INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

: o Ciudad de México a 01 de agosto de 2018

Dra. Norma Bobadilla Sandoval
. Coordinadora de la Comisién de la Investigacion en Animales
Presente. ‘

Estimada Dra. Bobadilla

~

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo “Intervencion
nutricional en la obesidad materna de la rata: beneficio en la funcidon

. reproductiva de las crias macho” con registro CINVA: 1555, debido a que el
protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

L

Atentamenie

iologia de la Reproduccion

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario

Dominguez Seccidén XVI
Delegacién Tlalpan
Coédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Ciudad de México a 01 de agosto de 2018

“ N
B

Dra. Norma Bobadilla Sahdoval * «
Coordinadora de la Comision de la Investigacion en Animales
Presente.

A continuacion, encontrara el informe final del “Intervencion nutricional en la
obesidad materna de la rata: beneficio en la funcién reproductiva de las crias
macho” con registro CINVA: 1855. Los cambios en los patrones de alimentacion y
de actividad fisica han inerementado el desarrollo de la obesidad: dentro de Ios
sectores de la poblacion afectados se encuentran las mujeres en edad reproductiva.
La obesidad materna desencadena en ia progenie alteraciones tanto metabdlicas
. como reproductivas e incremento en el esfrés oxidante. En el presente proyecto se
evaluo si la intervencion nutricional antes y durante la gestacion revierte los efectos
adversos de la obesidad materna en el estrés oxidante, calidad espermatica y
fertilidad de la descendencia. Los resultados mostraron gue la obesidad materna
modifica en los testiculos de las crias la actividad del sistema de defensa
antioxidante e incrementa en los espermatozoides los biomarcadores de estrés
oxidante y disminuye la actividad de-las enzimas antioxidantes, la calidad
espermatica y la funcién repfoductiva. La intervencién materna logrd prevenir el
dafio oxidante y mejora la funcion reproductiva. Los resultados obtenidos sirvieron
para la titulacion de alumnos a nivel licenciatura y para la publicacién de articulos
en revistas indezadas. Actualmente hay un articulo en proceso de publicacion.
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Es importante sefalar que pueden existir discrepancias entre las fechas de los
trabajos publicados y la aprobacién del proyecto: esto debido a que la parte
experimental se inicié antes de las nuevas normas de la CICUAL, por lo que para la
realizacion del proyecto se utilizaron las crias generadas en el BRE-112 (07/09 -
01/15).

*  Se optd por no enviar un adendum ya que, si bien-era el mismo tipo de intervenciéon
materna, los estudios a realizar en las crias-macho eran Unicamente reproductivos
y también a que el proyecto “Intervencidén nutricional en la obesidad materna de la
rata: beneficio en la funcidn reproductiva de las crias macho” fue enviado para su
evaluacion a la convocatoria de Investigacion Cientifica Basica 2016 (CONACyT),
la cual desafortunadamente no resulté financiada.

Tesis:

Palma Daniela Lovera Flores (2015) Grado: Licenciatura

Impacto de la obesidad materna de la rata en el proceso de envejecimiento testicular
de su cria macho.

Directora de tesis: Dra. Elena Zambrano

Articulos: : o™ :
Maternal obesity in the raf impairs male offspring agmg of the testicular
antioxidant defence system. Bautista CJ; Rodriguez-Gonzalez GL, Morales A,
Lomas-Soria C, Cruz-Pérez F, Reyes—Castro LA, Zambrano E. Reprod Fertil Dev.
2017;29:1950-1957. ISSN: 1031-3613. doi: 10.1071/RD16277.

Autor correspondiente: Dra. Elena Zambrano

Sin mas por el momento, aprovecho la oportunidad para enviarle un cordial saludo.
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Reproduction, Fertility and Development
http://dx.doi.org/10.1071/RD16277 i

: Maternal obesity in the rat impairs male offspring aging
of the testicular antioxidant defence system

Claudia J. Bautista™, Guadalupe L. Rodriguez-Gonzélez", Angélica Morales™,

Consuelo Lomas-Soria”, Fabiola Cruz-Pérez™, Luis A. Reyes—CastroA‘

and Elena Zambrano™"® ‘ o

Alnstituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn, Departamento de Biologfa
de la Reproduccién, Vasco de Quiroga 15, Belisario Dominguez, Tlalpan, 14080, México,
D.F. México. :

BCorresponding author. Email: Zamgon@yahoo.com.mx

Abstract. A high-fat diet during inffgutei‘iﬁé \development predisposes offspring (F)) to phenotypic alterations, such as
lipid synthesis imbalance and increased oxidative stress, causing changes in male fertility. The objective of this study was
to evaluate the effects of maternal obesity during pregnancy and lactation on antioxidant enzymes in the F| testes. Female
Wistar rats (Fo) were fed eithera control (C, 5% fat) or an obesogenic (MO, maternal obesity, 25% fat) diet from weaning
, and throughout subsequent pregnancy and lactation. Fy offSpring were weaned to the control diet. Testes were retrieved at
110, 450 and 650 postnatal days (PND) for real-time quantitative reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-gPCR) and immunohistochemical (IHC) antioxidant enzyme analyses. Catalase was similar between groups by
RT-qPCR, whereas by IHC it was higher in the MO group at all ages than in the C group. Superoxide dismutase 1 (SOD/)
had lower expression at PND 110 in MO than in C by'both techniques; at PND 450 and 650 by immunoanalysis SOD7 was
higher in MO thanin C. Glutathione peroxidase 1 (GPXT), GPX2 and GPX4 by RT-qPCR were similar between groups and
ages; by IHC GPX1/2 was higher in MO than in'C, whereas GPX4 showed the opposite result at PND 110 and 450. In
conclusion, antioxidant enzymes in the rat testes are modified with age. Maternal .obesity negatively affects the F,

3

testicular antioxidant defence system, which, in tumn, can explain the decrease in reptoductive capacity.

Additional keywords: catalase, glutathione peroxidase, reproductive programming, superoxide dismutase, testes
function. ' . ' :

Journal compilation © CSIRO 2017 www.publish.csiro.ail/jourﬁals/rfd :
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICIFON
SALVADOR ZUBIRAN

México Cd., Mx a 26 de abril de 2018.

