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Ciudad de México a 23 dejulio de 2019

Dr. Jorge Alberto Barrios Paydn .
Coordinador del CICUAL
Presente -

En respuesta al oficio No. CICUAL-179-19, adjunto constancia de asistencia a Congreso
como producto derivado del proyecto con registro CINVA-FNU-1180-14/16-1, adjunto la
constancia de comunicacién oral intitulado “A Ganoderma Ilucidum extract derived from
mexican genetic resources and its effects on lipid metabolism gene expression and liver fatty
acid composition” presentada en el Congre,sq E\xperimental Biology, Boston, 2015. También se
adjunta [a publicacién del abstract publicadg en la revista FASEB Journal, vol. 29 no. 1
Supplement 271.4. , .
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A Ganoderma lucidum extract derived from
Mexican genetic resources and its effect on
lipid metabolism gene expression and liver
fatty acid composition .

Maria Meneses-Alvarez1, Daniel Martinez-Carreral, Porfirio Morales?,
Mercedes Soball, Teodoro Bernabéz, Omar Granados-Portillo2, Nimbe Torres2
and Armando Tovar2 - . : ’

Ve 4y

Author Affiliations

Abstract
&

The medicinal mushroom Ganoderma lucidum (Gl) provides diverse health -~
benefits, however, strains from Mexican origin have not yet been studied. The aim
of the present work was to study the effect of the consumption of a standardized
Gl extract in mice fed a high colesterol diet on the expreséiﬁn‘of genes involved in
fatty acid and colesterol metabolism in the liver, as Well as the impact on liver lipid
concentration and fatty acid composition. Mice were fed 20% casein (AIN93G) diet,
with and without cholasterol (0.5%) and supplemented with a low and high dose of
Gl extract. Mice fed with high dose of Gl extract in the diet gained less body
weight than mice fed control diet or low dose Gl extract and high colesterol diet.
Consumption of Gl extract significantly reduced hepatic and serum cholesterol and
triglycerides concentration compared to high cholesterol group. These effects were
associated with a significant reduction of expression of lipogenic genes (SREBP1,
FAS, ACC) as well genes involved in reverse cholestero! transport (ABCGS, ABCGS)
in the liver. The consumption of Gl extract modified the fatty acid composition in
liver. Mice fed with Gl extract showed a decrease of SFA, while an intrease of MUFA
and PUFA, as compared to mice fed with high cholesterol diet. Our data showed
that the Gl extract effectively reguiates lipid metabolism through the‘presehce of
bioactive compounds helping to prevent the actumulatibn of hepatic lipids. This
work was supported by CONACYT
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Hypocholesterolemic Properties and Prebiotic
Effects of Mexican Ganoderma lucidum in
C57BL/6 Mice

Maria E. Meneses', Daniel Martinez-Carrera*, Nimbe Torres®, Ménica Sanchez-Tapia®,
Miriam Aguilar-Lépez®, Porfirio Morales?, Mercedes Sobal?, Teodoro Bernabé?;
Helios Escudero®, Omar Granados-Portillo®, Armando R. Tovar®#

1 CONACYT-Colegio de Postgraduados, Campus Puebla, Puebla, Puebla, México, 2 Biotecnologia de
Hongos Comestibles, Funcionales y Medicinales, Colegio de Postgraduados (CP), Campus Puebla, Puebla,
Puebla, México, 3 Departamento de Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran (INCMNSZ), Ciudad de México, México

* dearrera @ colpos.mx.(DMC); tovar.ar@gmail.com (ART)

NN

Abstract | )

Edible and medicinal mushrooms contain bioactive compounds with promising effects on
several cardiovascular risk biomarkers. However, strains of Ganoderma lucidum of Mexi-
can origin have not yet been studied. Standardized extracts of G. Jucidum (G/) were given to
C57BL/6 mice fed a high-cholesterol diet compared with the drug simvastatin. The effects
of the extracts on‘:serum biochemical parameters, liver lipid content, cholesterol metabo-
lism, and the compoéitib”h of gut microbiota were assessed. Acetylsalicylic acid (10 mM)
added to the cultivation substrate modulated \'properties of Gl extracts obtained from mature
basidiomata. Compared to the high-cholesterol diet group, the consumption of G/ extracts
significantly reduced total serum cholesterol (by 19.2% to 27.1%), LDL-C (by 4.5% to
35.1%), triglyceride concentration (by 16.3% to 46.6%), hepatic cholesterol (by 28.7% to
52%) and hepatic triglycerides (by 43.8% to 56.6%). These effects were associated with a
significant reduction in the expression of lipogenic genes (Hmgcr, Srebpic, Fasn, and
Acaca) and genes involved in reverse cholesterol transport (Abcg5 and Abcgs), as well as
an increase in Ldlr gene expression in the liver. No significant changes were observed in
the gene expression of Srebp2, Abcal or Cyp7al. In several cases, G/-1 or GI-2 extracts
showed better effects on lipid metabolism than the drug simvastatin. A proposed mecha-
nism of action for the reduction in cholesterol levels is mediated by a-glucans and B-glucans
from G/, which promoted decreased absorption of cholesterof in the gut, as well as greater
excretion of fecal bile acids and cholesterol. The prebiotic effects of G/-1 and GJ-2 exiracts

_modulated the composition of gut microbiota and produced an increase in the Lactobacilla-
ceae famify and Lactobacillus genus level compared to the control group, high-cholesterol

diet group and group supplemented with simvastatin. Mexican genetic resources of G/ rep-
resent a new source of bioactive compounds showing hypocholesterolemic properties and
prebiotic effects.

PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0159631  July 20, 2016
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“2019. Afo del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

Ciudad de Mexico a 11 de julio de 20192 0 1 9

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN No. Oficio CICUAL-179-19

DR. ARMANDO TOVAR PALACI® <
l?epartamento de Fisiologia de la Nutricién
resente. Vs ‘

—

Eétima’c’jb Dr. Tovar:

El motivo de este oficio es relacionado a su proyecto con registro
CINVA-FNU-1180-14/16-1, J‘ntituflta*db: “LO0S HONGOS COMESTIBLES Y LA SALUD:
EFECTO DE LOS EXTRACTOS ESTANDARIZADOS DE GANODERMA LUCIDUM
EN EL METABOLISMO DE LIiPIDOS Y ESTRES OXIDATIVO IN VIVO”, con el fin de
cumplir con la normatividad de Transparencia e integrar expedientes completos a la
plataforma . Sistema de Portales de Obligaciones de Transparencia (SIPOT) a la
brevedad, le solicitamos la siguiénte infé“rmacién:

L

1. Producto derivado del proyecto (éoh”étancia de asistencl:ianaa congreso)

Ed -

Le pedimos que nos haga entrega de la informacion a mas tardar 31 de julio de 2019,

para reportarlo en los avances del mes de agosto.

Sin mas por el momento guedo de usted.

]
o f

| //\

Atergtamente,

\
2, —

s

N Dr_Jorge Alberto Barrios Payan
Coordinador del CICUAL

Avenida Vasco de

Quiroga No. 15 c.c.p. MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Colonia Belisario JABP/bdr

Dominguez Seccién XV

Delegacién Tlalpan

Cédigo Postal 14080

Ciudad de México

Tel. (52-55)54870900

www.incmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México'Cd. Mx., a 28 de febrero del 2019

LA N

Dra. Norma Bobadilla Sandova
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales
Presente

Estimada Dra. Norma BobadiHa;\

N

Anexo’ a la preéente, le hago llegar el informe técnico final del proyecto de
investigacion a mi cargo titulado “Los hohgos comestibles y la salud: Efecto de
los extractos estandarizados de Ganoderma lucidum en el metabolismo de
lipidos y estrés oxidativo in"\’/i\‘/o”,i"con registro FNU-1180-14/16-1, el cual ha

L

concluido.

F

Sin mas por él momento, aprovecho para enviarle un cordial saludo y agradezco
enormemente las facilidades brindadas por la CINVA, y el bioterio del Instituto para

la realizacion de este proyecto de investigacion.

0. Fisiologia de la Nutricién

ES

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVi
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd., Mx a 28 de febrero de 2019

Informe técnico final del proyecto: “Los hongos comestibles y la salud: Efecto
de los extractos estandarizados de Ganoderma Iucidiim en el metabolismo de
lipidos y estrés oxidativo in vivo” con registro FNU-1180-14/16-1

Los productos derivados del.proyecto son:
l. Articulos publicados

“‘Hypocholesterolemic Properties and Prebiotic Effects of Mexican Ganoderma
lucidum in. C57BL/6 Mice”. 2016. PLoS ONE 11(7): 0159631,
doi:10.1371/journal.pone.0159631.

Il. Comunicacién en congresos o™

“A Ganoderma lucidum extract derived from Mexican genetic resources and its effect
on lipid metabolism gene expression and liver fatty acid composition”.

Congreso: Experimental Biology 2015. Boston,

Publicado en: The FASEB journal vol.29 no.1 Supplement 271.4

Print ISSN: 0892-6638; Online ISSN: 1530-6860

ll. Resultados obtenidos

Los resultados del proyecto demostraron que la suplementacion de extractos
estandarizados del hongo medicinal Ganoderma lucidum en la dieta de roedores de
la cepa C57BL6 por 42 dias tuvo efectos claros sobre el metabolismo de lipidos. Se
observé que los roedores alimentados con una dieta alta en colesterol (0.5%) y
suplementada con extractos de G. lucidum disminuyeron 27% y 48% las

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario

Dominguez Seccién XVi
Delegacidén Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900 1
WWWw.incmnsz.mx
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INSTITUTO.NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ve

concentraciones de colesterol en suero e higado, respectivamente. Ademas,
disminuyé 32% y 49% las concentraciones de triglicéridos en suero e higado,
respectivamente, en comparacion con los alimentados con una dieta alta en
colesterol (0.5%) pero sin suplementar con los extractos. En este estudio, el analisis
de nutrigenomica demostré una menor expresion de genes lipogénicos (HMGCoA
(3-hydroxy-3-methyl-g|utaryi-boA reductase), SREPB1 (Sterol Regulatory Element-
Binding. Protein 1), FAS (Fatty acid synthase), ACC (Acetyl-CoA carboxylase) y los
relacionados con el transporte reverso de colesterol (ABCG5 (ATP-binding cassette,
sub-family G, member 5), ABCG8 ATP-binding cassette, sub-family G, member 8).
‘Por otra parte, se observé que los extractos estandarizados de G. lucidum crean un
perfil favorable en la microbiota (aumento en las especies de Bacteroidetes,
Lactobacillus, Actinobacterias, Bificlobacterias y disminucién en la especie de
Firmicutes), lo cual esta estrechamente relacionado de fanera inversa con el
desarrollo de SMgt‘y ECV )

Atentamente,

Dr. ando fbvar Palacio
Depto. Fisiologia de la Nutricion

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVi
Delegaciéon Tlalpan
Coédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd.AI\//lx,, a 28 de febrero del 2019

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
Loordinadora de la CINVA
Presente

Estimada Dra. Bobadilla: s
Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo: “Los hongos comestibles y la salud:
Efecto de los extractos estandarizados de Ganoderma lucidum en el metabolismo de lipidos y estrés

oxidativo in vivd”, con registro CINVA: FNU-1180-14/16-1, debido a que el protocoloe ha concluido.

i

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

&

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccidn XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWW.IinCcmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

“2019. Afio del Caudillo de Sur, Emifiano Zapata”

México Cd., Mx a 21 de febrero de 2019.

