CICUAL- UNT

COMITE INSTITUCIONAL PARA CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO

San Miguel de Tucuman, 14 de Agosto de 2019

Dra.
Nancy Roxana Vera
Presente

Ref. Protocolo de Investigacion: 012/18

De nuestra mayor consideracion:

Tenemos el agrado de dirigirnos a Usted con el
fin de informarle que el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Universidad Nacional de Tucuméan (CICUAL-UNT) ha aprobado la
realizacion del proyecto de investigacion en referencia.

Este comité aprueba la versién 2 del Formulario
con el protocolo experimental del proyecto Bioprospeccién de moléculas con
potencial terapetitico a partir fuentes naturales de composicion quimica compleja,

enviada por Usted con fecha 12/09/18 ppdo.

Este documento aprobado debera ser usado
para conducir la investigacion en el ambito de la UNT. Se adjunta dictamen.

Sin otro particular, saludamos a Usted

atentamente.

{au o)

(‘} [ cicuaL - UNT

Buenos Aires 288 — San Miguel de Tucuman — Tucuman — e-mail: cicual-unt@ct.unt.edu.ar




CICUAL- UNT
COMITE INSTITUCIONAL PARA CUIDADO Y USO DE ANIMALES DE LABORATORIO

Dictamen

A los catorce dias del mes de Agosto del afio 2019, el Comité Institucional
de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio de la Universidad Nacional
de Tucuman (CICUAL-UNT) realiz6 la evaluacion del protocolo de
investigacion N2 012/18, titulado “Bioprospeccion de moléculas con
potencial terapeititico a partir fuentes naturales de composicion

quimica compleja” y que fuera presentado por la Dra. Nancy Roxana Vera

Luego de un exhaustivo anlisis de los antecedentes del protocolo de
investigacion, el CICUAL -UNT considera que el desarrollo del proyecto de
investigacion se ajusta a las normas nacionales e internacionales vigentes
para el cuidado y uso de animales de laboratorio. Los documentos

aprobados deben ser usados para conducir la investigacion.

Por lo tanto, el Comité Institucional de Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio de la Universidad Nacional de Tucuman, decide la aprobacién
de la version corregida del proyecto de investigacion mencionado, por

unanimidad.

Se firma la presente acta de conformidad por parte de los miembros
presentes, sirviendo la presente como notificacién suficiente de los

interesados.

T K\'@% Seprtr

Buenos Aires 288 — San Miguel de Tucuman — Tucuman — e-mail: cicual-unt@ct.unt.edu.ar




PROTOCOLO 012/2018-CICUAL-UNT-----—-——-Aprobado Agosto 2019

COMITE INSTITUCIONAL DE CUIDADO Y USO DE
ANIMALES DE LABORATORIO
CICUAL — UNT

Formulario para la evaluacion de actividades en investigacion, transferencia y/o docencia que
involucre el manejo de animales de laboratorio

IMPORTANTE:

Este formulario tiene cardcter de declaracion jurada, y debera ser completado en todos sus
puntos, presentado en la Secretaria de Ciencia, Arte e Innovaciéon Tecnolégica de la UNT
(SCAYT), y aprobado por el CICUAL-UNT como condicion indispensable para la aprobacion de
todo protocolo que involucre el uso de animales de experimentacion (esto incluye servicios,
docencia, estudios pilotos, trabajos de tesis y tesinas de la Secretaria de Posgrado, llamados a
concurso de becas, Illamados a proyectos del MINCyT u otra entidad oficial que asi lo
requiera, etc).

Su uso debera cumplir los siguientes requisitos:

1. Se presentara en forma impresa en la Secretaria de Ciencia, Arte e Innovacion
Tecnoldgica de la UNT, acompanado del correspondiente proyecto que avale los datos
volcados en la planilla.