" No. Oficio CINVA 072-18

[ Y

Dra. Elena Zambrano Gonzalez

Depto. Biologia de la Reproduccion

Presente. : " - ]
Estimada Dra. Zambrano.: -

Por este conducto le informo  que. su proyecto con titulo “INTERVENCION
NUTRICIONAL EN LA OBESIDAD MATERNA DE LA RATA: BENEFICIO EN LA
FUNCION REPRODUCTIVA DE LAS CRIAS MACHO". con registro CINVA 1555-
15/18-1 finalizara en mayo 2018. Por lo que le solicito de la manera mas atenta me haga
saber si el proyecto requerira una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar a la
CINVA el periodo de extension-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 case de no requerir una prorroga favor de llienar el
formato de cierre. del proyecto que sg anexa a la presente (en hoja membretada e
impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables para la conclusién del
proyecto: ( R ' S :

1. Informe final : .

2. 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.

At .\nt mente,

P

Dra. Norpi& A. Bobadilla Sanddval

Coordinadora de la Comisidn de Investigacion en Animales Q KIJIM

l

o

/
! B

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

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
www.ingmnsz.mx
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS [y, INSTITUTO NACIONAL %E| 824'&"\5
Y NUTRICION R MEBiCASYNZL‘JJTBmAN '
SALVADOR ZUBIRAN L SALVADOR ZUBIY N o
i mi%;;%il 15 MA 9 1'% Y México, D. F., a 15 de mayo de 2015.
_ : T

Pra. Elena Zambrano alez o oon EN% oE

:Deptode Biblogia a ReproaueasiacioN EXPERIMENTA

Present - 4 BIOTERIO :

e

REF: CINVA 1555, Clave: BRE-1555-15/18-1

8

Estimado Dra. Zambrano: ‘ "

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:
“Intervencion nutricional en la obesidad materna de la rata: Beneficio en la funcién
reproductiva de las crias macho.”

Este comité ha dictaminado Aprobarlo a partir de esta fecha, con las siguientes observacicnes:

1. Mencionar cual es la edad reproductiva de la rata y justificar por qué se pretende estudiar la
funcion reproductiva en machos viejos (650 dias) y cual seria el impacto de estos resultados.
2. Corroborar si existe espacio en el bioterio para realizar este proyecto.
Es importante que las:correcciones las haga 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.

Atentamente,

Coordinadora de la Comision de Investigacion en Anim&ieg E

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacién
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

Vasco de Quiroga No. 15
Colonia Seccién XVI
Delegacion TlalpgNAB/nom
México, D. F. 14000

Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx .
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INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS
MEDICAS Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN
Direccién de Investigacion

"~ FORMA UNICA PARA REGISTRO DE
PROYECTOS

FECHA DE RECEPCION: 10/04/2015 T CLAVE: BRE-1555-15/18-1

TITULQ: INTERVENCION NUTRICIONAL EN LA OBESIDAD MATERNA DE LA RATA: BENEF ICIO EN LA
&UNCION REPRODUCTIVA DE LAS CRIAS MACHO.

INVESTIGADOR RESPONSABLE: ZAMBRANO GONZALEZ ELENA

DEPARTAMENTO O SERVICIO: DEPARTAMENTO DE BIOLOGIA DE LA REPRODUCCION
7 & INSTITUTC NACIONAL DE CIENCIAS?

TIPO DE INVESTIGACION: INVESTIGACISN EXPERIMENTAL a7 S o o

. ,{/L (&
PATROCINADORES: ’ ' A AND AN vﬁ
Patrocinador Cantidad ﬁ%’( ;2. 3 ARy £ *‘j L! K

DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA
e LY METABOLISMO MINERAL
VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 01/06/2015 al 01/06/2018

)

Trimestre 1 Trimestre 2» Trimestre 3 = - Trimestre 4

COSTO TOTALES DE LA INVESTIGACION INSTITUCIONES PARTICIPANTES

[Personal $0.00 |

(sueldos y sobresueldos al personal)

Equipos $0.00
(de laboratorio, computo, transporte, etc.) FIRMAS ‘
;e

Materiales $0.00 B ; B

(reactivos, consumibles, desechables, etc.) - <=Tnvestigados responsable T Tete do Departamento '\u

Animales | $0.00 B

(adquisicion, cuidado, procedimientos, etc.). k Comité de Investigacién en Comits de Investlgacwn ex{
- - Humanos : Animales

Fstudios \ $0.00

(de laboratorio, gabinete,especiales, etc.) ;

Director de Investigacién - Director General

\Viaticos $0.00

reuniones cientificas y trabajo de campo)

TFecha de resolucion

[Publicaciones $0.00

lcosto directos de publicacién, sobregiro)
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

No. CINVA:

FOLIO DE REGISTRO: BRE-1555-15/18-1 . " P

Fecha de registro del Protocolo: 15 de Abril del 2015

Titulo del Protocolo: INTERVENCION NUTRICIONAL EN LA OBESIDAD MATERNA DELA
RATA: BENEFICIO EN LA FUNCION REPRODUCTIVA DE LAS CRIAS MACHO. '

i)

Propuesta: a) Nueva b) Renovacion c) Segunda Revisién

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular _Dra. Elena Zambrano Gonzalez

Institucién de Adscripcién - Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy
- : Nutricién Salvador Zubiran

Departamento de Adscripcion__ ~ ™"~ Biologia de la Reproduccion

Teléfono 54 87 09 00 ext 2417

Correo electrénico zamgon@yahoo.com.mx

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre Adscripcidn 1 Grado Teléfono . e-mail

Guadalupe Leticia _ . . 54870900
Rodriguez Gonzalez INCMNSZ "] Maesiria Ext 2417 -
Luis Antonio Reyes T - 54870900° —
Castro INCMNSZ EBC Ext 2417
N 54870900
Lourdes Boeck'Quirasco | INCMNSZ QFB | Eoioary | R
Estudiantes
Nombre | Adscripcion Grado a Teléfono e-mail
- obtener
A INCMNSZ y
Facultad de Doctorado 54870900 ~
Quimica, Ext 2417 |
UNAM - :
Vigencia del Protocolo. » ]
Fecha estimada de inicio del protocolo 01 Junio 2015
Fecha tentativa de finalizacién. ~ 01 Junio 2018

- PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

T AT
" INSTITUTO HACIONAL BE CIEMCIAS

itucid izard ¢ WMEDICAS Y NUTRICION
1) Institucion e‘n donde se realizara el proyecto. _ ¥ B VADOR  ZUBIRAN

84
INCHHST

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricidén Salvador Zubiran

e PUMBR G W

DEPARTAMENTO DE NEFROLOGIA
Y METABOUSM@) MINERAL
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

2) Obijetivos generales y especificos del protocolo:

Objetivo general

Evaluar si la intervencion nutricional antes y durante la gestacion previene los efectos adversos
de la obesidad materna en el estrés oxidante, cahdad espermatlca y fertilidad de las ratas
macho y sus efectos en futuras generaciones.

