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VISTO: La nota presentada por la Mgs. Adriana RAMON solicitando
aprobaciéon de protocolo de utilizaciéon de animales, en el proyecto denominado
“Microencapsulacion de aceite de chia para fortificar quesos de cabra’, y;

CONSIDERANDO:

Que la Mgs. Adriana RAMON, de fojas 23 a 40. presenta proyecto de
protocolo para la utilizacion de animales de experimentacion, para ser evaluado por el
Comité Institucional del Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL).

Que los investigadores responsables del proyecto, a fojas 41 a 42, presentan
correcciones del protocolo para su aprobacion.

Que el Comité, a fojas 43, emite dictamen aprobando el mencionado
proyecto.

POR ELLO: en uso de las atribuciones que le son propias y en virtud de lo
aconsejado por la Comisiéon de Docencia, Investigacion y Disciplina, de este Cuerpo, en
Despacho N° 86/18;

El CONSEJO DIRECTIVO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
(En Sesién Ordinaria N° 05/18, del 24/04/18)
RESUELVE

ARTICULO 1°: Aprobar el protocolo de utilizacion de animales para experimentacion en la
ejecucion del proyecto de investigacién denominado: “Microencapsulacion de aceite de
Chia para fortificar quesos de cabra’; presentado por la Mgs. Adriana RAMON, Dra.
Marisa RIVAS, Lic. Enzo GONCALVEZ, y Lic. Noelia PAZ, el que como Anexo | forma parte
de la presente resolucion.

ARTICULO 2° Hagase saber y remitase copia a: Investigadores responsables del proyecto,
Comite Instituciong] para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio, y siga a Direccion
Administrativa A?{adémi de 7{ta Facultad a sus efectos.
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ANEXO |
PROTOCOLO DE UTILIZACION DE ANIMALES DE EXPERIMENTACION
Instituto de Patologia Experimental- CONICET
Facultad de Ciencias de la Salud
Universidad Nacional de Salta
Fecha de presentacion: 19 de febrero de 2018.
Titulo del Trabajo: Microencapsulacién de aceite de chia para fortificar quesos de cabra.
Investigadores Responsables: Adriana Ramoén, Enzo Goncalvez de Oliveira, Noelia
Fernanda Paz y Marisa Rivas.
Lugar de Trabajo: Bioterio de la Facultad de Ciencias de la Salud. Universidad Nacional de
Salta.
Teléfono Laboral:4258635

Email: ramon@unsa.edu.ar, eqgoncalvez@unsa.edu.ar

Solicita este aval para la presentacién de:

Beca
X Tesis
X Proyecto de Investigacion
Docencia

Otros(Especificar)
¢Cuenta con capacitacion para el trabajo con animales de experimentacion?

Equipo de trabajo:
Con Capacitacion: Enzo Goncalvez de Oliveira, Noelia Paz;

Sin Capacitacion: Marisa Rivas; Adriana Ramén

(no invalida la aprobacién del
No protocolo)
(adjuntar certificado)

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

VITRO

Declaracion de métodos alternativos

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

En nuestro grupo de trabajo se han estudiado el efecto hipolipemiante de palta y del
malonilaldehido (MDA) sobre las lipoproteinas plasmaticas en ratas, pero no se evalud aun
los omegas 3. Ademas, no se encontro bibliografias que respalden el efecto del acido alfa
linolénico (omega 3) proveniente del aceite de chia incorporado a un queso de cabra en el
perfil lipidico en sangre.

Indicar el motivo por el cual no se plantea aplicar métodos alternativos al

procedimiento propuesto:

[El procedimiento propuesto es un método alternativo ‘

No existe método alternativo al procedimiento | X

Existen métodos alternativos, pero no estan |

validados

Otros motivos: (Especificar en detalle) i

Justificar con bibliografia

Abilés J., Ramén, A.N., Moratalla, G., Pérez-Abud, R., Morén Jiménez J., Ayala A. (2009)
Efectos del consumo de aceites termo-oxidados sobre la peroxidacién lipidica en animales
de laboratorio. Nutr. Hosp. 24(4):473-478.