. No. Oficio CICUAL-099-19

Estimado Dr. Tovar.;

Por este conducto le informo que su proyecto intitulado: “LOS HONGOS
COMESTIBLES Y LA SALUD: EFECTO DE LOS EXTRACTOS ESTANDARIZADOS
DE GANODERMA LUCIDUM EN EL METABOLISMO DE LiPIDOS Y ESTRES
OXIDATIVO IN VIVO”, con registro FNU-1180-14/16-1 finalizé en noviembre 2018. Por
lo que, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el proyecto requerira una
prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar al CICUAL el periodo de extensiéon que
solicita y de requerir un mayor nimero de animales especificar y justificar como se
utilizaran y los procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos.
En caso de no requerir una prérroga favor de llenar el formato de cierre del proyecto que
se anexa a la presente (en.hoja membretada e impresa) y adjunte los siguientes
documentos indispensables para la conclusion del proyecto:

1. Encaso de no requerir prorroga-se necesita que entreg‘ue el: Formato de cierre
2. Informe final ¢
3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,

capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted..

P
LI
!
4

Atentamente,

Qr ' N 2015 122535
; 2 INVEST. EXPERIVENTAL Y
BIOTER:O

- N é/) ’\(i)é: | :»
INST. NAL. CIENCIAS MEDIC A8
Y NUTRUCION INCMYN °2.2.

| e

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia-Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
www.incmnsz.mx

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

NABS/nom




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

México, D. F., a 19 de noviembre de 2015

Ve gy

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales
Presente. ~

7~~~ REF: CINVA-1180 FNU-1180-15/16-1
Estimada Dra. Norma Bobadilla: ‘ .

Con respecto.a la solicitud de realizar la correccion observada en la evaluacion del
proyecto “Los hongos comestibles~y la salud: efecto de los extractos
estandarizados de Ganoderma lucidum en el metabolismo y estrés oxidativo in
vivo” le hemos realizado la siguiente correccion al protocolo_en el sistema Latis y
en el FAEP. . )

1. Se constatara la muerte de los animales por accion del CO2 con los siguientes
criterios:

Se evaluara de manera visual el estado de inconciencia con la pérdida total de
reflejos palpebral y corneal y el tiempo de llenado capilar.

Sin mas por el momento quedo de usted.

5

‘Aten/tamvente,

[ & NETTE T
@ é" NSTiY UTO A E;Cf@.{mm

% .ﬁ e
\ 2 WEDICAS v e o SNCIAS)
| SALVADOR * zyganh

. A
Dr. Armando Roberto Tovar Palacio, |Jefe

Depto. Fisiologia de la Nutricion
| DEPAR
o Ya
Avenida Vasco de e
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVi
Delegacion Tlalpan
Cddigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WWwWw.incmnsz.mx
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Presente.

&

Estimado Dr. Tovar.:

Habiendo analizado deta

ACL&({

2015, Afio del Generalisimo José Maria Morelos y Pavon™

-‘I\/léxioo, D. 'F., a 13 de noviembre de 2015.

r. Armaneo- Roberto-Fovar Palacio
Yeptor Fisiologiade la Nutr|C|on d

REF: CINVA-1180 FNU-1180-15/16-1

DIRECCIO \$\/
INVEST " OE
lladamentes _

estigacion Experimental titulado:

“Los hongos comestibles y la salud: efecto de los extractos estandarizados de
Ganoderma lucidum en el metabollsmo y estrés oxidativo in vivo”

Este comité ha dictaminado APROBARLO CON UNA OBSERVACION a partir de esta fecha.

1.

En relacion a la constatacion de la:muerte de los animales por accion del CO2 es

importante sumar la pérdida de reflejos.palpebral y corneal, el tiempo de llenado
capilar, esta informacion debe ser adicionada en el protocolo y en el FAEP.

Es importante que las correcciones las hagan en el Sistema de Latis y envie una carta especificando

la respuesta a cada punto solicitado.

La respuesta al

comité y el protocolo modificado en el

sistema Latis debera entregarse en forma impresa 'y el pdf por via electrénica a los correos:

norma.bobadillas@incmnsz.mx y nayelort@hotmail.com.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamenie,

Dra. Ndrma A. Bobadilla

&

ndoval

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion
renida VascoMi¥.Z Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

Jiroga No. 15
ylonia Belisario
yminguez Seccion XVI
:legacidn Tlalpan
ydigo Postal 14080
. $xico, Distrito Federal
I. (52)54870900
ww.incmnsz.mxX
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No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO: FNU-1180- 14/16 1

Fecha de registro del Protocolo:

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

Titulo del Protocolo:
Los hongos comestibles y la saludr

efecto de los extractos estandarizados de

Ganoderma lucidum en el metabolismo de |lpld0$ y estrés oxidativo in vivo

Propuesta: X a) Nueva

b) Renovacion

c) Segundé Revision

Investigador Responsable del Proygbfé.

Nombre del Investigador Titular

Dr. Armando Roberto Tovar Palacio

Institucién de Adscripcidn

Instituto Nacional de Ciencias Meédicas y
Nutricion Salvador Zubiran

Departamento de Adscripcién

Fisiologia de la Nutricién

Teléfono fe e 54870900 ext. 2801-2802
Correo electrénico s ' A l
|
Investigadores que Participaran en el Protocolo
Nombre . Adscripcion Grado | Teléfono | e-mail |
Nimbe Torres y Torres INCMNSZ.. PhD | 54870900 ext. A
2801-2802
Marfa Eugenia Meneses Conacyt PhD 01-222-
Alvarez aa 2852798
Estudiantes
Nombre Adscripcién

Grado a obtener Teléfono e-mail

Vigencia del Protocolo,

Fecha estimada de inicio del protocolo

01 Septiembre | 2015

Fecha tentativa de finalizacién.

01 Septiembre | 2016
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucién en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y* Nutricién Salvador Zubiran. Departaménto de
Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,

Vasco de Quiroga No. 15, C.P. 14000 México, DF, México.

Ve

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:
Objetivo General: Analizar el efecto de la suplementacion del extracto estandarizado de cepas
nativas de Ganoderma lucidum en ia dieta de un modelo animal, sobre el metabolismo-de
lipidos y el estrés oxidativo durante un periodo de 30-60 dias.
Objetivos especificos: - ‘
1. Comparar el cambio de los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol- HDL, colesterol-LDL
y VLDL, triglicéridos séricos) en roedores que consumen en la dieta diferentes dosis del
extracto estandarizado de G@nodéfﬁva Jucidum por 30-80 dias y con los parametros en roedores
que no lo consumen.
2 Analizar el efecto de G. lucidum sobre la sintesis de lipidos al comparar la expresion génica
de HMG-CoA, SREBP-1, SREBP-2, receptor LDL, y ABCAI por medio de RT-PCR en una
muestra de higado de roedores que consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto
estandarizado de G. lucidum, comparativamente con aquella de roedores gue no consumen el
extracto. )
3. Determinar el efecto de G. lucidum en la absorcion y eliminacién de colesterol, comparando
la expresion génica de ABCGS, ABCG8, ABCA1 por medio de RT-PCR en una muestra de
intestino de roedores que consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado
de G. lucidum, comparativamente con afjuella de roedores que no consumen el extracto
4 Evaluar el efecto antioxidante de G. lucidum comparando la expresion génica de SOD, GPX,
GHS de expresion en una muestra de hiffado de roedores que consumen por 30-60 dfas
diferentes dosis de extracto estandarizado de G. lucidum comparativamente con aquella de
roedores querno consumen el extracto. -

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

Existe poca informacién en la literatura cientifica sobre el efecto de los componentes bioactivos
del hongo medicinal G. lucidum sobre el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo,
empleando modelos in vivo. Asimismo, no se han realizado este tipo de estudios en México, ni
sobre el gran potencial que representan los recursos genéticos nativos como fuente de
novedosos compuestos biocactivos. Por ello, en esta investigacion se estudiara el efecto de los
extractos de cepas nativas .de G. lucidum sobre el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo.
Se analizaran especificamente si los extractos de esta especie ejercen un efecto en la sintesis
enddgena de colesterol, asi como en la absorcion y eliminacion de lipidos en intestino, y en la
activacion de enzimas antioxidantes. Esto con el propésito de generar, en el largo plazo, una
fuente alternativa de compﬁiestos bioactivos derivados de esta especie para el tratamiento y
prevencién de las ECV.

Los procedimientos que se realizaran en los animales sera solo el suplementar por medio de la
dieta los extractos de G. lucidum en forma liofilizada para su adecuada incorporacion a la
mezcla de ingredientes de la dieta recomendada para animales de laboratorio AINS3. Al'término
del estudio se realizara la eutanasia bajo las normas establecidas y recomendadas y se
tomaran las muestras de suero asf como de higado y otros érganos.
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3) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A -

Experimentos o eJeI’CICIOS de ensefianza que involucran animales invertebrados, embriones de
vertebrados, hueves 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 enseflanza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
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 animalés vertebrados. Los procedimientos dertro de esta categoria
representan una atencion adicional en proporcién 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.