Objetivos especificos -

-Registrar el peso corporal y determlnar el indice de adiposidad de las crias de madres obesas.
-Analizar las concentraciones de colesterol, triglicéridos, insulinay leptina, LH y testosterona.

-Determinar biomarcadores de estrés oxidante-tanto en el testiculo como en el espermatozoide
y examinar la calidad espermatica.

-Evaluar en el testiculo dafio al DNAY y modificacién de histonas como mecanismos por los
cuales la obesidad paterna puede programar a su descendencia.

-Evaluar la tasa de fertilidad.

-Obtencion de crias de segunda generacion y determinacion de calidad espermatica y estrés
oxidante.

L

3) Justificacién del experimento y los procedimientos en el use de animales:
&

Justificacion

La obesidad en mujeres en edad reproductiva tiene el potencial de dar lugar a un ciclo
intergeneracional de obesidad y alteraciones metabodlicas y reproductivas, ya que los
descendientes de madres obesas tienen el riesgo de ser obesos durante sus afios
reproductivos, perpetuando asi el ciclo y los efectos de la programacion. Si bien el embarazo es
un periodo de vulnerabilidad para la predisposicién a enfermedades en la vida postnatal,
también es una ventana de oportunidades para implementar modificaciones en el estilo de vida
que podrian ser el pivote para prevenir los efectos adversos tanto en la madre como en la
descendencia, por lo que promover estilos de vida saludables durante la gestacion es de suma
importancia. El uso de roedores en estudios de intervencion materna es muy conveniente no
sélo por razones practicas, econdmicas o debido a que la obtencién y manipulacién de las crias
se da en un corto plazo, sino también porque nos permite-estudiar los mecanismos por los
cuales se da una mala programacion en la descendencia. El presente proyecto es una
continuacién de nuestros estudios de intervencion nutricional en la obesidad materna y
representa un ejemplo de los esfuerzos por contribuir en la prevencion de condiciones adversas
tales como sobrepeso, obesidad y alteraciones de la fertilidad como resultado de un ambiente
intrauterino adverso y su paso a futuras generaciones.

~ -
Procedimientos en el uso de animales
Los animales se mantendran en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran bajo condiciones controladas de luz-obscuridad (de 7:00 a 19:00 h),
de humedad relativa (40-70%) y temperatura (22-23°C).

Modelo de obesidad
Se inducird obesidad (O) en ratas hembra recién destetadas de la estirpe Wistar (FO) con una
dieta obesogénica la cual contiene 23.5% proteina, 20.0% manteca de cerdo, 5.0% grasa,

2




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

20.2% polisacaridos, 20.2% azlcares simples, 5.0% fibra, 5.0% mezcla de minerales y 1.0%
mezcla de vitaminas (w/w), energia 4.9 kcal/g; la cual se les proporcionara desde el destete,
incluyendo apareamiento (120 dias), gestacion y lactancia. Esta dieta se elaborara en la planta
piloto del Instituto donde se pesan y mezclan las materias primas; para su conservacion se
mantendra en el cuarto frio del departamento de Biologia de la Reproduccion.

El grupo control (C) serd alimentado durante el mismo periodo con una dieta comercial para
roedores (Zeigler Rodent RQ22-5) que contiene 22.0% proteina, 5.0% grasa, 31.0%
polisacaridos, 31.0% azlcares simples, 4.0% fibra, 6.0% minerales y 1.0% vitaminas (w/ w),
energia 4.0 kcal/g. El aguay al:mento seran ad I/bltum

Intervencién materna prévia a Ia‘gestacién

La mitad de las hembras FO seran intervenidas nutricionalmente a los 90 dias es decir un mes
previo a la gestacion (IPG). La alimentacién de las ratas sera sustituida por dieta control y
continuaran con esta dieta durante la gestacion y la lactancia. El grupo control seguirad con la
dieta chow durante todo- el estudio. '

Apareamiento de las hembras

A los 120 dias de edad las hembras seran apareadas con machos de la misma estirpe no
experimentales. Las ratas téndran partos naturales. Al nacimiento de las crias se obtendré el
tamafio de la camada, su peso corporal. Para la determinacion del sexo, se medira la distancia
ano-genital empleando una regla Vernier. Nuestros datos (J Physiol. 2005;566:225-36)
indican que las crias hembras al nacimiento tienen una distancia ano genital de 1.67 + 0.128
mm y los machos 3.26 + 0.22 mm. De tal forma que 2.5 mm es mas de 2 DE de la media de
cada grupo. Por tanto, el sexo serd determinado de acuerdo a la distancia ano-genital >
(machos) o < (hembras) 2.5 mm. Para asegurar homogeneidad en el estudio, camadas de 10 a
14 crias seran ajustadas al nacimiento a,10 crias por madre tratando de mantener una relacién
de sexo de 1:1. Las ratas sobrantes estaran disponibles para el bioterio como animales fuera
de protocolo. Al destete todas las crias de los diferentes grupos experimentales seran
alimentadas con dieta control hasta el momento del sacrificio.

Los tres grupos experimentales se esquematizan en la siguiente figura 1, donde se muestra el
tipo de dieta que las madres y las crias consumiran en el estudio:

Madres (FO) Crias (F1)
G 21-90d § : Gestaciéh Lactancia% Crecimiento
rupos 5 a
Control
(%)
Obesidad materna
(0) - Control

intervencion previa
a la gestacion
(IPG)

Control

Crias
Las crias seran estudiadas
1) Nacimiento: caracteristicas antropométricas.
2) Destete (21 d): peso, descenso de testiculos, retraccion del prepucio
3) Diferentes dias postnatales (110, 450 y 650): pero y grasa corporal;, concentraciones en
suero de leptina, insulina, LH, testosterona; biomarcadores de estrés oxidante en
testiculos y espermatozoides; calidad espermatica y tasa de fertilidad.
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4) Clasificacién del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

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

Categoria B. ’ ]
Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas. -

Categoria C g

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

Categoria D ) )

Experimentos que provocan\angu*sﬁa, ‘molestia o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los experimentos en esta categoria exigen la responsabilidad explicita del
investigador para buscar disefios experimentales que aseguren que las molestias, la angustia o
el dolor del animal se minimicen o se eliminen. 3
Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o dolor, por encima del umbral de
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran -sin -a justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto. | ’