Jemil, |I., Abdelhedi, O., Nasri, R., Mora, L., Marrekchi, R., Jamoussi, K., EIFeki, A., Hajji, M.,
Toldra, F., Nasri, M. (2016). Hypolipidemic, antiobesity and cardioprotective effects of
fermented protein hydrolysates from sardinelle (Sardinellaaurita) in high-fat and fructose diet
fed Wistar rats. LifeScience, S0024-3205, 30422-2.
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Marineli, R. da S. etal. (2015) «Chia (Salvia hispanica L.) enhances HSP, PGC-1??
expressions and improves glucose tolerance in diet-induced obese rats», Nutrition. doi:
10.1016/j.nut.2014.11.009

Poudyal, H. etal. (2013) «Effects of ALA, EPA and DHA in high-carbohydrate, high-fat
diet-induced metabolic syndrome in rats», Journal of Nutritional Biochemistry. Elsevier Inc.,
24(6), pp. 1041-1052. doi: 10.1016/j.jnutbio.2012.07.014

Suarez, C. etal. (2012) «Dietas ricas en grasa y composicion corporal a lo largo de dos
generaciones. Estudio experimental», Endocrinologia y Nutricion, 59(4), pp. 232-238. doi:
10.1016/j.endonu.2012.01.001.

En caso de tratarse de pequefios roedores de laboratorio (rata/raton/hamster/gerbil), indicar
su condicidon microbiolégica (convencionales/ libres de patogenos especificos).Debe
adjuntar el perfil sanitario de los animales.

Condicion microbiolégica de los ratones: (Se adjunta)

Animales de Experimentacion

Especie Cepa Edad Sexo [N°de animales usados

anualmente

R attusW istar
10 semanas [Macho [20 animales

norvegicus [Endocriadas

Lugar donde se obtienen los animales utilizados para la experimentacion (los
Proyectos):
Servicio de Animales de Laboratorio, Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad

Nacional de La Plata.
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Condiciones del Bioterio
C i ¢ | o Extraccion de Otr o s
luz/oscuridad | Temperatura faire Cambio de cama (Humedad)
1 vez /Isemana, 2
10-14 veces si fuera
12 hs. 23 +1°C recambios/hora necesario. 53+2%

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

El desarrollo de productos alimenticios con propiedades funcionales implica una serie de
dificultades tales como: dosificacion del ingrediente funcional, modalidad de incorporacion al
alimento y modificaciones de sabores. Los compuestos con actividad bioloégica pueden
alterarse debido a reaccion de oxidacion, degradacion por pH, temperatura o luz, perdiendo
asi su funcionalidad. La tecnologia de microencapsulaciéon mejora la vida util de las
sustancias bioactivas cuando se incorporan a productos alimenticios.

Para evaluar el efecto de estos alimentos sobre la salud se debe realizar estudios con
evidencias cientificas, para luego poder informar al consumidor de manera clara a fin de no
inducir errores o confusiones sobre ellos.

Esta validacion se puede realizar mediante estudios que determinen la capacidad bilégica
del producto funcional in vitro (condicién de digestion simulada) e in vivo (con animales de
laboratorios). No se cuenta con bibliografia en modelos animales que evidencien el efecto
del acido graso alfa linolénico adicionado a un queso en el metabolismo luego de la
digestion y absorcién de este omega 3.

En Argentina no se ha reglamentado la validacion de los alimentos funcionales. En Europa
para poder denominar a un producto “funcional innovador”, se debe cumplir con los
requerimientos establecidos en el Reglamento 1924/2006, sobre alegaciones nutricionales y
declaraciones de propiedades saludables. A partir del mismo se desarrolla el procedimiento

de aprobacién de los “health claims” por parte de la Comision Europea. Las solicitudes de