Categotia D

Experimentos que provocan angustia, moléstia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios eXperlmentaIes que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del anima! se minimicen o se eliminen.

Categoria E - o -

Procedimientos que involucran |an|g|r 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: )
wew, comn. oa/Documeants/Standards/Guidelines/Soanish/ANEX 158 odf

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

4) Justificacion de la cantidad de animales participar{tes en el estudio tomando en cuenta
los principios béasicos de las tres “R’s", remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacion el Investlgador debera consultar:
hitp Hec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primafesfylossary/tuvithree-rs-principle him
Tomando en cuenta las estrategias que tienen como resultado el uso de un menor
nimero de animales para obtener datos suficientes que respondan a la cuestion
investigada, o la maximizacién de la informacién obtenida por animal, para asi limitar o
evitar potencualmente el uso posterior de otros animales, sin comprometer el bienestar
animal, se realizé bajo las normas estadisticas el célculo de muestra. Se solicitaran 56
ratones machos de la cepa C57BL/6, ya que se requieren de 7 grupos experimentales
con 8 ratones cada uno.
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5) Describir como se realizara la transportacion o movilizacién de los animales |
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Solo se transportaran para el dia de la eutanasia, transportando una sola caja a la vez
del bioterio al departamento de Fisiologia de la Nutricion.

6) Mencione el nimero y las especies ammales asi como el genero que seran usados en
las actividades de este protocolo.

Género — Especie. E Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo

Fondo genético o P

Ratén Cepa C57BL/6 60 18-20 g 7-10 semanas Machos
‘Se formaran los .
‘grupos al

destete

Y

No. de Grupos experimentales:6

No. de animales por grupo: 10

No. TOTAL DE ANIMALES: 60

7) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB. 90-120 dias

\

%

&
8) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimienio NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacion de la dieta y de agua. X | Diario, se rectificara que cuenten

’ con un promedio de 3.5 g de dieta
al dia, la cual consumiran por via
oral.

Toma de muestras biolégicas. q X | Al final del estudio al momento de
‘ la eutanasia

Colocacion de canulas y sondas.

Técnica para observacion y modlfcacmn de
conducta.

Inoculaciones de agentes bioldgicos y qu1m|cos.

Procedimientos quirdirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirirgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cudles)

Restriccidn fisica ~ -

Confinamiento o aislamiento

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccion de lesiones -

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracion de sustancias quimicas téxicas

D> > )] XXX XX

Implantes o injertos
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Estudios estereotaxicos. X

Otros:

9) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecién,
vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

La suplementacion del Colesterol medicamento smvastatlna asf como los extractos
de Ganoderma lucidum sera por medio de la dieta, no se requeriran de intervenciones
por sonda. La obtencién de muestras de suero como de érganos seréan al final def |
estudio al momento de la eutanasia.

RSN ~°

10) Agentes analgésic‘os, anestésicos y/o tranquilizantés que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis Via de admén. Frecuencia
Didxido de cO2 210 mg/kg Inhalada Una vez
carbono

11) ¢ Qué parametros empleara.para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
Se evalla de manera, VISual el estado de inconciencia con la pérdida total de reflejos.

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

No incluye

h 1
13) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.
Los parametros generales a observar son:
- XCambios en peso corporal
- XApariencia fisica: pilo-ereccién, posturas indicativas de dolor, etc.
- XComportamiento: aparicion de comportamlentos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social..
- Respuesta a estimulos externos
- ™ Signos cliricos:
i. Respiracién: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
ii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacién

Escala: 0 si es normal, 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si estd muy afectado.
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Parametro 0 1 2 3
Peso corporal ' :

a
b) Apariencia

d) Conducta esponténea.

e

)

) _ :
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., efc.)

) .

)

Conducta provocada.

14) ¢Cudles seran 1oscriterio‘s‘para establecer el “punto final humanitario”? .
82, b3 - 5o [

Criterios de punto final

Basandose en los pardmetros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se procederé a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad gue
presenten. ! :

a. Variacion de pesq corporal:
« 1. "Acéptable una disminucién del 5-10% en un lapso corto.
" 2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala: -
1. Osiesnormal.
2. 1 si el parémetro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2siesta afectado
4. 3 si estd muy afectado.
Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todocs los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de @éterminacion de punto final- de ‘manera que cumpla la
normativa vigente en cianto a proteccion de los -animales utilizados en experimentacién y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
httpwww.ceac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdl

15) ¢, Cuél sera el método de eutanasia que utilizara?
Asfixia con CO2 .

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
p © Pentobarbital ¢
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, 1P
- Pentobarbital
Jerbo Asfixia con GO, 270 ma/kg v, IP
Pentobarbital ‘
Conejo  ~ Pistqla de perno cautivo’ 120 mg/kg IV, IP
Asfixia con CQ,
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg Y,
o
Rana Pentobarbital 100 mg/kg IP

* Método aceptado inicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comite. Su aplicacion requiere
una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable ‘
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16) El protocolo representa riesgo biolégico?
a) No X 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.
mtto: A cde. gov/biosafety/publications/bmbl5/MBMBLS sect V. pdf

17) ¢Cudlserd el destino final de los ammales utilizados en el proyecto?
Seran llevados a Ios contenedores ubicados en bioterio especiales para este fin.

(ALY

Me comprometo a que mi grupo de investigacién conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la-experimentacién con animaies,
as{ como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-ZO0O-1999. -

Nombre y firma del Investigador Responsablé

’ Cargo ’ Firma
Dra. Norma Bobaailla Sandoval Coérdinadora
Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario
M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal |
Dra. Elena Zambrano Gonzalez Vocal
Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal )
Dra. Nimbe Torres y Torres - | Vocal
Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal
Dra. Maria Elena Flores Carraséo "~ | Vocal

@
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No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO: FNU-1180-14/16-1

Fecha de registro del Protocolo:

Titulo def Protocolo: | .
Los hongos comestibles y la’ salud: efecto .de los extractos estandarizados de
Ganoderma lucidum en el metabg!i‘smo de lipidos y estrés oxidativo in vive

Propuesta: X a) Nueva b) Renovacion ¢) Segunda Revisidn

Investigador Responsable del Proyecto. -

Nombre del Investigador Titular Dr. Armando Roberto Tovar Palacio

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Institucion de Adscripcion. -
® Nutricién Salvador Zubirdn

Departamento de Adscripcidn Fisiologia de la Nutricién
Teléfono 54870900 ext. 2801-2802
Correo electrénico A ]

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcién | Grado | Teléfono | e-mail |
Nimbe Torres y Torres INCMNSZ® PhD 54870900 ext.
. IR 2801-2802 |- A
Maria Eugenia Meneses Colegio de PhD 01-222-
Alvarez Postgraduados 2852798
* ‘ Campus -
Puebla

Estudiantes-

Nombre Adscripcién Grado @ obtener Teléfono e-mail
Vigencia del Protocolo. ~

Fecha estimada de inicio del protocolo 01 Septiembre | 2015
Fecha tentativa de finalizacién. 01 Septiembre | 2016
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGAGION.

1) Institucion en donde se realizard el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn. Departamento de
Fisiologia de la Nutricion, instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran,

Vasco de Quiroga No. 15, C.P. 14000 México, DF, México.

Ve &

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:
Objetivo General: Analizar el efecto de la suplementacion del extracto estandarizade de cepas
nativas de Ganoderma lucidum en la dieta de un modelo animal, sobre el metabolismo de
lipidos y el estrés oxidativo durante un periodo de 30-60 dias.
Objetivos especificos: .
1. Comparar el cambio de los parametros bioquimicos (glucosa, colesterol- HDL, colesterol-LDL
y VLDL, triglicéridos séricos) en roedores que consumen en la dieta diferentes dosis del
extracto estandarizado de Ganodesma jucidum por 30-60 dias y con los pardmetros en roedores
gue no lo consumen. s
2. Analizar el efecto de G. lucidum sobre la sintesis de lipidos al comparar la expresién génica
de HMG-CoA, SREBP-1, SREBP-2, receptor LDL, y ABCAI por medio de RT-PCR en una"
muestra de higado de roedores que consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto
estandarizado de G. Jucidum, comparativamente con aquella de roedores que no consumen el
extracto.
3. Determinar el efecto de G. fucidum en la apsorcién y eliminacién de colesterol, comparando
la expresion génica de ABCGS, ABCG8, ABCA1 por medio de RT-PCR en una muestra de
intestino de roedores que consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado
de G. lucidum, comparativamente con aquella de roedores que no consumen el exiracto
4. Evaluar el efecto antioxidante de G. Jucidum comparando la expresién génica de SOD, GPX,
GHS de expresidn en una muestra de higado de roedores que consumen por 30-60 dias
diferentes dosis de extracto estandarizado de' G. Jucidum comparativdmente con aquella de
roedores gue no consumen el ektracto.

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

Existe poca informacién en la literatura cientifica sobre el efecto de los componentes bioactivos
del hongo medicinai G. lucidum sobre el metabolismo de lipidos y .el estrés oxidativo,
empleando modelos in vivo. Asimismo, no se han realizado este tipo de estudios en México, ni
sobre el gran potencial que representan los recursos genéticos nativos como fuente de
novedosos compuestos bioactivos. Por ello, en esta investigacién se estudiara el efecto de los
exiracios de cepas nativas de G. lucidurn sobre el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo.
Se analizaran especificamente si los exfractos de esta especie ejercen un efecto en la sintesis
enddgena de colesterol, asi como en la absorcién y eliminacién de lipidos en intestino, y en la
activacion de enzimas antioxidantes. Esto con el propdsito de generar, en el largo plazo, una
fuente alternativa de compuestos bioactivos derivados de esta especie para el tratamiento y
prevencién de las ECV.

Los procedimientos que se realizaran en los animales seré solo el suplementar por medio de la
dieta los extractos de G. lucidum en forma liofilizada para su adecuada incorporacion a la
mezcla de ingredientes de la dieta recomendada para animales de laboratorio AINS3. Al término
del estudio se realizard la eutanasia bajo accién de CO2, se revisara la pérdida de reflejos
palpebral y corneal, asi como el tiempo de llenado capilar y bajo las normas establecidas y

recomendadas y se tomaran las muestras de suero asi como de higado y otros érganos.
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3) Clasificacién del proyscto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A
Experimentos o ejerolc;os de ensefianza que involucran animales lnvertebrados embriones de
vertebrados, huevos embrionados de aves o de reptiles hasta antes del 90% de su total
desarrollo, érganos. alslados tejldos y células vivas.