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

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

5) Justificacién de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacion el Investigador debera consuitar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle.htm

Se utilizaran 50 hembras de la estirpe Wistar las cuales se distribuiran de la siguiente forma: 10
ratas para el grupo control, 20 el grupo de obesidad y 20 para el.intervenido. Se utilizara este
ntmero de muestra tomando en cuenta a las posibles ratas que seran excluidas del proyecto
por diversas razones como un nimero de camada mayor de 14 o menor de 10, o que no
queden prefiadas. De acuerdo a nuestra experiencia en proyectos anteriores, la tasa de
fertilidad de las ratas del Bioterio del INCMNSZ es del 80% y de las ratas obesas del 40% (Int J
Obes (Lond). 2013 Aug 16:doi: 10.1038/ijo.2013.150) por lo que se espera que al menos 8
ratas queden prefiadas por grupo y que al menos 6 puedan ser incluidas en el estudio, por lo
que se estima que al finalizar el experimento quedara una “n” de 6-8 madres por grupo. Las
ratas excluidas estaran dispohibles para el Departamento de Investigacion Experimental y
Bioterio como animales fuera del protocolo.

Para este estudio, la “n” también se calculé matematicamente (ILAR J 2002;43:207-13) de
acuerdo al algoritmo de la prueba de porcentaje de éxito y error (por grupo/por prueba) el cual
se presenta a continuacion. :

n= log B/log p
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B = poder de la prueba estadistica = 1-B
donde B es el poder de la prueba = (0.05)

p = proporcion de animales en la colonia (evento esperado)

n= log (0.05) =8.39 por grupo/por prueba
log (0.70)

En cada edad postnatal de estudic™(110, 450 y 650) se utilizaréd por camada una cria por sexo
por grupo/camada. De tener de 6 a 8 madres por grupo, se tendra un total de 18 a 24 crias por
cada sexo/edad. Este numero de animales ha sido previamente manejado por nuestro grupo sin
problema alguno, -el bioterio del Instituto nos ha ofrecido las facilidades para experimentos a
largo plazo. Para este proyecto nosotros trabajaremos Unicamente con las crias macho; sin
embargo las hembras no se descartaran ya que seran utilizadas por otros investigadores
pertenecientes al grupo de trabajo.
Cabe mencionar que los prf)cedimientos que realizaremos en los animales de experimentacion
son técnicas estandarizadas y avaladas por comités de ética internos y a nivel mundial donde
se establece que los niveles de angustia o dolor generados al modelo es minimo o nulo.
Algunas de las publicaciones del grupo de trabajo son: J Physiol. 2005;563:275-84, J Physiol.
2005:566:225-36, J Physiol. 2010;588:1791-9, Age 2014;36:9721, Int J Obes (Lond). 2014
Dec 15. doi: 10.1038/ijo.2014.209.

A8

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

Para este proyecto, las ratas Unicamente seran movilizadas fuera de las instalaciones del
Bioterio, el dia que se necesiten obtener las muestras bioldgicas correspondientes.

Para el caso, un par de dias antes se le informara a la MVZ. Mariela Contreras Escamilla los
motivos por los cuales se van a retirar a los animales del Bioterio y cual sera su destino final y
se solicitaran cajas transportadoras preparadas Unicamente con aserrin, agua y alimento.

El dia que se realice la transportacién de las ratas estaran perfectamente marcadas y seran
agrupadas por grupo experimental. Con el conocimiento de que estos animales una vez
retirados del Bioterio no pueden ser nuevamente ingresados y esto por motivos de
Bioseguridad.

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso Rango de edad Sexo
Fondo genético
Rata Wistar 50 459 Recién Hembras
‘ destetadas (21d)
No. de Grupos experimentales: 3
No. de animales por grupo: 10 ratas para el grupo C, 20 para el grupo O y 20
para el IPG. Tras el apareamiento y el parto, la “n”

5
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serd de 6-8 madres por grupo.

No. TOTAL DE ANIMALES: De tener de 6 a 8 madres por grupo (fotal 18-24),
se tendra un total de 18 a 24 crias por cada sexo.
Por lo que el numero total de crias de los 3
grupos experimentales sera de 108 a 192. De
acuerdo con la jefa del DIEB ya se corrobor6 la
dispenibilidad de espacios, cajas, comederos y
bebederos suficientes para llevar acabo el
protocolo. B

v 4y

8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el DIEB.

El estudio materno llevara alrededor de 5 meses debido a que vamos a tener a las hembras que
seran futuras madres desde su destete, gestacion y lactancia. Las crias se mantendran por un
periodo de 21 meses momento en el cual sera punto final del estudio. Cabe mencionar, no
todas las ratas permaneceran durante todo ese tiempo, ya que se algunas de las crias seran
utilizadas antes (~4 y 15 meses).. _ _. :

R

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento : NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacién de la dieta y de agua. . Al inicic del estudio, la

Ty manipulaciéon de la dieta se
X | realizara diariamente por un
periodo de 142 dias. Se registrara

: ) la ingésta de alimento.
Toma de muestras bioldgicas. * La - obtencion de las muestras
. ) biolégicas se realizara

Unicamente en ftres ocasiones
cuando las crias cumplan 110,
450 y 650 dias postnatales. Las
ratas seran guillotinadas. De
X acuerdo a nuestra experiencia,
este método no interfiere con la
determinacién de los analitos que
analizamos, es motivo por lo que
utilizamos esta técnica. El
personal que realizara el
. procedimiento  esta altamente
capacitado.

Colocacion de canulas y sondas.

Técnica para observacion y modificacion de
conducta.

Inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos.

Procedimientos quirlirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirlrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cudles)

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento

Produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccién de lesiones

XIXE XXX |X|XX|X] XX

Agentes teratogénicos o carcinogenicos




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

Administracion de sustancias quimicas téxicas

Implantes o injertos

XXX

Estudios estereotaxicos.,

Otros:

10) Describir detalladamente Tos" procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administraciéon o toma de muestra, frecuencia, nimero de veces de muestreo
volumen de aplicacién y volumen de toma de muestra, etc.