2. Una copia completa de la documentacidon presentada debera ser remitida en
formato digital a: cicual-unt@ct.unt.edu.ar

1-DATOS DEL INVESTIGADOR/PROFESOR RESPONSABLE:

Laboratorio, Servicio / Asignatura, Carrera, Facultad: Catedra de Farmacoquimica, Instituto de
Estudios Farmacoldgicos Dr. Sampietro, Facultad de Bioquimica Quimica y Farmacia. UNT.
Nombre y Apellido : Dra. Nancy Roxana Vera

Lugar de Trabajo: Instituto de Estudios Farmacolégicos Dr. Antonio Sampietro, Facultad de
Bioquimica Quimica y Farmacia. UNT.

Cargo / Funcidn: Profesor Titular Full time

Teléfono Particular: (381) 4247752 int: 7072

Teléfono Celular: (381) 4414977

e-mail: veranr@gmail.com; nrvera@fbgf.unt.edu.ar



mailto:cicual-unt@ct.unt.edu.ar
mailto:veranr@gmail.com
mailto:nrvera@fbqf.unt.edu.ar

Nombre del Responsable alternativo del Proyecto: Dr. Marcos Adrian Reynoso

email del Responsable alternativo del Proyecto: mareynosofbqf@ hotmail.com
2- DATOS DEL PROYECTO

Titulo del Proyecto /Nombre de la Asignatura, Carrera, Facultad:

Bioprospeccion de moléculas con potencial terapéutico a partir fuentes naturales de
composicidon quimica compleja

Obijetivos del Proyecto / Asignatura:

1) Caracterizar, separar, purificar e identificar los constituyentes presentes en los extractos y/o
fracciones que justifiquen las propiedades bioldgicas validadas cientificamente por nuestro
grupo de trabajo.

2) Biodirigir el aislamiento quimico de los productos naturales mencionados en el objetivo
especifico 1, teniendo en cuenta las propiedades farmacoldgicas de los extractos demostradas
por nuestro grupo de trabajo (actividad analgésica, antiinflamatoria, antitusiva, expectorante,
diurética e inhibidora de la ECA).

3) Evaluar la inocuidad o toxicidad con modelos animales de los productos naturales
mencionados en el objetivo especifico 1.

4) Iniciar el disefio y preparacion de formulaciones tépicas.

Duracion del Experimento: 3 afios

Fecha probable de inicio: 01/01 /2019

Organismo/s financiadores: Agencia

Investigador/es Responsable/s ante el CICUAL: Dra. Nancy Vera — Dr. Marcos Reynoso_

Solicita este aval para la presentacién de:

Beca

Tesis

Proyecto de Investigacion
Docencia

Otros (Especificar)

(N

-Si eligio docencia solo completar los puntos 3, 4, 5, 6,7, 8

3- INTEGRANTES QUE PARTICIPAN EN EL PROYECTO DE INVESTIGACION / INTEGRANTES DE LA
ASIGNATURA QUE PARTICIPAN EN EL DICTADO DE TRABAJOS PRACTICOS CON ANIMALES:

‘ Nombre y Apellido ‘ Lugar de Trabajo | Cargo/Funcién ‘ Categoria* ‘ Firma
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Dra. Nancy Roxana | Catedra de | Prof. Asociado | A-B
Vera Farmacoquimica, full-time
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Dr. Marcos Adrian | Catedra de | JTP -|A-B
Reynoso Farmacodinamia, semidedicacidn
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Esp. Isabel Patricia | Catedra de | JTP -/ B
Rojas Farmacoquimica, semidedicacion
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Mag. Maria Elizabeth | Catedra de | JTP -/ B
Balderrama Coca Farmacoquimica, semidedicacion
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Mag. Nancy L. Correa | Catedra de | JTP -/ B
Toxicologia Facultad | semidedicacion
de Bioquimica (UNT)
Farm. Josefina | Catedra de | Aux. de 1°|B
Villagra Farmacoquimica, categoria
Facultad de | Dedicacién
Bioguimica (UNT) simple
Lic. Yanina | Catedra de | Tesista B
Brodkiewics Farmacoquimica,
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Farm. Rodrigo | Catedra de | Tesista B
Mettola Farmacoquimica,
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Médica  Veterinaria | Catedra de | Investigador B
Lucia Marcinkevicius Farmacoquimica,
Facultad de
Bioquimica (UNT)
Biog. Myrna Sader Catedra de | Investigador B
Farmacoquimica,
Facultad de
Bioquimica (UNT)

*Categoria segun el anexo Il del Reglamento CICUAL-UNT, “Guia de Educacién y entrenamiento
de las personas que trabajan con animales de laboratorio”, de la Federacidn Europea de
Asociaciones de Ciencia de animales de laboratorio (FELASA).