[L “
Categoria B.
Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzoan poca o ninguna angustia,
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 inevitables. Los ejercicios de enseflanza que involucran procedlmlentos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacién de sus objetivos académicos.

Categoria D

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor significativo e inevitable en espeoles
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren gue las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen.

Categoria E T )

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 justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.
El Investigador debera consultar: -

wyay. conc.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX 15B.pdf

Categoria: [ A | B:X < | D: [E:

4) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios bésicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.
Para mayor informacioén el Investlgador debera consuitar:
http:/lec.europa. eu/hesth/opinions/en/non-human-primates/glossaryftuv/three-rs-principle. htm
Tomanddo en cuenta las estraiggias aue tienen como resultado el uso de un menor
nimero de animales para obtener datos suficientes que respondan a la cuestién
investigada, o la maximizacion de la informacién obtenida por animal, para asi limitar o
evitar potencialmente el uso posterior de otros animales, sin comprometer el bienestar
animal, se realizd bajo las normas estadisticas el calculo de muestra. Se solicitaran 56
ratones machos de la cepa C57BL/6, ya que se requieren de 7 grupos experimentales
con 8 ratones cada uno.
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5) Describir como se realizara la transportacién o movilizacién de los animales
. experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.

Solo se transportaran para el dia de la gutanasia, transportando una sola caja a la vez
del bioterio al departamento de Fisiologia de la Nutricion.

Ve

8) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el genero que serén usados en

las actividades de este protocolo.

Género — Especie. Cantidad | Rango de peso Réngo de edad | Sexo

Fondo genético

Ratén Cepa C57BL/6 56 1820 g

7-10 semanas Machos

No. de Grupos éxperimenta!es:?

No. de animales por grupo: 8

No. TOTAL DE ANIMALES: 56

7) Especificar el tiempo quékpé‘rmanécerén los animales en el DIEB. 30-60 dias

S

e

8) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento

NO

S!

Frecuencia, cantidad v via.

Manipulacion de la dieta y de agua.

e

Diario, se rectificara que cuenten
con un promedio de 3.5 g de dieta
al dia, la cual consumiran por via
oral.

Toma de muestras biolégicas.

Al final del estudio al momento de
la eutanasia

Colocacitn de canulas y sondas.

Téonica para observacion y modificacion de
conducta.

Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos..

Procedimientos quirurgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recLipsiacion.

Uso de adyuvantes (indicar ;—uéles)

Restriccion fisica

Confinamiento ¢ aislamiento

Froduccion de anticuerpos monoclonales o

policlonales.

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Administracién de sustancias quimicas tdxicas

Implantes o injertos

Estudios estereotaxicos.

XXX XXX X XX
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[ Otros: | [ ]

9) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,

vias de administracién o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo,
volumen de aplicaciéon y volumen de toma de muestra, etc. :
La suplementacion del colesterol, medicamiento simvastatina, asi como los extractos
de Ganoderma liicidum sera por medio de la dieta, no se requerirdn de intervenciones
por sonda. La obtencién de muestras de suero como de érgancs seran al final del
estudio al momento de la eutanasia.

10) Agentes analgésicas, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis Via de admén. Frecuencia
Diéxido de coz2 210 mg/kg Inhalada Una vez
carbono )

11) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesna del
agente a utilizar?

Se evallia de manera visual el ‘estado de inconciencia con la perdlda total de reflejos,
pérdida de reflejos palpebral y corneat, y el tiempo de llenado capilar.
&

12) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categerias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibidticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccién).

No incluye
13) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.
Los parametros generales a observar son:
- XCambios.en peso corporal
- XApariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- XComportamiento: aparicién de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacién
Escala: O si es normal, 1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado, 2 si
esté afectado y 3 si estd muy afectado.

7
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Parametro Q 1 2 3

a) Peso corporal

b) Apariencia

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

d) Conducta esponténea.

¢) Conducta provocada.

s
MR

14) ;Cuales serén Ids criterios«<para establecer el “punto final humanitario™?
a2, b3

Criterios de punto final

o . Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condlcton del animal hay que
determinar en que momento se procederd a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segun la gravedad que
presenten.

|
| a. Variacién-de. peso~corporal:
‘ -, Aceptable una disminucién del 5 10% en un lapso corto.
| 2. Moderada del 10-20%
| 3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
‘ - b. Los valores como la postura, piloergccién, comportamiento social etc., pueden
valorarse segln la escala:

l 1. 0O sies normal.
| 2. 1 siel parametro en cuestidn se ve ligeramente alterado

3. 2 siesta afectado

4. 3siestad muy afectado.
Hay que tener en cuenta que no eX|ste un criteric de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio protocolo de determinacién de punto final de .manera que cumpla Ia
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacién y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio. ’

Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
hitp:fwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate_endpoint.pdf

15) ;Cual sera el método de eutanasia que utilizara?
Asfixia con CO,

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacién.
Especie Méetodo. Dosis Via
A Pentobarbital . i
Raton Asfixia con CO; ‘ 210 mg/kg- IV, IP
Pentobarbital ' »
Rata Asfixia con CO, 120 mglkg WV, IP
Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/ky : IV, IP
* Pentobarbital
Conejo Pistola de pemo cautivo’ 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg Y,
Rana Pentobarbitai - 100 mg/kg P

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




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

16) El protocolo representa riesgo biologico?
a) No X 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.
hito/weanw cde. gov/blosafety/publications/omblS/BMBLS ssct V. pdf

17) ¢Cudl serd el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
Seran llevados a los contenedores ubicados en bioterio especiales para este fin.

R

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conducird el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentaciéon 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-Z00-1999.

' Dr. Arrfiando Roberto Tovar Palacio ) »
| Nombre y firma del lnvestigador Responsable -
\

| - Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora
Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario
M. en C. Octavic Villanueva Sanchez Vocal
Dra. Elena Zambrano Gonzalez Vocal
Dr. Alejaﬁdro Zentella Dehesa Vocal
Dra. Nimbe Torres y Torres B / Vo<;a|

. Dr. Gonzalo Torres Villalobos ™+ Vocal
Dra. Marfa Elena Flores Carrasco Vocal
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COMITE INSTITUCIONAL DE
INVESTIGACION BIOMEDICA EN
HUMANOS

e Clencias,

‘FORMATO DE EVALUACION
DE PROYECTO DE
INVESTIGACION

1. Titulo del proyecto

Los hongos comestibles y la salud:vgfecto“-de los extractos estandarizados de Ganoderma lucidum en el
metabolismo de lipidos y estrés oxidativo in vivo

. 2. Investigadores

2a. Identificac_i(’)n

INVESTIGADOR Posicion [Posicion en el Teléfono  Correo-E
institucional * jproyecto (ext.)

TOVAR PALACIO ARMANDO | JEFE DE Investigador - A

ROBERTO DEPARTAMENTO responsable 1

2b. Pertinencia del grupo de investigadores con respecto del proyecto

3. Instituciones participantes
4. Patrocinio

4a. Organismos patrocinadores

4b. Especificar si los investigadores reciben pago (monetario o en especie) por su
participacion especifica en la investigacion.

5. Marco teorico
ANTECEDENTES:

N

Implicacién del metabolismo de lipidos sobre el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares ‘

La cultura de los alimentos se esta moviendo de productos con ingredientes



mariela.contrerase
Cuadro de Texto
A


artificiales, conservadores y aditivos hacia los beneficios de los alimentos con

‘todos sus componentes, es decir fresco, local, sin procesar, organico para el
control de enfermedades croénicas relacionadas con la alimentaciéon. Esto debido

a un incremento en el desarrollo de obesidad y dislipidemias y enfermedades
asociadas. Entre las causas de la obesidad en nuestro pais se encuentran el
cambio del estilo de vida que se relaciona con la disminucion de en el patrén
alimentario del mexicano dejando de lado el consumo de alimentos tradicionales
y adoptando la dieta occidental rica en productos industrializados, azlcares
refinados y grasas saturadas. . EI incremento de obesidad en México esta
asociado al aumento de ECV que son de las primeras causas de muerte en
nuestro pais, esta relacion se debé a que la obesidad es un estado que propicia
el almacenamiento de grasa ectoépica, lipotoxicidad en tejidos y resistencia a la
msuhna (2), eventos relacionados entre si, y que desencadenan el desarrollo de
‘alteraciones metabdlicas teniendo como. factor comdn una alteracion en los
niveles de lipidos.

'Evidencia cientifica ha reIamonado la etiologia de la aterosclerosis con la
‘acumulacion de lipidos y colesterol en los vasos sanguineos (3). La acumulacion

de lipidos en arterias deriva de los niveles circulantes de lipoproteinas
“aterogenicas”, principalmente las que contienen particulas de apoB.
Investigacion reciente relaciona de manera significativa los niveles de colesterol y
riesgo de ECV, en particular el colesterol de las lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL-c) (4, 5). Se ha propuesto que la oxidacion de LDL-c a través de
las especies reactivas de oxigena en la pared arterial, ademas de la activacion de
la cascada de citocinas y moléculas inflamatorias, tiene un papel importante en el

‘desarrollo y la progresion de la aterosclerosis (5, 6).

La relacion del metabolismo gle lipidos €on el desarrollo de ECV esta mediada
también por otros procesos que alteran la homeostasis en el metabolismo de
colesterol, entre ellos la sintesis endégena’ de colesterol a través de la actividad
de HMG-CoA (6) y la actividad de los factores de transcripcion SREBP-1
involucrados en la sintesis de acidos grasos y de la sintesis de colesterol (7).
Consecuencias del estrés oxidativo sobre el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares

El exceso de almacenamiento de grasa en forma de triglicéridos en tejido

‘adiposo, asi como el perfil de lipidos aterogénico caracteristico en la obesidad
‘ocasionan un aumento del estrés oxidativo celular, el cual es considerado un

importante mecanismo patogénico de las ECV asociadas a la obesidad (8). El
estrés oxidativo causado por radicales libres ejerce diferentes efectos en las
células, entre ellos dafio sobre el DNA, la peroxidacion de los lipidos y la
modificacion oxidativa de las proteinas. Un desequilibrio crénico entre formacion
de especies reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante caracteriza a
muchos estados de enfermedad, tales como la aterosclerosis, la carcinogénesis y
el envejecimiento prematuro (9).