Obtencién de muestras biolégicas )

Tras 6 horas de ayuno, las crfas macho provenientes de los tres grupos experimentales seran
decapitadas a los 110, 450 y 650 dias postnatales. Se recolectara la sangre para la obtencion
de suero, los testiculos seran.-disectados, limpiados de la grasa circundante, pesados y
almacenados a -70°C para su posterior analisis. La grasa del esternon, pancréatica,
retroperitoneal y gonadal seran disectadas y pesadas individualmente para posteriormente
calcular el indice de adiposidad (tejido adiposo total (g)/peso corporal (g). Los espermatozoides
se obtendran del conducto deferente y de la cola del-epididimo y se colocaran rapidamente en
solucion salina a 37°C.

Preparacion de las muestras

| Testiculo: una porcion del testlculo serd homogenizado en solucion salina a 4°C, se haran

alicuotas las cuales se almacenaran a -70°C para la posterior cuantificaciéon de proteina por el
método de Bradford y la- determinacién de biomarcadores de estrés oxidante (especies
reactivas de oxigeno (ROS) y enzimas antioxidantes).

Espermatozmdes una vez obtenldos los €8permatozoides y su concentracién, se realizaran

alicuotas de 5x10° y 10x10° espermatozmdes y se les realizaras choques térmicos, seis ciclos
de -70°C a 45¢C, finalizado esto las alicuotas se sonicaran por 2 minutos con seis intervalos de
20 segundos cada uno y colocadas inmediatamente en hielo. Las alicuotas se almacenadas a -
70°C para la posterior determinacion de ROS y enzimas antioxidantes.

La lipoperoxidacién se realizara al momento de la homogenizacion y de la obtencion de los
espermatozoides (no se requiere sonicacion).

Proteinas totales por Bradford.

En una placa de 96 pozos se colocaran 5 I de la muestra diluida 1:100. Para el caso de la
curva estandar se utilizara albimina sérica bovina (BSA) a una concentracion de 200 ug/ml, el
volumen afadido de BSA se ajustara para tener concentraciones de entre 0.4 a 2.5 ug. Tanto
a las muestras como a la curva se les afadiran 200 pl del reactivo de Bradford (BIO-RAD®) a
una dilucién 1:5, se incubaran por 5 minutos a temperatura ambiente y posteriormente se
leeran a 595 nm.

Concentraciones bioquimicas y hormonales
Las concentraciones en suero de colesterol y triglicéridos se realizard por un método enzimatico
mientras que la insu\lina, leptina, LH y testosterona por radioinmunoanalisis.

Lipoperoxidaciéon

La cuantificacion de malondialdehido tanto en testiculo como en el espermatozoide se realizara
mediante el ensayo de sustancias reactivas al &cido tiobarbitdrico (TBARS). Para mayor detalle
de la técnica se pueden consultar las siguientes publicaciones de nuestro grupo de trabajo (int

~J Obes (Lond). 2013 Aug 16. doi: 10.1038/ij0.2013.150, Age. 2014;36:9721, Am J Physiol

Regul Integr Comp Physiol. 2015;308:R219-25, Int"J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
10.1038/ij0.2014.209).
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Especies Reactivas de Oxigeno

Se cuantificaran mediante un método fluorométrico donde se determinara la oxidacion de 2'7'-
diclorofluoresceina diacetato. (Age. 2014;36:9721, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
10.1038/ijo.2014.209).

Enzimas antioxidantes .

La actividad de las enzimas antioxidantes superéxido dismutasa (SOD) y glutatién peroxidasa
(GPx) sera mediante un estuche comercial. Para mayor detalle de la técnica se pueden
consultar las siguientes publicaciones de nuestro grupo de trabajo (Int J Obes (Lond). 2013
Aug 16. doi: 10.1038/ij0.2013.150, Age. 2014;36:9721, Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2015;308:R219- 25 Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi: 10.1038/ij0.2014.209).
Calidad espermatica

La evaluacién de la calidad espermatica (concentracion, viabilidad ymovilidad) se realizarg de
acuerdo a lo establecido en el manual de la OMS para el examen y procesamiento de semen
humano. Para mayor detalle de la técnica se pueden consultar las siguientes publicaciones de
nuestro grupo de trabajo (Age. 2014;36:9721; Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol.
2015;308:R219-25, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi: 10.1038/ijo.2014.209).

Dafio al DNA T :

El daifio al DNA en el testiculo se analizara empleando la placa DNA Damage Signaling
Pathway RT? Profiler PCR Array, el cual analiza 84 genes implicados en el dafio y reparacion
del DNA. La fragmentacion del DNA en el espermatozoide se realizara mediante el ensayo
cometa. La modificacion de histonas se determinard mediante la expresién de SIRT-6 por
inmunohistoguimica, gPCR y Western blot.

Tasa de fertilidad

Para la fertilidad se evaluaran. machos- provenientes de diferente camada. Un macho (F1)
proveniente de cada grupo experimental sera colocado por una semana con dos hembras no
experimentales, el macho sera considerado fértil cuando una de las dos hembras quede
gestante. (J Physiol. 2005;563:275-84, Age,.2014;36:9721, Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2015;308:R219-25, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi: 10.1038/ij0.2014.209). A
los 450 dias postnatales las hembras que resultaron gestantes se llevaran a término para la
obtencién de’la F2 y poder evaluar los mismos pardmetros a las mismas edades antes
sefialadas.

Andlisis estadistico :

Los resultados seran analizados por ANOVA de dos vias segwdo de la prueba Holm-Sidak. La
tasa de fertilidad se analizarda mediante la prueba de X p<0.05 sera considerado como
significativo.

11) Agentes analgésickos, anestésicos y/b tranquilizantes que se utilizaran.

Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia

Ninguno

12) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar?
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[ No aplicé.

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

R

No aplica. : R

S

14) Evaluacién de signos de deterioro del bienestar de los animales.

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

Escala: 0 si es normal, 1 si ei parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
estd afectado y 3 si estd muy afectado.

Parametro L 0 1 2 3

a)

Peso corporal L " X

b) Apariencia . X

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

d)

e) Conducta provocada.

X
Conducta espontanea. - X
X

15) ¢ Cudles seran los criterios para establecer el “punto final humanitario™?

Criterios de punto final ’

Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicion del animal hay que
determinar en que momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse® asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten. ‘ :

a. Variacion de peso corporal:
1. 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 valpres como la postura, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse seguln la escala:
1. 0sies normal.
2. 1 si el parémetro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 si esta afectado
4. 3 siesta muy afectado.

Hay que tener en cuenta que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe

9
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confeccionar su propio protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos def estudio.