Universidad Nacional de Salta

] 2l FACULTAD DE CIENCIAS DE LA SALUD
AT AV. BOLIVIA 5150 — A4408FVY SALTA
phoT) REPUBLICA ARGENTINA

RS
STty [ B TELEF. (0387) 4255404/330/332
3 ’ TELEF. FAX (0387) 4255456

RESOLUCION -CD- N° 3 5 5— 1 8

” O PAN, -
salta, ¢ J MAY 2018
Expediente N° 12.048/18
ANEXO |

autorizacién de declaraciones especificas sobre propiedades saludables deben prepararse y
presentarse siguiendo criterios administrativos, juridicos, técnicos y cientificos muy
exigentes. Por ello la importancia de comprobar el efecto hipolipemiante del omega 3
incorporado a un alimento, como es el queso, para poder a futuro hacer una alegacién de
salud sobre el beneficio para la poblacion.
Se evaluara el efecto hipolipemiante de quesos de cabra con adicién de aceite de chia a
diferentes concentraciones administrado dentro de una alimentacion equilibrada a animales
de laboratorio. Se elaboraran las dietas, que seran presentadas en forma de polvo
compacto al animal en recipientes de vidrio con una capacidad de 50 ml. Para tener una
mayor homogeneidad y disminuir la variabilidad biolégica en los grupos, se utilizaran 20
ratas Wistar machos de la misma edad (a fin de evitar la influencia hormonal generada en
las hembras). Los animales seran estratificados segun pesos iniciales y luego aleatorizados
en 5 grupos. El estudio se realizara en dos etapas, organizado de la siguiente manera:
Etapa 1: _

Grupo 1: Dieta control con requerimiento normal

Grupo 2: Dieta hipergrasa

Grupo 3: Dieta hipergrasa

Grupo 4: Dieta hipergrasa

Grupo 5: Dieta hipergrasa
Etapa 2: _

Grupo 1: Dieta control con requerimiento normal

Grupo 2: Dieta control con requerimiento normal luego de dieta hipergrasa

Grupo 3: Dieta con queso de cabra sin adicion aceite de chia microencapsulado.

Grupo 4: Dieta con queso de cabra adicionado aceite de chia microencapsulado al 4 %.

Grupo 5: Dieta con queso de cabra adicionado aceite de chia microencapsulado al 8 %.
Los animales se colocaran en jaulas y se mantendran en el bioterio de la Facultad de

Ciencias de la Salud, bajo condiciones de humedad (55 + 2%), luz (artificial de 8 a.m. a 8
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p.m.) y temperatura (23 + 1 °C) controladas. Al inicio de la experiencia, al finalizar la etapa
1y 2, se efectuaran extracciones de sangre por corte de cola, para realizar determinaciones
bioguimicas de glucemia, Colesterol Total (CT), Lipoproteinas de Alta Densidad, (HDL),
Lipoproteinas de Baja Densidad (LDL), Triglicéridos (TG), Transaminasa Glutamico Piruvica
(GPT) y Transaminasa Glutamico Oxalacética (GOT) con analizador automatico A — 15 de
Biosystems, por técnicas enzimaticas, con controles de calidad externos en el Centro de
Educacién Médica e Investigacion Clinica “Norberto Quierno” (CEMIC) de la Ciudad
Autonoma de Buenos Aires, mediante el ProgBA sobre preparacién de muestras y
esquemas de control externos.

También se tomara muestra de tejido hepatico, adiposo blanco y tejido muscular esquelético
al finalizar la etapa 1 en 4 ratas y concluido el experimento a las restantes a fin de estudiar
peroxisoma prolifector activado del receptor (PPAR). Dentro del mismo se encuentra 3
isotipos: PPAR o, PPAR /3 y PPAR vy. Estos regulan procesos metabdlicos especificos. Los
PPAR modulan genes que regulan el balance de energia, homeostasis de glucosa,
metabolismo de los triglicéridos y lipoproteina, sintesis de acidos grasos, oxidacion,
almacenamiento, proliferaciéon celular, inflamacién y funcién del tejido vascular; por lo que
contribuye a la patogenia de enfermedades metabdlicas como obesidad, sindrome

metabdlico, dislipemias, diabetes, higado graso no alcohélico y arterosclerosis.

La eleccidn de la especie se debe a que la misma presenta las siguientes ventajas:

e Como mamifero, tiene procesos bioquimicos similares al hombre.

e Tiempos generacionales cortos, facilitando la obtencién de resultados.

e Gran adaptabilidad a la vida en los bioterios, lo que permite controlar las variables
ambientales en las experiencias.

e Facilidad de cuidado, manejo y mantenimiento respecto a otras especies.

e Comparte con el hombre el privilegio de ser la especie de mamifero mejor estudiada

desde el punto de vista genético.
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e Tienen mayor tamafio que el raton, lo que permite tomar una cantidad suficiente de

muestras de sangre para las determinaciones.

Costamagna M.S., Zampini |.C., Alberto M.R., Cuello S., Torres S., Pérez J., Quispe C.,
SchmedaHirschmann G., Isla M.Jl. (2016) Polyphenols rich fraction from
Geoffroeadecorticans fruits flour affects key enzymes involved in metabolic syndrome,
oxidative stress and inflammatory process. FoodChemistry 190, 392-402.