En este sentido, los niveles de lipidos circulantes ejercen un papel lmportante en
el desarrollo de placa de ateroma debido a los niveles altos de lipoproteinas de

‘baja densidad (LDL) que han sido oxidadas. Los productos de oxidacién lipidica




se relacionan de manera directa con la induccién, propagacion y acumulacion de
monocitos subendoteliales y otras reacciones asociadas con la inflamacion, la
cual se esta revelando como un proceso fundamental en el desarrollo de la placa
aterosclerdtica (4).

Ganoderma lucidum y metabolismo de lipidos

El analisis de las propiedades hipolipemiantes de ciertos alimentos, ya sea por
sus compuestos bioactives o por la sinergia de los macro y micronutrimentos que
los componen, ha sido ‘'una prioridad en la investigacion como parte de las
estrategias para disminuir el desartollo de ECV y para considerar a la dieta como
un elemento basico en la prevencion y el tratamiento de las ECV. En este sentido
hay clara evidencia cientifica, tanto en modelos animales como en humanos del
‘efecto de la especie de hongo Ganoderma lucidum en la reduccién de los niveles |-
plasmaticos de colesterol total, de las lipoproteinas con efecto aterogénico LDL-c,
VLDL-c y en el aumento de HDL-c (10-13), asi como un efecto modulador en la
sintesis de colesterol endégeno al inhibir la expresion de HMG-CoA en higado

(14). En lineas celulares se observ6 que los esteroles oxigenados de Ganoderma
lucidum inhiben la biosintesis de colesterol en el paso de la conversion de acetato

a mevalonato, el cual es un precursor de colesterol. Como mecanismo de accion,
se ha propuesto que el lanosterol 14-demetilasa, que convierte el 24,25-
dihidrolanosterol a colesterol, puede ser inhibida por 26-oxigenosteroles de
Ganoderma lucidum (15). Por otra. parte, se ha observado el efecto de
Ganoderma lucidum en la supresion de la expresion de enzimas y proteinas
responsables de la sintesis, transporte y almacenamiento de lipidos, como son
las proteinas SREBP que actlvan a nivel'transcripcional la cascada enzimatica de
la sintesis de colesterol, ac:ldos grasos, triglicéridos y fosfolipidos y son
consideradas reguladores fundamentales de la colesterogénesis y la lipogénesis
(16).

Un mecanismo de accién adicional del efecto de Ganoderma lucidum sobre el

‘metabolismo de lipidos es el que ejerce sobre los niveles de glucosa y

sensibilidad a la insulina que de manera indirecta afecta el metabolismo final de
lipoproteinas. En este aspecto se tiene evidencia del efecto de los proteaglicanos
provenientes de Ganoderma lucidum al inhibir la actividad de PTP1B (Proteina
tirosina fosfatasa 1B). En humanos esta proteina es codificada por el gen
PTPN1. PTP1B es un regulador negativo en la sefalizacién de la insulina y
subsecuentemente regula los niveles de fosforilacion de tirosina del receptor de
insulina (IR), subunidad B, resultando en una mejoria de la sensibilidad a la
insulina y reduciendo los niveles de glucosa plasmaticos (10, 17, 18). Por otra
parte, se observo en roedores suplementados con proteoglicanos provenientes
de Ganoderma lucidum un incremento en la secrecioén de insulina, reduccion en la

‘actividad de la fosfoenolpiruvato carboxicinasa (precursores de sintesis de

glucosa), reducciéon de la expresion de GLUT-2 en higado y aumento en la|
expresion de GLUT4 en tejido adiposo y musculo esquelético, controlando de
esta manera la glucemia (17) e interviniendo de manera indirecta en el
metabolismo de lipidos al inhibir la sintesis de acidos grasos a través de la ruta




de lipogénesis de novo.
Ganoderma lucidum y estrés oxidativo

Una de las mas importantes propiedades de Ganoderma lucidum es su efecto
antioxidante al reducir el estrés oxidativo y los efectos perjudiciales de este
proceso en el desarrollo de ECV asociadas a la obesidad. Se ha demostrado
tanto en lineas celulares como en modelos in vivo el efecto de Ganoderma
lucidum en el aumento en la expresidn de enzimas antioxidantes hepaticas como
son SOD (Superoxido Dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa) y GHS (Glutation
sintetasa) otorgando un poder “antioxidante que en parte es atribuido a los
polisacaridos contenidos en esta especie (19, 20). Otros de los compuestos de
Ganoderma lucidum identificados con poder antioxidante es la cantidad elevada
que contiene de acido galico en comparacion con otras especies, asi como su
alta capamdad antioxidante a través de la inhibicién de la peroxidacion de lipidos
(21). El poder antioxidante de Ganoderma lucidum esta mediado por sus
diferentes compuestos bioactivos ya que se han identificado un alto contenido de
acidos grasos monoinsaturados, asi como terpenoides y polisacaridos, dentro de
los cuales se les han atribuido cualidades antioxidantes al contenido de [-
Glucanos (22), afiadiendo el contenido de minerales con un efecto reductor de
radicales libres como zinc, que se reqmere para la actividad e algunas enzimas
antioxidantes (23).

DEFINICION DE PROBLEMAS :

DEFINICION DEL PROBLEMA

Diversos estudios han demostrado una correlaciéon significativa entre la dieta
consumida y el desarrollo de ECV, las cuales son relacionadas con el principal
problema de salud publica, la obesidad, y son la principal causa de muerte en
México. Algunos de los procesos fisiologicos mas relacionados con el desarrollo
de ECV es la alteracion en el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo, por lo
que el desarrollar estrategias para disminuir las alteraciones en estos procesos es
primordial. Dentro de esta labor, se incluye investigar las propiedades funcionales
de algunos alimentos, asi como sus mecanismos biolégicos de accién en el
organismo. El valor funcional de los hongos comestibles y- medicinales, los cuales
forman parte de la dieta tradicional mexicana, incluye propiedades antioxidantes e
hipolipemiantes, entre muchas otras. Por ello, estudiar el efecto de los extractos
estandarizados de cepas nativas de Ganoderma lucidum sobre el metabolismo de
lipidos y estrés oxidativo in vivo contribuira al tratamiento y prevencion de ECV,
disminuyendo el gasto de salud publica en la mortalidad y morbilidad asociadas y
aumentando la esperanza y calidad de vida de los mexicanos.

JUSTIFICACION :
JUSTIFICACION

Existe poca informacion en la literatura cientifica sobre el efecto de los




componentes bioactivos del hongo medicinal Ganoderma lucidum sobre el
metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo, empleando modelos in vivo.
Asimismo, no se han realizado este tipo de estudios en México, ni sobre el gran
potencial que representan los recursos genéticos nativos como fuente de
novedosos compuestos bioactivos. Por ello, en esta investigacion se estudiara el
efecto de los extractos de cepas nativas de G. lucidum sobre el metabolismo de
lipidos y el estrés oxidativo. Se analizara especificamente si los extractos de esta
especie ejercen un efecto en la sintesis enddgena de colesterol, asi como en la
absorcion y eliminacién de lipidos en intestino, y en la activacién de enzimas
antioxidantes. Esto con el proposito de generar, en el largo plazo, una fuente
alternativa de compuestos biocactivos derivados de esta especie para el
tratamiento y prevencién de las ECV.

a8

6a. Hipotesis

HIPOTESIS R

La suplementacién de extracto estandarizado de cepas nativas de Ganoderma
lucidum en la dieta tiene un efecto positivo sobre los niveles plasmaticos de
lipidos, metabolismo de colesterol y estrés oxidativo en modelos in vivo.

6b. Obj etlvos

General:

Analizar el efecto de la suplementacién del extracto estandarizado de cepas
nativas de Ganoderma lucidum en la_dieta de un modelo animal, sobre el
metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo durante un periodo de 30-60 dias.

Especificos:

1. Comparar el cambio de los parametros-bioquimicos (glucosa, colesterol- HDL,
colesterol-LDL y VLDL, triglicéridos séricos) en roedores que consumen en la dieta
diferentes dosis del extracto estandarizado de Ganoderma lucidum por 30-60 dias
y con los parametros en roedores que no Io consumen.

2. Analizar el efecto de G. lucidum sobre la sintesis de lipidos al comparar la
expresién génica de HMG-CoA, SREBP-1; SREBP-2, receptor LDL, y ABCA1 por
medio de RT-PCR en una muestra de higado de roedores que consumen por 30-
60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado de G. [ucidum,
comparativamente con aquella de roedores que no consumen el extracto.

3. Determinar el efecto de G. lucidum en la absorcion y eliminacién de colesterol,
comparando la expresion génica de ABCG5, ABCG8, ABCA1 por medio de RT-
PCR en una muestra de intestino de roedores que consumen por 30-60 dias
diferentes dosis de extracto estandarizado de G. lucidum, comparativamente con
aquella de roedores que no consumen el extracto.




4. Evaluar el efecto antioxidante de G. lucidum comparando la expresién génica de
SOD, GPX, GHS de expresiéon en una muestra de higado de roedores que
consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado de G.
lucidum comparativamente con aquella de roedores que no consumen el extracto.

7. Metodologia: Disefio general.

A) El disefio del estudio es aleatorio, las unidades experimentales seran bloqueadas por
tratamiento de manera aleatoria. Se realizardn 5 tratamientos

Tratamiento A (Control): Dieta con caseina al 20 % de axuerdo a las recomendaciones del
AIN (American Institute of Nutrition).

JTratamiento B (Control + Colesterol): Dieta caseina al 20% suplementada con 0.5%
colesterol. ‘ - '

Tratamiento C (Dosis 1 Extracto estandarizado de Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta
estandarizada caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma
lucidum 1.0%. o

Tratamiento D (Dosis 2 Extracto estandarizado Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta
estandarizada caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma
Jucidum 1.5 % + 0.5% Colesterol

Tratamiento E (Dosis 3 Extracto estandarizado Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta
estandarizada ‘caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma
lucidum 2.0 % + 0.5 % Colesterol i

Tratamiento F (Dieta control + Colesterol + Sinvastatina): Dieta estandarizada caseina 20%
suplementada con 0.5 % colesterol + Sinvastatina (0.03 g/100 g dieta)

' B) Para estudiar el efecto del extracto de Ganoderma Lucidum sobre el metabolismo de

lipidos y estrés oxidativo se utilizarén ratones de la cepa C56BL6. Los animales se
mantendran en microaisladores con un ciclo de luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso
a la dieta correspondiente a su grupo experimental y al agua.