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

De acuerdo con el punto final humanitario en nuestra practica hemos determinado que el
nimero de animales no puede reducirse, sin embargo utilizamos.métodos refinados que se han
ido modificando a través del tiempo con el fin de evitar al méximo cualquier tipo de sufrimiento,’
la angustia y favorecer su bienestar. Esta consideracion no es solo importante desde el punto
de vista ético sino también una consideracion a las buenas practicas de laboratorio, ya que la
experiencia de dolor y estrés da” lligar' a cambios fisiclégicos que pueden incrementar la
variabilidad de los resuitados experimentales. Por tanto es importante para nosotros asegurar
que las condiciones en el alojamiento animal sean las mejores posibles, asi como su manejo y
método de eutanasia mas humano posible. En el caso de este proyecto que sera un proyecto a
largo plazo es indispensable establecer que los criterios de punto final que para este caso
serian pérdida excesiva de peso, piloereccion, ofitis, desarrollo de tumores.

N

16) ;Cudl sera el método de eutanasia que utilizara?

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
. Pentobarbital
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg Vv, IP
Pentobarbitat ‘
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg IV, 1P
. Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
' Pentobarbital ™"
Conejo Pistol8 de pemo cautivo 120 mg/kg v, 1P
) Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg v
Rana Pentobarbital ) 100 mg/kg iP

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

17) El protocolo representa riesgo bioldgico?

a) No b) Si
Si la repuesta es aﬁrmaﬁva, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consultar a clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
http://www.cdc.qov/biosafetv/publications/bmbIS/BMBLS sect V.pdf

18) ¢ Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?

En el area de desechos biolégicos que se encuentra en la parte trasera del Bioterio, se llevaran
los desechos biologicos y cadaveres en una bolsa amarilla que contiene la leyenda de
RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO INFECCIOSOS previamente etiquetada con la
informacion completa tanto de la especie del animal, la edad, el experimento al que pertenece,
el responsable del experimento, el departamento de donde proviene y se conservara en esta

10
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area en condiciones de congelacidon hasta que la empresa contratada por el Instituto Nacional
de Ciencias Médicas y Nuiricion Salvador Zubiran retire estos desechos.

Me comprometo a que mi grupo de investigacion conduciré el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacién 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. ’

vestigador Responsable

Elena Zambrano Gohzélez

-~ ~:

Integrantes de la CINVA Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora
Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretar;o

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez “\ocal

Dra. Elené Zambrano Gonzélez -~ - Vocal

Dr. Alejandro Zentella Dehesa T Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres e ‘Vocal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal

Dr. Rafael Hernandez Gonzalez Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal Externo

11




COMITE INSTITUCIONAL DE
INVESTIGACION BIOMEDICA EN
‘ HUMANOS !

FORMATO DE EVALUACI(')NDE
"PROYECTO DE INVESTIGACION

INTERVENCION NUTﬁICIONAL EN LA OBESIDAD MATERNA DE LA RATA: BENEFICIO EN LA
FUNCION REPRODUCTIVA DE LAS CRIAS MACHO. :

INVESTIGADOR Posicién institucional Posicion en el Teléfono |Correo-E
" |proyecto (ext.)
[BOECK QUIRASCO LOURDES ~ |QUIMICO A investigador e .
’ ) - |invitado
REYES CASTRO LUIS ANTONIO |INVESTIGADOREN ™ [Investigador e B
) CIENCIASMED A . invitado
RODRIGUEZ GONZALEZ AYUDANTE D INV Investigador N
IGUADALUPE LETICIA . |CIENCIAS MED C ~_ligyitado L
7 AMBRANO GONZALEZ ELENA [INVESTIGADOR EN Tnvestigador . ~ g
CIENCIAS MED E = ’

2b. Pertinencia del grupo de

ANTECEDENTES:

|En las dltimas décadas los cambios en los patrones de alimentacion y de
actividad fisica han ocasionado que la prevalencia de obesidad a nivel
mundial se haya incrementado notablemente. Dentro de los sectores de la
poblacion afectados por la obesidad se encuentran las mujeres en edad
joven y reproductiva (1). Lo cual es preocupante ya que la exposicién de los
fotos a un ambiente intrauterino obesogénico puede ocasionar cambios en




su organogénesis y generar respuestas fisioldgicas permanentes. Estudios
epidemiolégicos y con animales de investigacién han reportado que la
obesidad materna previa y durante la gestacion y lactancia no sélo impacta
el metabolismo de la madre sino que también predispone a la descendencia
al acumulo excesivo de tejido adiposo abdominal, al desarrollo de
enfermedades cardiovasculares, diabetes y obesidad durante la vida adulta
(2). La obesidad y la infertilidad masculina se han incrementado de forma
paralela. En términos, generales hay estudios que muestran que existe
relacién entre la obesidad y la ' mala calidad espermatica, acompafiado de
trastornos hormonales e incremento en el estrés oxidante. en el
espermatozoide que como consecuencia impacta negativamente la tasa de
fertilidad. Datos emergentes resaltan que las crias provenientes de
espermatozoides expuestos a altas concentraciones de especies reactivas
de oxigeno, se vuelven intolerantes a la glucosa e incrementan el acumulo
de tejido adiposo (3). Taimbién se ha reportado que el dafio oxidativo en los
espermatozoides provenientes de hombres obesos programa a su progenie
a presentar sindrome metabdlico y obesidad. Algunos de los mecanismos
por los cuales la obesidad paterna puede programar a su descendencia son:
1) dafio al DNA debido a la remodelacién defectuosa de la cromatina durante
la espermiogénesis, lo que libera espermatozoides a la luz tubular con baja
protaminacién y mal compactacion de la cromatina lo cual asociado al estrés
oxidante incrementa la apoptOS|s y dafio al DNA, y 2) la modificacion de
histonas; la transicién de histonas a protaminas es regulada por las histonas
deacetilasas y_ acetilasas. La sirtuina-6 (SIRT-6) es una histona deacetilasa
que es regulada por el estado metabodlico. Estudios en ratones con obesidad
inducida por dieta se ha reportado que la SIRT-6 se encuentra disminuida en
las células germinales del testiculo, lo que ocasiond mayor acetilacion de
histonas durante la espermiogénesis, lo cual se asocia con dafio al DNA.