¢Como determiné el tamafno minimo de la muestra?

El numero de animales usados se planted en base a revisiones bibliograficas.

Abilés J., Ramén, A.N., Moratalla, G., Pérez-Abud, R., Morén Jiménez J., Ayala A. (2009)
Efectos del consumo de aceites termo-oxidados sobre la peroxidacion lipidica en animales
de laboratorio. Nutr. Hosp. 24(4):473-478.

Marineli, R. da S. et al. (2015) «Chia (Salvia hispanica L.) enhances HSP, PGC-1
expressions and improves glucose tolerance in diet-induced obese rats», Nutrition. doi:
10.1016/j.nut.2014.11.009.

Poudyal, H. et al. (2013) «Effects of ALA, EPA and DHA in high-carbohydrate, high-fat
diet-induced metabolic syndrome in rats», Journal of Nutritional Biochemistry. Elsevier Inc.,
24(6), pp. 1041-1052. doi: 10.1016/j.jnutbio.2012.07.014.

Tipo y tamano de las jaulas utilizadas en el proyecto, indicando cantidad de animales
alojados y su edad.

Se emplearan 20 jaula de policarbonato de 40 x 30 cm. Se alojara un animal por jaula. Se
comenzara la experiencia cuando los mismos tengan 10 semanas de vida.

Duracion del proyecto con animales(fecha de inicio vy finalizacion):

120 dias.

Fecha de inicio:20 de febrero de 2018

Fecha de finalizacién:20 de junio de 2018
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¢Cuenta con soporte veterinario o técnico calificado?

No
X ' Si

Veterinaria: Maria Celia Mora

Ademas, se cuenta con la colaboracién de un estudiante avanzado de la carrera
Licenciatura en Biologia que cumple funciones como becario de Formacion en el Bioterio.
PROYECTO- TITULO:

Microencapsulacion de aceite de chia (Salvia hispanica L.) para fortificar queso de
leche de cabra.

Objetivos de los Experimentos:

El objetivo general de este experimento sera estudiar el efecto del queso a base de leche de
cabra, adicionado con aceite de chia microencapsulado, sobre los parametros fisiologicos

en un modelo experimental con dislipemia inducida por manipulacion dietaria.

Fundamentos y propdsito del proyecto, sus beneficios cientificos o valor docente

previsto:

Los cambios observados en los ultimos afios en el perfil de los consumidores y en sus
habitos alimenticios impulsé a las industrias de alimentos, a elaborar productos saludables,
destinados a satisfacer necesidades de personas sanas, que tengan efectos protectores
sobre el organismo y eviten posibles enfermedades, sobre todo las cronicas no trasmisibles
(ECNT) (Alfonso Valenzuela y Sanhueza, 2009). Estas explican mas del 60% de las
muertes en Argentina, relacionadas directamente con el estilo de vida y especificamente la
alimentacion (Ministerio de Salud, 2011). Entre los componentes que tienen efectos

benéficos y contribuyen a prevenir las ECNT se encuentran los acidos grasos esenciales
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omega 3 (AG w-3) (acido: eicosapentaenoico, docosahexanoico y a linolénico) y omega 6
(acido linoleico y araquidonico) (Alfonso Valenzuela y Sanhueza, 2009); (Coronado Herrera,
Salvador Vega, Rey Gutiérrez, Garcia Fernandez, y Diaz Gonzalez, 2006). Los primeros
poseen propiedades antiinflamatorias, antiarritmicas y antitrombéticas, ademas, en conjunto
con los omega 6 reducen los niveles de colesterol total y mejoran la relacion HDL y LDL
colesterol (Rodriguez, De Bonis, Gonzalez Posada, Torres, Pérez, Dominguez, Lorenzo, y
Hernandez, 1997); (FAO, 2013), y deben ser aportados por la dieta ya que el organismo no
los puede sintetizar.

Procedimientos Experimentales:

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

Durante el tiempo que dure la experimentacion, los animales seran sometidos a dietas
experimentales ad /ibitum.

Los requerimientos nutricionales de los roedores fueron establecidos por el Instituto
Americano de Nutricion, denominado AIN 93 y los valores correspondientes se
observan en Anexo |. Asi mismo se brindard mezclas de vitaminas y minerales
establecidas especificamente para estos animales.

Diariamente se controlara agua y comida. Se mantendra un registro de consumo diario
de alimentos.