Los grupos anteriores serdn alimentados por un periodo de 30-60 dias con la dieta
respectiva. Con la finalidad de determinar el efecto del consumo del extracto probado
sobre metabolismo de lipidos y estrés oxidativo, se registrara diariamente el peso, el
consumo de alimento y el consumo de energia conforme a las kcal/g contenidas en la
dieta durante el periodo del estudio. 7 .

Después de cumplir con el respectivo tiempohde estudio los ratones de la cepa C57BL/6
con ayuno de 12 horas, se procedera a realizar la eutanasia a través de inhalacién de CO2
y decapitacion. Posteriormente se recolectara la sangre por gravedad en tubos con gel
separador y activador de coagulacién para la determinacion de parametros bioquimicos
(glucosa, triglicéridos, colesterol- lipoproteinas). De estos mismos animales se extraerd
higado e intestino, para la extraccién del RNA total para su posterior andlisis. El tejido
inmediatamente se depositara en nitrégeno liquido y se guardard a -70 °C hasta el
momento de realizar las determinaciones correspondientes.

C) El tamafio de la muestra serd de 8 ratones de la cepa C57BL/6 por grupo.

D) Los ratones son machos de 4 semanas de edad, de la cepa C57BL/6




E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada

F) Se tendran 6 grupos de tratamiento:

Tratamiento A (Control): Dieta con caseina al 20 % de axuerdo a las recomendaciones del
AIN (American Institute of Nutrition).

Tratamiento B (Control + Colesterol): Dieta caseina al 20% suplementada con 0.5%
colesterol. )

Tratamiento C (Dosis 1 Extracto estandarizado'de Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta
estandarizada caseina 20% suplementada con extracto estandarlzado de- Ganoderma
lucidum 1.0%. : '

Tratamiento D (Dosis 2 Extracto estandarlzado Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta
estandarizada caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma
lucidum 1.5 % + 0.5% Colesterol

Tratamiento E (Dosis 3 Extracto estandarizado Ganoderma Iuc:dum + Colesterol): Dieta
estandarizada caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma
lucidum 2.0 % + 0.5 % Colesterol

Tratamiento F (Dieta control -+‘°Colé'§téroT+ Sinvastatina): Dieta estandarizada caseina 20%
suplementada con 0.5 % colesterol + Sinvastatina (0.03 g/100 g dieta)

G) La duracion del estudio sera de 30-60 dias

8. Metodologia: Criterios de seleccion
A) Ser ratones machos de la cepa C56BL6 de cuatro semanas de edad de peso
entre 15-17 g .

B) Ser ratones hémbra de la cepa C56BL6 -

C) Se eliminaran del estudio los ratones C57BL6, que no aumenten de peso, que
presenten baja en la ganancia de peso

9. Metodologia: Desenlaces y Varlables

Variable Definiciéon Tipo de variable Esca_la' gle
‘ medicion
o Es la determinacion de la .
Activacion de HMG expresion de la - Cuantitativa Unidades
CoA en p , p . p
p proteina HVIG CoA en continua arbitrarias
higado. .
muestras de higado.
Glucosa sérica Concentracion sérica de Cuantl_tatlva mg/dl
glucosa continua
L. .. Medicidén de colesterol e
Colestte(;'to; Iserlco sérico por medio de ng::;tna‘:gla mg/dl
colorimetria enzimatica
Medicién de lipoproteina de Cuantitativa
Colesterol HDL alta densidad de colesterol conti mg/dI
con el método de inmuno nua
inhibicion.




Medicién de lipoproteina de
baja densidad de

Cuantitativa

Colesterol LDL colest_erol con el’m_etodo de continua mg/d|
inmuno-quimico -
directo.
Medicién de los _
T triglicéridos séricos por el Cuantitativa
Triglicéridos método de colorimetria continua mg/dl
indirecta. ' '
Medicion de la expresién ' . .
% MR Cuantitativa Unidades
SREBP-1 genlﬁ:; %‘3'!'_31:;'0 de continua arbitrarias
Medicion de la expresion . '
b génica por medio de Cuantitativa Unidades
SREBP-2 " un RT-PCR. continua arbitrarias
receptor LDL Medicién de la expresion
génica por medio de " Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
ABCA1 Medicién de la expresion
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
ABCGS, Medicién de la expresién
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
ABCGS, Medicion de la expresion ;
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
ABCA1 Medicién de la expresion
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
SOD Medicion de la expresién
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
GPX Medicion de la expresién
génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias
GHS Medicion de la expresion
~ génica por medio de Cuantitativa Unidades
un RT-PCR. continua arbitrarias

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas seran expresadas en promedios con desviacion estandar




y las variables dicotbmicas como frecuencias y porcentajes. Las variables
continuas se evaluaran mediante Z de Kolmogorov-Smirnov para analizar su tipo
de distribucion. En caso de que los datos no tuvieran una distribucién de normal,
se realizara la transformacion logaritmica antes del analisis. Los cambios en la
concentracion de glucosa, colesterol total, VLDL y LDL-C, HDL-C, vy triglicéridos,
se analizaran con la prueba de ANOVA de medidas repetidas. La prueba de
ANOVA de una via se utilizara para analizar y comparar el cambio en la
concentracion basal y final de glucosa, en el perfil de lipidos. De la misma forma,
se realizara el analisis para comparar la expresion génica de-los genes analizados
(SREBP-1, SREBP-2, receptor LDL, ABCA1, ABCG5, ABCGS8, ABCA1, SOD,
GPX, GHS) en muestra de los tejidos correspondientes (higado, mtestlno) de Ios
roedores estudiados. El valor significativo de p se establece en < 0.05 de una cola.

Los datos seran analizados por el programa SPSS (versiébn 15.00 SPSS Inc.,
Chicago). :

10. Riesgos y beneficios del estudio
BENEFICIO DIRECTO: SN '

1) Encontrar una disminucién significativa en los mveles de, lipidos en plasma en los tratamientos con
extracto de Ganoderma lucidum

2) Encontrar diferencias significativas en la expresién de genes relacionados con la sintesis, transporte y
eliminacién de colesterol y lipidos, en hlgado e intestino en ratones alimentados con tratamientos con
extracto de Ganoderma lucidum

3) Encontrar un aumento en la expresion de genes antioxidantes en higado en los ratones alimentados con
tratamientos con extractos de Ganoderma lucidum

BENEFICIOS INDIRECTOS:

Generar informacién cientifica valiosa sobre el efecto que tendrian los extractos
de Ganoderma lucidum en la disminucién de lipidos en sangre, conocer su
mecanismo de accién, asi como conocer el efecto antioxidante de los extractos
debido al efecto de los compuestos bioactivos de Ganoderma lucidum en otros
modelos y posteriormente en humanos.

RIESGOS: .

MOLESTIAS GENERADAS : ninguna

COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : ninguna

EFECTOS ADVERSOS : ninguna

EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguna

METODOS DE SEGURIDAD : Observacion diaria de los modelos animales para determinar si existe




alguna enfermedad, ademas del control de peso y consumo de alimento
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Los hongos comestibles y la salud: efecto de los extractos estandarizados de Ganoderma lucidum en el metabolismo de Iipidos y

estrés oxidativo in vivo
Investigacién Experimental

Implicacion del metabolismo de lipidos sobre el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares

La cuftura de los allmentos se esta moviendo de productos con ingredientes
artificiales, conservadores y aditivos hacia los beneficios de los alimentos con
todos sus componentes, es decir fresco, local, sin procesar, crgénico para el
control de enfermedades crénicas relacionadas con la alimentacion. Esto debido a
un incremento en’ el desarrollo de obesidad y dislipidemias y enfermedades
asociadas. Entre las causas de la obesidad en nuestro pais se encuentran el
cambio del estilo de vida que se relaciona con la disminucién de en el patrén |
alimentario del mexicano dejando de lado el consumo de alimentos tradiciohales y
adoptando la dieta’ occidental rica en productos industrializados, azlcares
refinados y grasas saturadas. E! incremento de obesidad en México esta
asociado al aumento de enfermedades cardiovasculares (ECV) que son de las
primeras causas de muerte en nuestro pais, esta relacion se debe a que la
obesidad es un estado que propicia el almacenamiento de grasa ectdpica,
lipotoxicidad en tejidos y resistencia a la insulina (2), eventos relacionados entre
si, y que desencadenan el desarrollo de alteraciones metabdlicas teniendo como
factor comun una alteracién en los niveles de lipidos.

Evidencia cientifica ha relacionado la eticlogia de la aterosclerosis con la
acumulacién de lipidos y colestero} en los vasos sanguineos {3). La acumulacidn

de lipidos en arterias deriva de los niveles circulantes de lipoproteinas
“aterogénicas’, principaimente las que contienen particulas-de apoB. Investigacion
reciente relaciona de manera significativa los nivelés de colesterol y riesgo de
ECV, en particular el colesterol de las lipoproteinas de muy baja densidad (VLDL—
c) {4, 5). Se ha propuesto que la oxidacion de LDL-¢c a través de las especies
reactivas de oxigeno en la pared arterial, ademas de la activacién de la cascada
de citocinas y moléculas inflamatorias, tiene un papel importante en el desarrollo y
la progresion de la aterosclerosis (5, 6).

La relacién del metabolismo de lipidos con el desarrollo de ECV estd mediada
también por otros procesos que alteran la homeostasis en el metabolismo de
colesterol, entre ellos la sintesis enddgena de colesterol a través de la actividad
de HMG-CoA (6) y la actividad de los factores de transcripcion SREBP-1
involucrados en la sintesis de acidos grasos -y de la sintesis de colesterol (7).