La obesidad per se genera problemas de fertilidad, sin embargo, diversos
estudios reportan que las alteraciones en la capacidad reproductiva pueden
quedar programadas durante etapas criticas del desarrollo. Se sabe que las
crias macho provenientes de madres alimentadas con una dieta baja en
proteina durante la gestaciéon se vuelven obesos, tienen menor calidad
espermatica y disminucidén en la tasa de fertilidad (4). Por otro lado la
obesidad materna también genera efectos adversos sobre la funcion
reproductiva de la progenie. Por ejemplo, las crias hembra provenientes de
madres alimentadas con una dieta alta en grasa durante la gestacién y la
lactancia muestran incremento en las concentraciones séricas de leptina e




(insulina, pubertad temprana y mayor incidencia de estros prolongados (5).
Recientemente, en nuestro grupo utilizando a la rata como modelo biologico
hemos observado que las crias. macho provenientes de madres obesas
presentan mayor peso .corporal y grasa gonadal, reduccion en las
concentraciones de hormonas reproductivas como son la LH y la
testosterona, disminucién en la calidad espermatica; incremento en el estrés
oxidante tanto en Jos testiculos como en los ‘espermatozoides vy
envejecimiento prematuro en la capacidad reproductiva (6). Sin embargo, no
se ha reportado si los efectos adversos observados en la fertilidad de la F1
pueden ser trasmitidos a la siguiente generacion (F2).

La obesidad en mujeres en edad-reproductiva tiene el potencial de dar lugar
a un ciclo intergeneracional de obesidad y alteraciones metabdlicas y
reproductivas. Ya que los hijos de madres obesas tienen el riego de ser
obesos durante sus afios reproductivos, -perpetuando asi el ciclo y los
efectos de la programacion. Si bien el embarazo es un periodo de
vulnerabilidad para la predisposicién a enfermedades en la vida postnatal,
también es una ventana de oportunidades para implementar modificaciones
en el estilo de vida que podrian ser el pivote para prevenir los efectos
adversos tanto en la madre como en la descendencia. Estudios con animales
de experimentacion han reportado que la intervencion’ nutricional en madres
obesas previa al embarazo ocasiona que las crias en la vida adulta
presenten disminucién en las concentraciones de leptina, insulina e indice de
resistencia a la insulina, menor acumulacion de grasa y reduccion del
tamario del adipocito (7).

DEFINICION DE PROBLEMAS :

A la fecha no hay suficiente informacién que indique si la intervencion
nutricional previa y durante la gestacion en la madre obesa puede prevenir
en el testiculo las crias el dafio al DNA, cambios en la modificacion de
histonas, el incremento en el estrés oxidante y el envejecimiento prematuro
de la capacidad reproductiva. '

.

JUSTIFICACION :

La obesidad en mujeres en edad reproductiva tiene el potencial de dar lugar

a un ciclo intergeneracional de obesidad y alteraciones metabdlicas y




>

Ireproductivas, ya que los descendientes de madres obesas tienen el riesgo
de ser obesos durante sus afios reproductivos, perpetuando asi el ciclo y los
efectos de la programacion. Si bien el embarazo es un periodo de
vulnerabilidad para la predisposicién a enfermedades en la vida postnatal,
también es una ventana de oportunidades para implementar modificaciones
en el estilo de vida que podrian ser el pivote para prevenir los efectos
adversos tanto en la madre como en la descendencia, por lo que promover
estilos de vida saludables durante la gestacién es de suma importancia. El
uso de roedores en estudios de intervencién materna es muy conveniente no
solo por razones practicas, econémicas o debido a que la obtencidn y
manipulacién de las crias se da en un corto plazo, sino también porque nos
permite estudiar los mecanismos por los cuales se da una mala
programacién en la descendencia. El presente proyecto es una continuacién
de nuestros estudios de. intervencion nutricional en la obesidad materna y
representa un ejemplo dé los esfuerzos por contribuir en la prevencién de
\condiciones adversas tales como sobrepeso, obesidad y alteraciones de la
fertilidad como resultado de un ambiente intrauterino adverso y su paso a
futuras generaciones.

Ay

6a. Hipotesis

La obesidad materna durante la gestacion vy lactancia incrementa en la el
estrés oxidante en el testiculo y espermatozoide y conlleva al envejecimiento
prematuro de la capacidad reproductiva. La intervencion nutricional de la rata
con obesidad previa a la gestacion, previene parcial o totalmente, las

alteraciones en la funcién reproductiva de la cria y en su descendencia.
6b. Objetivos. ’ , ‘

General:

‘

Evaluar si la intervencion nutricional antes y durante la gestacion previene los
efectos adversos de la obesidad materna en el estrés oxidante, calidad
espermatica y fertilidad de las ratas macho y sus efectos en futuras
generaciones. '

Especificos:

- Registrar el peso E:orporary determinar el indice de adiposidad de las crias
de madres obesas. ‘




_Analizar las concentraciones de colesterol, triglicéridos, insulina, leptina, LH
y testosterona.

-Determinar biomarcadores de estrés ox1dante tanto en el testiculo como en
el espermatozoide y examlnar Ia Cahdad espermatlca

-Evaluar en el testiculo. dafio al DNA y modificacion de histonas como
mecanismos por los .cuales la obeS|dad paterna puede programar a su
'descendencia.

-Evaluar la tasa de fertilidad.

-Obtencion de crias de segunda generauon y determmaClon de calidad
espermatica y estrés oxidante.

7. Metodologla Disefio general. : , :
A) Diseiio del estudio, tipo de seguimiento y tipo de controles: controlado simple y
ratas alimentadas con dieta comercial.

B) Descripcién de maniobra o de intervencion
Procedimientos en el uso de animales

Los animales se mantendran en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias
Médicas y Nutricién Salvador Zubirdn bajo condiciones controladas de luz-
obscuridad (de 7:00 a 19:00 h), de humedad relativa (45-70%) y temperatura
(22-23°C).

Modelo de obesidad

Se inducird obesidad (O) en ratas hembra recién destetadas de la estirpe




Wistar (FO) con una dieta obesogénica la cual contiene 23.5% proteina,
20.0% manteca de cerdo, 5.0% grasa, 20.2% polisacaridos, 20.2% azucares
simples, 5.0% fibra, 5.0% mezcla de minerales y 1.0% mezcla de vitaminas
(wiw), energia 4.9 kcal/g; la cual se les proporcionara desde el destete,
incluyendo apareamiento (120 dias), .gestacion y lactancia. Esta dieta se
elaborara en la planta piloto del Instituto donde se pesan y mezclan las
materias primas; para.su conservacion se mantendra en el cuarto frio del
departamento de B|olog|a de Ia Reproduccmn

[El grupo control (C) sera alimentado durante el mismo periodo con una dieta
comercial para roedores (Zeigler Rodent RQ22-5) que contiene 22.0%
proteina, 5.0% grasa, 31.0% polisacaridos, 31.0% azlcares simples, 4.0%
fibra, 6.0% minerales y 1.0% vitaminas (w/ w), energia 4.0 kcal/g. El agua y
alimento seran ad libitum. .. .

