  fruit{100 pl de Una/dos veces por
xtract) y anfotericina, miltefosinaformulacién dia durante tres
Otros bifosfonatos al 0.1-1% _ [Topica semanas
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Los animales seran Si No
eutanasiados? X

Método de eutanasia
utilizado cO2

— Elecciéon del momento de aplicacion de eutanasia como punto final del
experimento.

Se utilizaran los criterios estandar indicados por protocolos internacionales y por el
CICUAL para el caso del punto final clinico: los animales seran sacrificados en caso
de automutilacion, fiebre, anorexia, inmovilidad o presencia de otros signos de dolor
o diestrés que no puedan ser manejados por analgesia. En el caso de que los
animales no manifiesten distrés durante la sobrevida, el punto final ocurrira ocho
semanas luego de inoculado el parasito, es decir luego de tres semanas de
tratamiento.

- Disposicion de los restos:

Residuos Patolégicos X
Freezer

Incineracion

Otros

- Riesgos para el personal o para la poblacién animal del Bioterio:

El riesgo es minimo. Los parasitos no son eliminados por saliva, materia fecal ni
orina. La Gnica forma de transmision es parenteral, por contacto de mucosas o
lesiones de la piel con tejido o sangre del animal infectado o por la picadura del
vector fleb6tomo (mosca de la arena) que haya antes picado a un animal infectado.

INSTRUCCIONES PARA EL PERSONAL TECNICO DE LA FCS A CARGO DEL CUIDADO
DE LOS ANIMALES:

Animales Enfermos | | Animales Muertos | | Problemas Técnicos '
Llamar al investigador | X = Llamar al investigador | X | Llamar al investigador X
Sacrificar los animales _ Enviar al laboratorio | | Llamar al taller

Enviar al laboratorio | Enviar a incineracion | | |

10
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USO DE AGENTES PELIGROSOS:

Agente ;  Si [Ne |
Infecciosos X
Radioisétopos '
Carcinégenos
oxicos quimicos
oxicos biolégicos

Otros (especificar)

<20 0| e

|

En caso afirmativo, indicar:

r\gente Via de Volumen | Concentracién

. | administracion | final i

Leishmania amazonensis intradérmica 50 ul 2%x107 cantidad total
(M2269)

17- SUPERVISION DE LOS ANIMALES

Describir aquellas fases del procedimiento en el que se prevea que el animal puede
experimentar alteraciones del bienestar, dolor o angustia. Detallar el protocolo de
supervision que se utilizara para detectar estas alteraciones, dolor o angustia.

Se considerara punto final el momento en el que el animal presente modificaciones de
importancia de sus signos vitales y/o comportamiento que comprometan su bienestar.

Los animales seran observados diariamente en busca de signos de distrés luego de la
infeccion y al aplicar los tratamientos. Se consideraran signos de distrés: automutilacion,
fiebre, anorexia, inmovilidad o presencia de otros signos de dolor que no puedan ser
manejados por analgesia.

Inicio de la supervisién | Duracion | Frecuencia de la supervision
Inmediatamente luego de Ia 8 semanas Diaria
infeccion

El cumplimiento del presente Protocolo sera de total responsabilidad del Investigador
Responsable, asi como del Grupo involucrado.

Nombre y Apellido del Investigador Res i.como del Grupo involucrado:

Paola Andrea BAR'/FE?.
: \
"E ormyth
Docana

. , Lic. Maris Sivia Fors
WGS, MARIA VILLAGRAN :
DE ROSGRADD, IYESTIGA Facuiad de Clencias de ' Sk - UNSa