3



El investigador responsable debera acreditar formacion en el uso y cuidado de los animales de
experimentacion, acreditando ante el CICUAL-UNT categoria C o mas alta.

El investigador responsable se compromete a garantizar el respeto de las normas de
tratamiento humanitario de animales de laboratorio por parte de los integrantes del equipo,
incluyendo la supervisidn cercana del trabajo en animales de los integrantes sin formacion
previa en el tema.

4- IDENTIFICACION DE LOS ANIMALES REQUERIDOS (Completar y/o Indicar con x lo correcto):

Especie: Rattus norvegicus — lINEA WISTAN.........cceveieeceeirentieciecreeee et e eesre et srn s aeneesseanes
LO0=Y o 1= T VAV 1) =Y
SEX0: MAChO Y/0 HEMDBI@.....uiviecee ettt et sttt e st aaen et seens

Edad 0 PE50:..200 @ 350 F.ucoeeeeeeieeeireisetereiieeete et et ee e aer e e sre st steeteaerees e sbenate e shesbesnensaeraeraenenns

Origen de los animales:

Granja |:|

Criadero |:|
Bioterio X|:|
Produccién propia |:|
Otro:

Tipo de contencion utilizada para el transporte
Jaula X|:|

Caja
Canil
Gatil
Trailer
Camiodn

Tipo de transporte:
Privado
Oficial

OO0 DOood

Duracion del transporte:
Menos de 2 horas
De 2 a 6 horas
Mas de 6 horas

Distancia recorrida:
Menos de 50 km
De 50 a 100 km

De 100 a 400 km

I



Mas de 400 km []

Densidad de transporte (anNiMales POr M2): ..o oieeereeee ettt esae e e s s s s s sesenas
Tiempo de adaptacion a las instalaciones experimentales previo al inicio de la experiencia: ...de
= AT o g - o = SRS SPRTRPSTS

5- JUSTIFICAR EL USO DEL MODELO ANIMAL FRENTE A METODOS ALTERNATIVOS IN VITRO
considerando las 3R (Reduccion del niumero de animales, Refinamiento de la técnica vy
Reemplazo de animales por otras técnicas)

¢Consideré otras alternativas a los procedimientos que puedan causar dolor o sufrimiento que
no sean leves o momentaneos? siX_.] o No[]

Especificar:

Si se buscaron alternativas a los procedimientos que pueden causar dolor o sufrimiento, sin encontrar
técnicas in-vitro que reemplacen o reproduzcan los ensayos para el analisis de drogas antinociceptivas,
diuréticas, antitusivas y expectorantes.

En cuanto a las pruebas de actividad antinflamatoria existen ensayos in vitro para evaluar inhibicién de
enzimas proinflamatorias, que nos permitirian reducir el nUmero de animales a utilizar durante el
screenig de potenciales drogas antiinflamatorias. Sin embargo, los ensayos con animales de
experimentacién resultan imprescindibles para la validacion de efectos farmacolégicos, dado que nos
permite medir eficacia y seguridad.