Consecuencias del estrés oxidativo sobre el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares

El exceso de aimacenamiento de grasa en forma de triglicéridos en tejido adiposo,
asi como el perfil de lipidos aterogénico caracteristico en la obesidad ccasionan
un aumento del estrés oxidativo celular, el cual es considerado un importante
mecanismo patogénico de las ECV asociadas a la obesidad (8). El estrés
oxidativo causado por radicales libres ejerce diferentes efectos en las células,
entre ellos dafio sobre el DNA, la peroxidacion de los lipidos y la modificacion
oxidativa de las proteinas. Un desequilibrio crénico entre formacién de especies -
reactivas de oxigeno y la capacidad antioxidante caracteriza a muchos estados de
enfermedad, tales como la aterosclerosis, la carcinogénesis y el envejecimiento
prematuro (9).

En este sentido, los niveles de lipidos circulantes ejercen un papel importante en
el desarrollo de placa de ateroma debido a los niveles altos de lipoproteinas de
baja densidad (LDL) que han sido oxidadas. Los productos de oxidacién lipidica
se relacionan de manera directa con la induccién, propagacién y acumulacion de
monocitos subendoteliales y otras reacciones asociadas con la inflamacion, la cual
se esta revelando como un proceso fundamental en el desarrolio de la placa
aterosclerética (4). )

Ganoderma chidumpy\metabolismo de lipidos

El andlisis de las propiedades hipolipemiantes de ciertos alimentos, ya sea por sus
compuestos bioactivos o por la sinergia de los macro y micronutrimentos que los
componen, ha sido una prioridad en la investigacién como parte de las estrategias
para disminuir el desarrollo de ECV y para considerar a la dieta como un elemento
bésico en la prevencidn y el tratamiento de las ECV. En este sentido hay clara
evidencia cientifica, tanto en modelos animales como en humanos del efecto de la
especie de hongo Ganoderma hicidum en la reduccion de los niveles plasméticos
de colesterol total, de las lipoproteinas con efecto aterogénico LDL-c, VLDL-c y en
el aumento de HDL-c (10-13), asi como un efecto modulador en la sintesis de
colesterol enddgeno al inhibir la expresion de HMG-CoA en higado (14). En lineas
celulares se observo que los esteroles oxigenados de Ganoderma lucidum inhiben
la biosintesis de colesterol en el.paso de la conversion de acetato a mevalonato,
el cual es un precursor de colesterol. Como mecanismo de accién, se ha

propuesto que el lanosterol ‘t4-demetilasa, que convierte el 24,25
dihidrolanosterol a colesterol, puede ser inhibida por. 26-oxigenosteroles de
Ganoderma lucidum {15). Por otra parte, se ha observado el efecto de Ganoderma ’
lucidum en la supresién de la expresion de enzimas y proteinas responsables de
la sintesis, transporte y almacenamiento de [ipidos, como son las proteinas
SREBP que activan a nivel transcripcional la cascada enzimética de la sintesis de
colesterol, &cidos grasos, triglicéridos y fosfolipidos y son consideradas
reguladores fundamentales de la colesterogénesis y la lipogénesis (186).

Un mecanismo de accién adicional del efecto de Ganoderma lucidum sobre el
metabolismo de lipidos es el que ejerce sobre los niveles de glucosa y sensibilidad
a la insulina que de manera indirecta afecta el metabolismo final de lipoproteinas.
En este aspecto se tiene evidencia del efecto de los proteaglicanos provenientes
de Gancdermalucidum al inhibir la-actividad de PTP1B (Proteina tirosina fosfatasa
1B). En humanos esta proteina es codificada por el gen PTPN1. PTP1B es un
regulador negativo en la sefializacién de la insulina y subsecuentemente regula
los niveles de fosforilacion de tirosina del receptor de insulina (IR), subunidad 8,
resultando en una mejoria de la sensibilidad a la insufina y reduciendo los niveles
de glucosa plasmaticos (10, 17, 18). Por ofra parte, se observo en roedores
suplementados con proteoglicanos provenientes de Ganoderma lucidum un
incremento en la secrecién de insulina, reduccién en la actividad de la
fosfoenolpiruvato carboxicinasa (precursores de sintesis de glucosa), reduccién de
la expresién de GLUT-2 en higado y aumento en la expresion de GLUT4 en tejido
adiposo y musculo esquelético, controlando de esta manera la glucemia (17) e
interviniendo de manera indirecta en el metabolismo de lipidos al inhibir la sintesis
de acidos grasos a través de la ruta de lipogénesis de novo.
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Una de las mas importantes propiedades de Ganoderma lucidum es su efecto
antioxidante al reducir el estrés oxidativo y los efectos perjudiciales de este
proceso en el desarrollo de ECV asociadas a la obesidad. Se ha demostrado tanto
en lineas celulares como en modelos in vivo el efecto de Ganoderma lucidum en
el aumento en la expresidon de enzimas antioxidantes hepéticas como son SOD
(Superoxido Dismutasa), GPX (Glutation peroxidasa) y GHS (Glutation sintetasa)
otorgando un poder antioxidante que.en parte es afribuido a los polisacéridos
contenidos en esta especie (19, 20). Otros de los compuestos de Ganoderma
lucidum identificados con poder antioxidante es la cantidad elevada que contiene
de acido gélico en comparacion con otras especies, as{ como su alta capacidad
antioxidante’ a través de la inhibicién de la peroxidacion de lipidos (21). El poder
antioxidante de Ganoderma lucidum estéd mediado por sus diferentes compuestos
bioactivos ya gue s& han identificado un alfto contenido de- acidos grasos
monoinsaturados, asi como terpenoides y polisacéridos, dentro de los cuales se
les han afribuido cualidades antioxidantes al contenido de B-Glucanos (22),
anadiendo el contenido de minerales con un efecto reductor de radicales libres
como zing, que se requiere para la actividad & algunas enzimas antioxidantes (23).

DEFINICION DEL PROBLEMA

Diversos estudios han.demostrado una correlacion significativa entre la dieta
consumida y el.desarrolio de ECV, las cuales son relacionadas con el principal
problema de salud publica, la obesidad, y son la principal causa de muerte en
México. Algunos de los procesos fisiolégicos méas relacionados con el desarrollo
de ECV es la alteracidn en el metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo, por lo
que el desarrollar estrategias para disminuir las alteraciones en estos procesos es
primordial. Dentro de esta labor, se incluye investigar las propiedades funcionales
de algunos alimentos, asi como sus mecanismos biolégicos de accion en el
organismo. El valor funcional de fos hongos comestibles y medicinales, los cuales -
forman parte de la dieta tradicional mexicana, incluye propiedades antioxidantes e
hipolipemiantes, entré muchas otras. Por ello, estudiar el efecto de los extractos
estandarizados de cepas nativas de Ganodenna Jucidum sobre el metabolismo de
lipidos y estrés oxidativo in vivo contribuira al tratamiento y prevencion de ECV,
disminuyendo el gasto de salud publica en la mortalidad y-morbilidad asociadas y
aumentando la esperanza y calidad de vida de los mexicanos.

JUSTIFICACION

Existe poca informacién en la literatura cientifica sobre el efecto de los
componentes bioactivos del hongo medicinal Ganoderma lucidum sobre el
metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo, empleando modelos in vivo.
Asimismo, no se han realizado este tipo de estudios en México, ni sobre el gran
potencial que representan los recursos genéticos nativos como fuente de
novedosos compuestos bioactivos. Por ello, en esta investigacién se estudiara el -
efecto de los extractos de cepas nativas de G. lucidum sobre el metabolismo de
lipidos v el estrés oxidativo. Se analizaré especificamente si los extractos de esta
especie ejercen un efecto en la sintesis endogena de colesterol, asi como en la
absorcién y eliminacion de lipidos en intestino, y en la activacidn de enzimas
antioxidantes. Esto con ‘el proposﬂo de generar, en el largo plazo, una fuente
alternativa de compuestos bioactivos derivados de esta especie para el
tratamiento y prevencion de las ECV.

HIPOTESIS

La suplementacion de extracto estandarizado de cepas nativas de Ganoderma
Jucidum en la dieta tiene un efecto positivo sobre los niveles plasmaticos de
lipidos, metabolismo de colesterol y estrés oxidativo en modelos in vivo.
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Analizar el efecto de la suplementacién del extracto estandarizado de cepas
nativas de Ganoderma lucidum en la dieta de un modelo animal, sobre el
metabolismo de lipidos y el estrés oxidativo durante un periodo de 30-60 dias.

General

1. Comparar el tambio-de-los parédmetros bioquimicos (glucosa, colesterol- HDL,
colesterol-LDL y VLDL, triglicéridos séricos) en roedores que consumen en la
dieta diferentes dosis del extracto estandarizado de Ganoderma lucidum por 30-
60 dias y con los parametros en roedores que no lo consumen.

2. Analizar el efecto de G. lucidum sobre la sintesis de lipidos' al comparar la
expresion génica de HMG-CoA, SREBP-1, SREBP-2, receptor LDL, y ABCA1 por
medio de RT-PCR en una muestra de higado de roedores que consumen por 30-
60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado de G. Jucidum,
comparativamente con aquella de roedores que no consumen el extracto.
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3. Determinar el efecto de G. lucidum en la absorcién y eliminacién de colesterol,
comparando la expresion génica de ABCG5, ABCG8, ABCA1 por medio de RT-
PCR en una muestra de intestino de roedores que consumen por 30-60 dias
diferentes dosis de extracto estandarizado de G. lucidum, comparativamente con
aquella de roedores que no consumen el extracto.

4. Evaluar el efecto antioxidante de G. lucidum comparando la expresién génica
de SOD, GPX, GHS de expresidon en una muestra de higado de roedores que
consumen por 30-60 dias diferentes dosis de extracto estandarizado de G.
lucidum comparativamente con aquella de roedores que no consumen el extracto.

Especifico (s) - .. N

(LN

A) Hl disefio del estudio es glegtgrio. Se realizardn 6 tratamientos con n=10 cada uno.