Como se mencioné anteriormente, los animales se dividiran mediante estratificacion y
aleatorizacion en 5 grupos (Tabla 1), uno de estos recibira dieta normal (control), en los
otros se les dara una alimentacion que permita obtener un modelo experimental de

dislipemia a través de la administracion de una solucion de fructosa al 20 % en

10
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reemplazo del agua de bebida y la incorporacién de grasa de origen bovino al 30 %
como fuente de acidos grasos saturados a su régimen alimentario. Al cabo de 3 meses,
a los grupos con dislipemias inducido se les administrara dietas que contendran queso
de cabra con adicién de 0, 4 y 8 % de microcapsulas de aceite de chia. Los dos ultimos
son fuentes de acidos grasos alfa linolénico (omega 3).
Los requerimientos nutricionales de proteinas, carbohidratos y lipidos se cubrirdn con
caseinato, almidén de maiz y aceite de soja respectivamente, a los que se les incorporara
las mezclas de minerales y vitaminas.
En la Tabla 2 se describe la composiciébn de macronutrientes de los quesos que se
emplearan en los ensayos en la segunda etapa.

Tabla 1 Grupos de ratas y distribucion de las dietas que se administraran

Grupo | Etapa1: primeros 90 dias ' Etapa 2: del dia 91 al 120
1 Dieta control ' Dieta control

2 Dieta hipergrasa Dieta control

3 Dieta hipergrasa Dieta 1

4 Dieta hipergrasa Dieta 2

5 Dieta hipergrasa - Dieta 3

Tabla 2 Composicién de Proteinas y Grasas de los quesos de cabra (g 100 g -1)

Nutriente | Queso Patron = Quesocon4 %de | Queso con 4 % de
‘ |
\

s i (9) . microcapsulas con | microcapsulas con

% | aceite de chia (g) l aceite de chia (g)
Proteinas | 25 ‘ 19 18
Grasas | 27 | 29 31

En la Tabla 3 se describe la composicién de la dieta control, la dieta hiperlipemiante (rica en

grasa) y en la Tabla 4 las dietas 1, 2 y 3 donde se cubrira los requerimientos de grasa con el

11
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queso y los demas nutrientes se complementaran con almidon de maiz, caseinato de
calcio, mix de minerales y vitaminas.
Se realizara monitoreo de peso cada semana, se utilizara una balanza marca KERN EG/EW
de 1000 gramos de capacidad. La rata sera colocada en un inmovilizador péra proceder a la
toma de peso.

Tabla 3 Composicion de las dietas control y rica en grasa empleadas para las ratas

Nutriente ‘ Dieta Control AIN 93 (g) Dieta rica en grasa (g) ]
Proteinas ’ 12,8 12,8 ‘
Grasas 9,7 30
‘ Hidratos de Carbono ’ 775 67,2 i
Mineral Mix AIN 93 M 35 35 |
Vitamin Mix 1,0 1,0 ,
L-cistyne \ 1.8 1.8 |
Choline Bitartrate | 25 25
T-butyl- hydroguinone 0,008 0,008 |
Tabla 4 Composicion de Iias dietas con queso de cabra empleadas para las rataé
' Nutriente | Dieta 1 Dieta 2 ] Dieta 3 |
Queso de cabra Queso de cabra con 4 | Queso de cabra con 8
‘ Patrén % de microcapsulas % de microcapsulas
‘ con aceite de chia con aceite de chia
j Composicié | Agrega Composicié | Agrega | Composicié | Agrega |
; n(gen r(g) n(gen r(g) n(gen r(9)
‘ 512g | 3344g | . 31299
: i queso) | queso) | | queso)
Proteinas 1; 9 | 38 | 635 6,44* ‘ 5.6 I 7,16*
Grasas | 9,7 0 97 | 0 | 9.7 0 |

12
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Nutriente | Dieta 1 Dieta 2 [ Dieta 3 \
Hidratos de | 0 [ 77.5% 0 775 0 775
Carbono i | ' ‘
Mineral Mix Y [ 35 | - 35
AIN93M |
Vitamin Mix ] - r 1,0 - 1.0 % - | 1,0
Lcisyne | - 18 - | 18 | - | 18
Choline - 25 - | 25 | - | 25
 Bitartrate | | |
“T-buty- | T 0008 i 0,008 | - | 0008

\ hydroquinon |

| €

*Caseinato de calcio

**Almidon de maiz

Procedimientos que se realizaran a los animales: _

La extraccion de sangre se realiza mediante los siguientes pasos:

Se colocara a los animales durante 15 minutos bajo lampara.