6- ALOJAMIENTO DE LOS ANIMALES DURANTE EL DESARROLLO DEL PROTOCOLO
EXPERIMENTAL (Marcar con una x lo que corresponda):

a) Tipo de alojamiento: Transitorio (0-24 hs) |:| Prolongado (mayor a 48 hs) X|:|

b) Lugar del alojamiento (indicar direccién):

Bioterio X
Laboratorio |:|
Habitacién |:|

Otro (especificar) |:|
Comparte el animal la habitacién con otras especies? Si |:| o No.. X|:|
Especificar tamafo de habitacidn y n2 de jaulas por habitacién:
Habitacién de 16 m?, 20 jaulas x habitacion

c) Condiciones de mantenimiento de los animales durante el desarrollo del protocolo de
trabajo (completar si serd por periodo prolongado):

Tipo de habitaculo (caja, jaula, canil, etc) Jaula

Tamafo del habitaculo 40cm x 30 cm x 20 cm
Densidad por habitaculo (m?/animal) 4 animales x jaula
Descripcion del habitaculo Jaula metalica con patas




Tipo de Cama (viruta, base de alambre, u otro)
Ventilacidn (Inyeccién/Extraccién)?

Temperatura (indicar rango)

Mecanismo de regulacién y/o control de temperatura que usara
[luminacidn: especificar tipo luz usada

Fotoperiodo luz- oscuridad

y badejas removible

Base de alambre

Inyeccidn / extraccion de
aire

23+1°C

Aire acondicionado

Luz artificial fluorecente

12-12hs

Tipo de alimento (balanceado, dieta formulada, otro)

Alimento estandar para
roedores, obtenido de
fuente comercial

Racionamiento de dieta/dia/animal:

Ad libitum

Agua de bebida (Ad libitum, restringida, otro):

Ad libitum

d) Especificar las condiciones de alojamiento, mantenimiento, alimentacién, cuidados

veterinarios, etc. Describalas:

Los animales fueron obtenidos del Bioterio del Instituto Superior de Investigaciones

Biolégicas (INSIBIO), Facultad de Bioquimica, Quimica y Farmacia. Los animales fueron

mantenidos bajo normas establecidas de humedad, temperatura (25 + 1°C), ciclos de luz (12

horas) y oscuridad (12 horas), y acceso libre al alimento y al agua. Fueron alimentadas con

una dieta estandar para roedores provista por la Asociacion de Cooperativas Argentinas-

SENASA N° 2706. La médica veterinaria integrante del proyecto

para valorar el estado de salud de los animales.

7- PROCEDIMIENTO:

Total de Animales empleado (Indique con numeros) 250
Numero de grupos experimentales

Numero de animales por grupo experimental

a) Tipo de procedimiento: Terminal X|:| Crdnico |:|

realizara visitas periodicas

Agudo X|:|

b) Procedimientos invasivos Si X|:| No |:|

En caso afirmativo especifique




Tipo: Administracion de drogas por via intraperitoneal, subplantar, subcutanea y tépica.

DUIACION: B 0,5 @ 6 NSuuuuiiiiiiiie ettt sttt et e e st et eete seveennnestesebeensbesnnes

Frecuencia: 1 x semana.......ccccceeeevverenen.

Efectos clinicos esperados: respuesta a estimulos dolorosos, inflamatortios, tusigenos y
estimulantes de diuresis.

c) Diseio experimental (marcar con una X lo que corresponda):
Método

Restriccidn de alimento

Restriccién de agua

Procedimiento de cirugia ¢/ recuperacién del animal
Procedimiento de cirugia s/ recuperacion del animal

Catéter, intubacion

Modificacidn de la conducta

Restriccién de movimiento por mas de 4 hs

Inoculacidon de microorganismos

Estudios de DL50

Toxicidad Aguda

Toxicidad Subcrénica

Toxicidad Crdnica

Produccién de anticuerpos monoclonales

Produccién de anticuerpos policlonales

Extraccion de sangre c/recuperacion del animal**

Extraccion de sangre s/recuperacion del animal

Extraccion tejidos/drganos/ (total o parcial) c/recuperacion***
Extraccion tejidos/érganos/ (total o parcial) s/recuperacién X[ ]

OSSO0

CI

0000

** En caso de respuesta afirmativa completar:

a- Fase o etapa del Protocolo experimental:
b- Sitio anatdmico de la toma de muestra:
c- Cantidad a extraer (ml):