El tamafio de muestr'a,‘;l\se caléuléréegﬁn la ecuacién de muestras mdepeﬁdientesz n=282(Za+ZB)2A2 En donde: S=Desviacién
estindar. Se obtuvieron datos obtenidos en un estudio previo realizado en el Departamento de Fisiologfa de la Nutricién usando la
concentracidn de colesterol en suero en ratones control y alimentados con una dieta alta en colesterol (0.5%) con un valor de + 39
mg/dl. A=-diferencia mfnima entre la concentracién de colesteroles suero esperada entre los grupos control y alimentados con una

dicta alta en colesterol con un valor de 60 mg/dl. @ =0.05 (Tasa de error) B=0.8=80%(poder de la prueba) Za+Zf=1.96+0.84

. (constantes) n=2(39)2(1.96+0.84)2(60)2 n6.6. Con base a lo anterior se realiz6 ¢l cdlenlo de tamafio de muestra. T

Tratamiento A {Control): Dieta con caseina al 20 % de axuerdo a las recomendaciones del AIN93 (American
Institute of Nutrition). V
Tratamiento B {Control + Colesterol}: Diéta caseina al 20% suplementada con 0.5% colesterol.

Tratamiento C (Dosis 1 Extracto estandarizado de Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta estandarizada
caseina 20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma lucidum 1.0%.

Tratamiento D (Dosis 2 Extracto estandarizado Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta estandarizada caseina
20% suplementada con extracto estandarizade'de Ganoderma lucidum 1.5 % + 0.5% Colesterol

Tratamiento £ (Dosis 3 Bktracto estendarizado Ganoderma lucidum + Colesterol): Dieta estandarizada caseina
20% suplementada con extracto estandarizado de Ganoderma lucidum 2.0 % + 0.5 % Colesterol

'Fratarniento F (Dieta control + Colesterol + Sinvastatina): Dieta estandarizada caseina 20% suplementada con
0.5 % colesterol + Sinvastatina {0.03 g/100 g dieta)

B) Para estudiar el efecto del extracto de Ganoderma Lucidum sobre el metabolismo de lipidos y estrés
oxidativo se utilizaran ratones de la cepa CS6BL6. Los animales se mantendrén en microaisladores con un ciclo
de luz/oscuridad de 12 horas con libre acceso a la dieta correspondiente a su grupo experimental y al agua de
garrafén. Se tendrén en el cuarto nimero 11, en cajas de 4 ratones por caja.

Los grupos anteriores serdn alimentados por un periodo de 30-60 dias con la dieta respectiva. Con la finalidad
de determinar el efecto del consumo del extracto probado sobre metabolismo de lipidos y estrés oxidativa, se
registrara diariamente el peso, el consumo:de alimento y el consumo de energla conforme a las keal/g
contenidas en la dieta duranite el periodo del estudio.

Después de cumplir con el respectivo tiempo de estudio los ratones de la cepa C57BL/6 con ayuno de 6 horas,

se procederd a realizar la eutanasia a través de inhalacion de CO2, se evaluars la pérdida de reflejos total,
pérdida de reflejos palpebral y corneal, asi como el tiempo de llenado capilar. Posteriormente se recolectars la
sangre por gravedad en tubos con gel separador y activador de coagulacion para la determinacion de
parametros bioquimicos (glucosa, triglicéridos, colesteral, lipoproteinas). De estos mismos animales se extraerd
higado e intestino, para la extraccion del RNA total para su posterior andlisis. El tejido inmediatamente se
depositara en nitrégeno liquido y se guardard a -70 ¢C hasta el momento de realizar las determinaciones
correspondientes. Al final del estudio los caddveres se llevardn al drea especifica indicada en el bioterio.

C) El tamafio de la muestya serd de 10 ratones de la cepa C57BL/6 por grupo.

D) Los ratones son machos de la cepa C57BL/6, y se formaran los grupos al destete.

E) La asignacidn del tratamiento serd de forma aleatorizada

F) Se tendrdn 6 grupos de tratamiento:

G) La duracion del estudio serd de 90-120 dias




Metodologia: Criterios de seleceién

(0) Comentarios

Criterios de seleccidn del protocolo:

Benefitio (s} del estudio
() Comentarios

Beneficio:

Tipo de beneficio:

Beneficio:

Tipo de beneficio:

Metodologia: Desenlace y variables

{0y Comentarios

Metodelogia de descenlace y variables:

A) Ser ratones maché)s de la cepa C57BL6 de que sean de la misma camada, y se formaran los
grupos al momento del destete. ’ )
B) Se eliminaran del estudio los ratones C57BLS6, que presenten algl]h efecto secundario o lesiones
severas por el mismo grupo. -

1) Encontrar una disminucién significativa_en los niveles de lfpidos en plasma en los fratamientos con extracto de Gtanoderma
A
. o g R
lucidum N
2) Encontrar diferencias significativas en la expresién de genes relacionados con la sintesis, transporte y eliminacién de colesterol y
ifpidos, en higado e intestino en ratones alimentados con tratamientos con extracto de Ganoderma lucidum

3) Encontrar un aumento en la expresién de genes antioxidantes en higado en los ratones alimentados con tratamientos con extractos

de Ganoderma lucidum

Beneficios directos esperados

Lo
Generar informacién cientffica valiosa sobre el efecto que tendrian los extractos de Ganoderma
lucidum en la disminucién de lipidos en sangre, conocer su mecanismo ‘de-accién, asi como conocer
el efecto antioxidante d& los extractos debido al efecto de los compuestos bioactivos de Ganoderma
lucidum en otros modelos y posteriormente en humanos.

Beneficios indirectos esperados

Vari - " ]
ariable ~ Definicién Tipo de variable Escaﬂla' fje
i medicion,
= —
Activaciéon de HMG sk detem?[nacmn dela .
CoAen expresion de la Cuantitativa continua Unidades
. * proteina HMG CoA en arbitrarias
higado. .
muestras de higado.
C ion sérica d
Glucosa sérica -~ oncentracion sérica de Cuantitativa continua mg/dl
glucosa
- Medicion de colesterol sérico
Colesterol sérico total por medio de Cuantitativa continua - mg/dl
colorimetria enzimatica ’
Medicién de lipoproteina de
alta densidad de colesterot




wolesiernol fnuL Con e mewado ae mimuno Luanudnva conunud mgsat
inhibicion.
Medicion de lipoproteina de
baja densidad de
Colesterol LDL colesterol con el método de Cuantitativa continua mg/dl
inmuno-quimico ’
directo.
Medicion de los"triglicéridos
Triglicéridos | sericosporel Cuantitativa continua mg/di
método de colorimetria
indirecta.
Medicién de la expresion o
[ . - . Unidades
SREBP-1 *génica por medio de Cuantitativa continua rhitrarias
un RT-PCR. aet
Medicion de la expresion .
génica por medio de L . Unidades
-, Cuantitat
SRE?P 2 un RT-PCR. uantitativa continua arbitrarias
receptor LDL_ Medicion de la expresion
génica por medio de e . Unidades
Cuantitat
. "~ .~ ~un RT-PCR. ] uantitativa continua arbitrarias
ABCA1 Medicién de la expresion
génica por medio de Cuantitativa continua Unidades
un RT-PCR. - arbitrarias
ABCGS, Medicion de la expresion
génica por medio de . . Unidades
- Cuantitat
un RT-PCR. uantitativa continua arbitrarias
ABCGS, Medicién de la expresién
gériica por medio de . . Unidades
Cuantitat
un RT-PCR. uantitativa continua arbitrarias
S -
ABCA1 € Medicién de la expresién
. génica por medio de L X Unidades
un RT-PCR. Cuantitativa continua arbitrarias
S0D Medicion de la expresion
génica por medio de - . Unidades
Cuantitat
un RT-PCR. uantitativa continua arbitrarias
GPX Medicion de la expresion
génica por medio de Cuantitativa continua Unidades
un RT-PCR. arbitrarias
GHS Medicion de la expresion
génica por medio de s . Unidades
: Cuantitat I
~un RT-PCR. uantitativa continua arbitrarias

ANALISIS ESTADISTICO

Las variables continuas serén expresadas en promedios con desviacién estandar y las variables
dicotémicas como frecuencias y porcentajes. Las variables continuas se evaluaran mediante Z de
Kolmogorov-Smimov para analizar su tipo de distribucién. En caso de que los datos no tuvieran una

distribucion de normal, se realizara [a transformacion logaritmica antes del andlisis. Los cambios en la
concentracion de giucosa, colesterol total, VLDL y LDL-C, HDL-C, y triglicéridos, se analizaran con la
prueba de ANOVA de medidas repetidas. La prueba de ANOVA de una via se utilizara para analizar y

comparar el cambio en la concentracion basal y final de glucosa, en el perfil de lipidos. De la misma

forma, se realizara el andlisis para comparar la expresion génica de los genes analizados (SREBP-1,
SREBP-2. receptor LDL. ABCA1. ABCG5. ABCGS. ABCA1. SOD. GPX. GHS) en muestra de los




tejidos correspondientes (higado, intestino) de los roedores estudiados. E! valor significativo de p se
establece en < 0.05 de una cola. Los datos seran analizados por el programa SPSS (version 15.00
SPSS Inc., Chicago). '

Manejo de confidencialidad - o -
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Acciones, estrategias y precauciones que

" serdm tomadas para proteger ha
confidencialidad de la informacién de los
pacientes.:

El presente estudio 1o se llevard a oabo en pacientes, Unicamente en animales de investigacién.

Ponderaeién general de riesgos contra beneficios del estudio propuesto

(0) Comentarios . S .

o
NN

Ponderacién general de riesgos contra

. . No existe riesgo de no emcontrar diferencias significativas entre los tratamientos. Debido a que hay informacién cientffica que
beneficios del estudio prop

sustenta el efecto positivo de los compuestos bioactivos de la especie Gamoderma lucidum en la salnd, en especial sobre el

metabolismo de Hpidosy estrés oxidativo.

Riesgo (s} del estudio
{0)_ Comentarios ) . .

o
e

Molestias generadas por el estudio: pinguna

Complicaciones del procedimiento: nineuna

Efectos adversos reportados de ninguna

medicamentos o snstancias ntilizadas:
Métodos de seguridad para el diagndstico  (ypseryacion diaria de los modelos animales para determinar si existe alguna enfermedad, ademsds del control de peso y consumo de

oportnne y prevencién de los riesgos:
alimento

Procedimientos a seguir para ressiver los
Tiesgos en caso de gue se presentci:
Otio tipo de riesgo:

Consentimiento informado

(0)_Comentarios

Hoja de informe 2l paciente: No aplica docx
plica.does

Carta de consentimiento informado:

Mo gplica.doex
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A) SE TESTA CORREO ELECTRONICO 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 | DE LA L.F.T.I.P.

B) SE TESTA FIRMA 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.