Se anestesiara al animal con isofluorano inhalatorio.

Se sumergira la cola en agua a 40 °C durante 5 minutos.

Se aplicara etanol al 70 % sobre la cola y se secara.

Se realizara un corte en biselar a 0,5 cm del extremo de la cola para obtener la sangre.
Se aplicara presion suave y se recogera la sangre en tubo de hemadlisis con heparina.

Se aplicara agua oxigenada a la herida.

©®© N O Ok~ ODN S

Finalmente, se realizara una presién suave con torunda estéril para evitar el sangrado.
¥4 o

/ f of En suero se determinara:

L e CT

[S—
(%]
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e LDL
e TG
e Glucemia
e GOT
e GPT

Estos procedimientos se realizaran:

Dia O: previo al comienzo del tratamiento.

Dia 90: posterior al tratamiento con la dieta rica en grasas.

Dia 120: posterior al tratamiento con las dietas a base de queso de leche de cabra
microencapsulado con aceite de chiaal 0, 4y 8 %.

Luego del tratamiento de la etapa 1 se seleccionara al azar 4 ratas para sacrificarlas
mediante eutanasia a fin de tomar muestra de tejido hepatico, adiposo blanco y tejido
muscular esquelético que seran congelados con el objetivo de realizar el estudio de
actividad de genes. Este mismo procedimiento se realizara al finalizar la
experimentacion a las demas ratas. Se estudiara peroxisoma prolifector activado del
receptor

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.

Marineli et al., 2015 estudiaron a la chia (Salvia hispanica L.) como mejorar las expresiones
de HSP, PGC-1a y la tolerancia a la glucosa en ratas obesas inducidas por dieta. Trabajo
fue aprobado por la Comisién de Etica en el Uso de Animales (CEUA /UNICAMP, protocolo
no. 2936-1) de la Universidad de Campinas Brasil.

Poudyal et al., 2013 estudiaron los efectos de ALA, EPA y DHA en sindrome metabdlico

inducido por la dieta con alto contenido de carbohidratos y grasas en ratas. El estudio fue

14
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aprobado por el Comités de Etica de Experimentacion con Animal de la Universidad de
Queensland y de la Universidad del Sur de Queensland bajo las directrices de la Salud
Nacional y Consejo de Investigacion Médica de Australia.
c) Mencione el lugar fisico donde se llevaran a cabo las maniobras experimentales
previstas
Se llevaran a cabo en el bioterio, en seccién de trabajo
d) Enumere las maniobras y cuidados posteriores de los procedimientos
experimentales
Luego de la extraccién de sangre de la cola se aplicara agua oxigenada en la herida con
una torunda de algodoén realizando hemostasia con leve presion hasta que finalice el
sangrado. Finalmente, después de las maniobras, el animal vuelve a su jaula.
e) Mencione los métodos de apareo y crianza, incluyendo: seleccién de y edad de
los reproductores, edad de destete, etc.
No corresponde
PROCEDIMIENTOS A REALIZAR CON LOS ANIMALES DE EXPERIMENTACION:

T

METODO sl 'NO
Restriccion de agua y/o alimento j | X _}
Catéter, intubacién ; | x
Modificacién de conducta | x E
Inoculacién de microorganismos | x |
Procedimientos de cirugia | X j
c/recuperacion ‘ % |
Estudios DL50 i [ x j
Restriccién prolongada + 8 horas L X
Produccion de anticuerpos | | x i
monoclonales - |
Produccioén de anticuerpos policlonales X !
Procedimientos de cirugia ,
s/recuperacién ; ?