*** En caso de respuesta afirmativa completar:

a- Fase o etapa del Protocolo experimental:
b- Tejido a extraer:
c- Cantidad de tejido a extraer (g):

Anexo: Extraccion de sangre
Anexo: Técnicas obtencion e inoculacion de muestras

Si se basd en otra fuente de informacidn especifique:



Describa en forma breve los procedimientos experimentales que serdn realizados en los
animales y con qué frecuencia:

ACTIVIDAD ANTINOCICEPTIVA:

Para evaluar el efecto antinociceptivo de nuevos farmacos, se utilizaran tres modelos
experimentales: Ensayo de la formalina, ensayo de la inmersiéon de la cola y contorsiones
abdominales inducidas por acido acético.

El test de la formalina estd validado por multiples estudios reuniendo ademas la mayor parte
de los requerimientos éticos, lo que hace del mismo un modelo animal de dolor muy utilizado
en investigacion. Para el ensayo se administra, por via oral, las drogas de referencia y los
extractos a estudiar y después de treinta minutos de iniciado el tratamiento se inyecta en la
pata trasera de cada animal 50 pl de una solucidn de formalina al 2,5 %, observandose durante
treinta minutos una serie de respuestas dolorosas. El modelo es facilmente cuantificable,
cronometrando el tiempo en que el animal se lamid la pata inyectada, como méxima respuesta
de dolor (Gorzalczany et al 2011).

El test de inmersion de la cola, es probablemente el modelo de analgesiometria mas
universalmente utilizado y constituye un reflejo espinal. La técnica consiste en la inmersion de
3 cm del extremo de la cola de la rata en un bano de agua termostatizado, a una temperatura
de 55 * 0,59C. Se registra con un crondmetro el “tiempo de reaccién”, o sea el tiempo que
tarda el animal en retirar la cola del bafio (Aydin et al 1999 y Daud et al 2006).

En el test de las contorciones abdominales, el dolor es inducido mediante la inyeccidn de una
solucién de 4acido acético (0,75 %, 0,1 ml/10 g de peso corporal) en la cavidad peritoneal. Los
animales son colocados en una caja de plastico transparente para su observacion. El resultado
de este experimento se mide mediante el nimero de retorcijones contados durante una
observacién continua de 20 minutos, después de 5 minutos de realizada la inyeccidn de acido
acético (Zimmerman, M., 1983).

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA IN VIVO

La actividad antiinflamatoria serd evaluada mediante dos modelos biolégicos de inflamacién
(aguday cronica).

TEST DE INDUCCION DEL EDEMA CON CARRAGENINA: Este test es utilizado para evaluar la
actividad antiinflamatoria en un modelo de inflamacién aguda. El edema sera inducido con una
inyeccion de carragenina (0,1 ml al 1,5 %) en la regién subplantar de la pata derecha de las
ratas y se evalua al animal durante 5 horas (Winter et al 1962).

GRANULOMA INDUCIDO POR DISCOS DE ALGODON: Para inducir la Inflamacién crénica en
ratas, discos de algoddn de 20 £ 1 mg de peso son implantados subcutdneamente y de manera
bilateral en la regidon escapular de cada animal, previa induccién de la anestesia con
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isofluorano, luego se sutura la herida y se realiza prevencién de la sepsis posquirdrgica
mediante la aplicacidn tépica de iodopovidona.

Los animales son distribuidos en grupos y reciben durante siete dias consecutivos por via oral:
las drogas a ensayar. Luego de 24 de la ultima administracién los animales son sacrificados en
camara de CO; vy se realiza la extraccion de los granulomas formados y el timo de cada animal
(Pingsusaen et al 2015).

Actividad ANTITUSIVA

La actividad antitusiva se investiga en un clasico modelo de tos inducida por solucién de
amoniaco y de acido citrico. Los extractos y las drogas de referencias son administrados por via
oral en una dosis diaria, durante 3 dias. Después de 30 minutos de la ultima administracion
oral, cada rata se coloca en una cdmara de vidrio y es expuesta a 0,3 ml de una solucidn del
agente tusigeno durante 45 segundos. El animal es retirado de la cdmara y monitoreado
durante 6 minutos. La frecuencia de la tos y su periodo de latencia son registrados durante
dicho periodo (Liu et al., 2009 y Shang et al., 2010).

ACTIVIDAD EXPECTORANTE

En este ensayo farmacoldgico, se utiliza el método de coloracion con rojo fenol de la secrecidn
traqueobronquial en ratas. Los tratamientos son llevados a cabo por via oral en una dosis
diaria, durante 3 dias. Después de 30 minutos de la Ultima administracion oral, se inyeca por
via intraperitoneal rojo fenol al 5% en solucidn salina (500 mg / kg). Pasado los 30 minutos de
la administracién del colorante se sacrifican los animales con una sobredosis de ketamina y se
procede a la diseccion de las traqueas. La excrecion de rojo de fenol del contenido traqueal se
determina mediante una curva estandar de calibracién de rojo fenol (Liu et al., 2009).

ACTIVIDAD DIURETICA AGUDA

Las muestras se administraran por via oral. Cada animal es colocado en las jaulas metabdlicas,
24 h antes del inicio del experimento para la adaptacion

Los animales se dividen en grupos. Las muestras de orina se recogen después de 5 h'y 24 h del
tratamiento. Después de medir el volumen urinario, las muestras se filtran y, se almacenan a
-20 °C para el andlisis de los electrolitos.

ESTUDIO DE TOXICIDAD AGUDA:

La toxicidad aguda se lleva a cabo en ratas Wistar, distribuidas aleatoriamente en grupos de 5
animales cada uno. Los animales tienen libre acceso al agua y al alimento y son observados
por periodos de 2, 4, 6, 24 y 48 horas luego de la administracién de las muestras en una Unica
dosis supraterapéutica por via oral. Para analizar los cambios que podrian experimentar los
animales durante este periodo de intoxicacidn aguda se realizan observaciones macroscdpicas
directas que permiten poner en evidencia modificaciones que se pueden presentar en el
pelaje, ojos, mucosas, respiracién, comportamiento, peso y sobrevida al final del periodo
experimental. A las 48 horas los animales son sacrificados bajo anestesia (inyeccion
intraperitoneal de ketamina) y se realiza el andlisis macroscépico de los 6rganos (Daud et al.,
2010).




ESTUDIO DE TOXICIDAD SUB-CRONICA:

Las ratas son tratadas, via oral, durante 13 semanas con las drogas a ensayar. Las ratas tienen
libre acceso al agua y al alimento.

Se registran lecturas iniciales y semanales de sus pesos para evaluar la ganancia o pérdida del
mismo. Al final de las 13 semanas del ensayo, todos los animales se anestesian con una
inyeccion intraperitoneal de Ketamina / Acepromacina, las muestras de sangre se recogieron a
través de puncién cardiaca y son transferidas a tubos heparinizados y no heparinizados para su
analisis bioquimico y hematoldgico respectivamente. Las ratas son sacrificadas con sobredosis
de ketamina y se disecan pulmdn, bazo, corazén, higado, pancreas y rifiones. Los érganos son
observados macroscépicamente in situ, basdandose en la posicién, color, forma, tamafio, peso y
consistencia y reservados para su posterior analisis microscépico (Mukinda y Syce, 2007).

TOXICIDAD DERMICA AGUDA Y SUBAGUDA

OECD, 2017. OECD Guideline for Testing of Chemicals: Acute Dermal Toxicity-Fixed Dose
Procedure (No.402).