Extraccién de sangre? X

Toma de muestras de tejidos?2
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1. En caso de respuesta afirmativa a “Extraccion de Sangre” completar:

Se colocara en una jaula con viruta y una lampara para calentar la cola durante 15 minutos,
luego se aplicara anestesia por inhalacion (isofluorane), se colocara en un dispositivo de
inmovilizaciéon adaptado para la rata, adecuado para la especie, se lavara la cola de
cualquier resto de heces u orina y se aplicara etanol al 70% dejandolo evaporar. Se situara
la cola sobre una superficie plana y limpia y cortara perpendicularmente con una hoja estéril
de bisturi. Se cambiara la hoja del bisturi entre animales. Se aplicara una suave presion

proximalmente al corte y recogera la sangre en tubos de hemolisis con heparina.

a. Fase del procedimiento: LAl final de cada
. tratamiento (tres veces)
b. Lugar de extraccion: En la vena caudal
c. Cantidad a extraer: 1,5 ml
2. En caso de respuesta afirmativa a “Toma de muestras de Tejidos” completar:

| A 4 ratas al concluir etapa
| 1 del ensayo y a las demas
l | concluidas la
:

[WY)

. Fase del procedimiento:

| experimentacion.

' Tejido hepatico, adiposo
' blanco y tejido muscular
|_esquelético

. Cantidad a extraer: ' 2a5gramos

b. Muestra de tejido a extraer:

[¢]

Administracion de drogas, téxicos, u otras sustancias durante el procedimiento

experimental

16
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S| [NO Droga Dosis Via Frecuencia de
Administracion
200 I/l de 1 vez durante cada

Anestésicos | x Isofluranojcamara Inhalacién lextraccion de sangre.
Analgésicos X
Sedantes X
Otros

Los animales seran .

eutanasiados? Si X No
Método de eutanasia La eutanasia se realizara en camaras con liberacion
utilizado gradual de diéxido de carbono

Eleccion del momento de aplicacion de eutanasia como punto final del experimento.

Los animales después de la administracion de dieta rica en grasas habran desarrollado

dislipemia. Los cambios inducidos por las dietas a base de queso de cabra con

microcapsulas de aceite de chia podran confirmarse luego del ultimo analisis del perfil lipido.

Disposicion de los restos:

Residuos Patologicos

Freezer

Incineracion

Otros

Riesgos para el personal o para la poblaciéon animal del Bioterio:

INSTRUCCIONES PARA EL PERSONAL TECNICO DE LA FCS A CARGOO DEL
CUIDADO DE LOS ANIMALES:
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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 aincineracién | |

USO DE AGENTES PELIGROSOS:

Agente Si | No |
Infecciosos 4 X |
Radiois6topos X
Carcinégenos | X
Toxicos quimicos x|
Toxicos biolégicos | X

i

|

O t r o s
especificar) |
En caso afirmativo, indicar:

Agente Via de administracion ' Volumen final Concentracion

L I
(Agregue las filas que sean necesarias)

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 o0 angustia.

Se considerara punto final el momento cuando el animal presente modificaciones
importantes de sus signos vitales y/o comportamiento que comprometan su bienestar. Se
preve que los procedimientos que se realizara seran de categoria leve a moderada debido a
que se aplicara una dieta modifica que cubre las necesidades de proteinas, minerales y

vitaminas, pero si alta en hidratos de carbono simples y grasa, por lo que se prevé que no

18
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cause manifestaciones clinicas severa, si una moderada dislipemia (hipertrigliceridemia e
hipercolesterolemia). La extraccién de sangre sera menor al 10 % del volumen circulante y
se realizara 3 veces durante la experimentacion (al inicio, 90 dias después y al final del
procedimiento). Previo a la extraccién de sangre se retirara la alimentacion por 10 horas.
Durante toda la experimentacion se tendra presente la Rat Grimace Scale del National
Centre for the Replacement, Refinement and Reduction of Animals in Research
Si por algun motivo lo animales presentan alteraciones importantes de sus signos vitales y/o

comportamientos de su bienestar se considerara como punto final.

Procedimiento Inicio de la | Duracié | Frecuencia de la supervisiéon
. supervision | n

Todos los dias se observara para
detectar modificaciones en el
comportamiento de los animales,
registrando si se observa
comportamientos anormales.

Aplicacion de dieta Desdeeldia0 | 90 dias
hipergrasa y rica en |
hidratos de carbono
simples

|
|
|
\
|

Ayuno previo a la | A las 23 horas | 10 horas | Desde las 8 de la mafiana del dia de
extraccion de sangre | del dia previo a la extracciébn y mientras dura el
. la extraccion proceso de extraccién de sangre.

de la extraccién extraccion  de realizaré cada 2 horas luego de la

Recuperacion  luego | Desde la | 24 horas | Desde la extraccién de sangre se
|
sangre | extraccion de sangre

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

Nombre y Apellido del Investigador Responsable, asi como del Grupo involucrado:
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