La piel en el area dorsal tordcica de las ratas se rasura bajo anestesia general con ketamina (50
mg / kg) usando una maquinilla eléctrica, seguido de afeitado manual con hoja de afeitar. De
acuerdo con los lineamientos 402 de la OCDE, no menos del 10% de la superficie corporal fue
despejada para la aplicacion de la sustancia de prueba. El extracto se aplicé al area del dorso. El
producto a ensayar se administra a animales individuales de manera secuencial con dos
animales utilizados en cualquier nivel de dosis seleccionado en el estudio principal. En general,
si se requiere un estudio de toxicidad cutanea aguda porque no se aplican los criterios de
exencion, la toxicidad cutdnea aguda esperada probablemente sera desconocida o alta (por
ejemplo, LD50 <200 mg / kg de peso corporal). Cuando no hay informacion o es insuficiente
sobre el producto a ensayar, se recomienda un estudio de busqueda de rango de dosis con 1
animal a una dosis inicial de 200 mg / kg de peso corporal para minimizar el uso de animales y
optimizar el diseio del estudio (ver flujo del Anexo 2 tabla para estudio de busqueda de rango).
Segun el resultado del estudio de busqueda de rango, el estudio principal se puede realizar con
2 animales adicionales para confirmar el resultado de la clasificacidn, siguiendo el
procedimiento descrito en el diagrama de flujo del Anexo 2 para el estudio principal. Este
enfoque esta respaldado por una evaluacion biométrica (Mielke et al., 2017) que se realizd
para comparar varios disefios de estudio con sus respectivas predicciones de clasificacion. Esto
es para garantizar la confianza en el disefio de estudio recomendado donde solo se necesitan
dos animales en el estudio principal para generar la clasificacién correcta.

Se permitird un periodo de al menos 48 horas entre las pruebas de cada animal, aunque esto
dependera del inicio, la duracién y la gravedad de los signos toxicos. El tratamiento de los
animales en el siguiente nivel de dosis debe retrasarse hasta que uno esté seguro de la
supervivencia de los animales dosificados previamente. Todos los animales deben observarse
normalmente durante al menos 14 dias.

Detalle: grupos de experimentacion, cantidad de animales por grupo, tipo de disefio (al azar,
cruzado, etc.). Describa en detalle el procedimiento incluyendo la siguiente informacion, Tipo de
inmovilizacién utilizada (fisica, quimica, método, duracion), procedimientos no invasivos, si los tuviese
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(tipo, duracion, frecuencia, efectos clinicos esperados), procedimientos invasivos, si los tuviese (tipo,
duracion, frecuencia, efectos clinicos esperados), privaciones, si las tuviese (tipo, duracion,
frecuencia, efectos clinicos esperados), administracién de agentes quimicos y/o biolégicos
(agente, dosis, via de administracion, frecuencia, efectos clinicos esperados), manejo post operatorio y
otra/s maniobra/s que no estdn comprendidas en los items  anteriores 'y considere importante
aclarar).

8-ADMINISTRACION DE AGENTES QUIMICOS Y/O BIOLOGICOS DURANTE EL DESARROLLO DEL
PROTOCOLO EXPERIMENTAL (Completar donde corresponda):

Nombre Dosis Via de administracion | Frecuencia

Pentobarbital sédico 40 mg/Kg Intraperitoneal 1vez
Anestésicos Difenilhidantoina sodica | 5 mg/kg

. Ibuprofeno 100 mg/kg Via oral 1xdia

Analgésicos Morfina 1 mg/kg

Ketamina 50 mg/kg - 2,5 mg/kg Intraperitoneal 1vez
Sedantes Acepromacina
Sustancia a | Productos naturales 200 a 1000 mg/kg Via oral / 1 x dia
estudiar Intraperitoneal/tdpica

1- Formalina 1-50 pl solucién de 1- Subcutanea Unica vez
Agentes 2- Acido acético formalina al 2,5 % 2- Intraperitoneal
quimico 3- carragenina 2-0,1ml/10¢g 3- Subcutdnea

3-0,1 mlal 1,5%

Disco de algoddn 20 mg Subcutanea Unica vez

Otros

9- PUNTO FINAL HUMANITARIO: Indique los criterios a emplear

a- Eutanasia: Sl X|:| NO |:|

Si su respuesta fue afirmativa indique el método empleado y el responsable/s de realizar el
procedimiento de eutanasia:

El método empleado serd camara de CO; o Euthanyle (pentobarbital sédico/difenilhidantoina
sodica)

Responsables:

Méd. Vet. Lucia Marcinkevicius

Dra. Nancy Vera

Dr. Marcos Adrian Reynoso

b- Residuos Patoldgicos |:|
Freezer X (luego son retirados por la empresa 9 de Julio)
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Incineraciéon  [_]
Otros
c- Destino de los animales N0 somMetidos @ @UTANASIA: ..eeeeeeeeeeeeee ettt

10- EXISTE RIESGO POTENCIAL:  SI X[ | NO []

En caso afirmativo indique:

a) Elriesgo afecta: al Personal X [ Animales [ AmbienteX []
b) Tipo de riesgo: Quimico X[ Bioldgico x[] Radiactivo [J Cancerigeno
O

Otros [ (detalle)

Indique que medidas de proteccion deben tomarse para la salud de los trabajadores

‘Medidas de bioseguiridad generales:

- Uso de delantal

- Uso de guantes, barbijo, cofia y antiparras de seguridad
- Vacuna antitetanica

- No trabajar nunca solo

- Uso de desinfectantes para lugar de trabajo
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Mukinda J.T. and Syce J.A., 2007. Acute and chronic toxicity of the aqueous extract of Artemisia
afra in rodents. Journal of Ethnopharmacology. 112, 138-144.

OECD, 2017. OECD Guideline for Testing of Chemicals: Acute Dermal Toxicity-Fixed Dose
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Shang, J.H., Cai, X.H., Zhao, Y.L.,, Feng, T.,, Luo, X.D. (2010) Pharmacological evaluation of
Alstoniascholaris: Anti-tussive, anti-asthmatic and expectorant activities. Journal of
Ethnopharmacology, 129, 293-98.

Winter, C.A., Risley, E.A., Nuss, G.W., 1962. Carrageenan-induced edema in hind paw of the rats
as an assay of anti-inflammatory drugs. Proc. Soc. Exp. Biol. Med. 3, 544-547.

Zimmerman, M., 1983. Ethical guidelines for investigations on experimental pain in conscious
animals. Pain 16, 109

La persona que firma en calidad de investigador responsable de este procedimiento, informa
qgue: ha leido y completado este formulario y se compromete a cumplir y conducir su protocolo
de investigacion de acuerdo con los principios éticos que de caracter humanitario que se
requieren en el uso de animales de experimentacién. De igual forma se compromete a educar al
personal a su cargo y exigirles el respeto de estos principios asi como los aspectos relativos al
cuidado y uso de animales de laboratorio que se manifiestan en la Guia para el Cuidado y Uso
de Animales de Laboratorio (National Research Council. Octava Edicion. National Academies
Press, Washington DC, 2011 y/o Directiva de la Unién Europea 2010). Para animales de
produccion se debera seguir la “Guide for the Care and Use of Agricultural Animals in
Agricultural Research and Teaching (Federation of Animal Science Societies, Third Edition, 2010).
Declara que cualquier modificacion realizada al presente protocolo serd remitida al CICUAL-UNT
para su revision antes de su aplicacion.

Este formulario tiene cardcter de Declaracion Jurada y su violacion conllevard la aplicacion de

sanciones. El CICUAL-UNT podra concurrir a los bioterios correspondientes para corroborar
que se cumpla con las condiciones declaradas en este formulario.

Firma
Aclaracion
DNI

Lugar y fecha

Informe del CICUAL-UNT
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Los formularios aprobados mantendran su validez mientras no haya cambios en el proyecto
correspondiente. En caso de haber modificaciones, éstas deberdn ser informadas al CICUAL-
UNT antes de su aplicacion.

PARA USO DEL CICUAL-UNT

Titulo del Proyecto:

Dirigido por:

Aprobado para su realizacién: SI [ NO [J

Remitir para su correccion: st [ NO [

Fecha:

*Comentarios:

Miembros del CICUAL-UNT FIRMAS
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