-

Intervencion materna previa a la gestacion

| a mitad de las hembras FO seran intervenidas nutricionalmente a los 90 dias
es decir un mes previo a la gestacién (IPG). La alimentacion de las ratas sera
sustituida por dieta control y continuaran con esta dieta durante la gestacion y
la lactancia. El grupo control seguird con la dieta chow durante todo el
estudio. .

Apareamiento de las hembras

A los 120 dias de edad las hembras seran apareadas con machos de la
misma estirpe no experimentales. Las ratas tendran partos naturales. Al
nacimiento de las crias se obtendra el tamafio de la camada, su peso
corporal. Para la determinacion del sexo, se medira la distancia ano-genital
empleando una regla Vernier. Nuestros datos (J Physiol. 2005;566:225-36)
indican que las crias hembras al nacimiento tienen una distancia ano genital
de 1.67 £ 0.128 mm y los machos 3.26 + 0.22 mm. De tal forma que 2.5 mm
es mas de 2 DE de la media de cada grupo. Por tanto, el sexo sera
determinado de acuerdo a {a distancia ano-genital > (machos) o < (hembras)
2.5 mm. Para asegurar homogeneidad en el estudio, camadas de 10 a 14
crias seran ajustadas al nacimiento a 10 crias por madre tratando de
mantener una relaciéon de sexo de 1:1. Las ratas sobrantes estaran
disponibles para el bioterio como animales fuera de protocolo. Al destete




todas las crias de los diferentes grupos experimentales seran alimentadas
con dieta control hasta el momento del sacrificio.

Los tres grupos experimentales se esquematizan en la siguiente figura 1,
donde se muestra el tlpo de dleta que las madres y las crias consumiran en eI
estudio:

(Crias ‘
Las crias seran estudiadas .. -~

Nacimiento: caracteristicas antropométricas.

Destete (21 d): peso, descenso de tesﬁculos, retracciéon del prepucio

Diferentes dias postnatales (110, 450 y 650). pero y grasa corporal
concentraciones en suero de leptina, insulina, LH, testosterona;
biomarcadores de estrés oxidarite en testiculos y espermatozmdes calidad
espermatica y tasa de fertiligad. ™ \

B -

Obtencion de muestras biolégicas

La obtenciéon de las muestras biolégicas se realizara Unicamente en tres
ocasiones cuando las crias cumplan 110, 450 y 650 dias postnatales. Las
ratas seran guillotinadas. De acuerdo a nuestra experiencia, este método no
interfiere con la determinacién de los analitos que analizamos, es motivo por|
lo que utilizamos esta técnica. El personal que realizara el procedimiento
estd altamente capacitado.Tras 6 horas de ayuno, las crias macho
provenientes de los tres grupos experimentales seran decapitadas a los 110,
450 y 650 dias postnatales Se recolectara la sangre para la obtencion de
suero, los testiculos serén disectados, limpiados de la grasa circundante,
pesados y almacenados a -70°C para su posterlor analisis. La grasa del
esternén, pancréatica, retroperitoneal y gonadal seran disectadas y pesadas
individualmente para posteriormente calcular el indice de adiposidad (tejido
adiposo total (g)/peso corporal (g). Los espermatozoides se obtendran del
conducto deferente y de la cola del epididimo y se colocaran rapidamente en|




solucién salina a 37°C.

Los restos de los animales y muestas bioldgicas se llevaran al area de desechos
biolégicos que se encuentra en la parte trasera del Bioterio, en una bolsa
amarilla con la leyenda RESIDUOS PELIGROSOS BIOLOGICO
INFECCIOSOS previamente etiquetada con la informacién completa tanto de
la especie del animal, la edad, el experimento al que pertenece, el
responsable del experlmento el departamento de donde proviene y se
conservara en esta area en condiciones de congelaciéon hasta que la empresa
contratada por el Instituto Nacional de Ciencias Medlcas y Nutricion Salvador
Zubiran retire estos desechos

Preparacién de las muestras"”

Testiculo: una porcion del testiculo sera homogenizado en solucion salina a
4°C, se haran alicuotas las cuales se almacenaran a -70°C para la posterior|
cuantificacién de proteina por el método de Bradford y la determinacion de
biomarcadores de estrés OX|dante (espemes reactivas de oxigeno (ROS) y
enzimas antlox1dantes) e

Espermatozoides: una vez obtenldos Ios espermatozoides y su
concentracion, se realizaran alicuotas de 5%10° y 10x106 espermatozoides y
se les realizaras choques térmicos, seis ciclos de -70°C a 45°C, finalizado
esto las alicuotas se sonicaran por 2 minutos con seis intervalos de 20
segundos cada uno y colocadas inmediatamente en hielo. Las alicuotas se
almacenadas a -70°C para la posterior determinacion de ROS y enzimas
antioxidantes. :

La lipoperoxidacion se realizara al momento de la homogenizacion y de la

" lobtencién de los espermatozoides (no se requiere sonicacion).

Proteinas totales por Bradford.

En una placa de 96 pozos se colocaran 5 pl de la muestra diluida 1:100.
Para el caso de la curva estandar se utilizara albuimina sérica bovina (BSA)
a una concentracion de 200 pg/ml, el volumen afadido de BSA se ajustara
para tener concentraciones de entre 0.4 a 2.5 ug. Tanto a las muestras
como a la curva se les afadiran 200 pl del reactivo de Bradford (BIO-RAD®)




a una dilucién 1:5, se incubaran por 5 minutos a temperatura ambiente y
posteriormente se leeran a 595 nm.

Concentraciones bioquimicas y hormonales

Las concentraciones en suero de colesterol y triglicéridos se realizara por un
método enzimatico mientras gue la insulina, leptina, LH y testosterona por
radioinmunoanalisis.

Lipoperoxidacion

La cuantificacion de malondialdehido tanto en testiculo como en el
espermatozoide se realizard mediante el ensayo de sustancias reactivas al
acido tiobarbittrico (TBARS). Para mayor detalle de la técnica se pueden
consultar las siguientes publicaciones de nuestro grupo de trabajo (Int J
Obes (Lond). 2013 Aug 16. doi: 10.1038/ijo.2013.150, Age. 2014;36:9721,
Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol. 2015;308:R219-25, Int J Obes
(Lond). 2014 Dec 15. doi: 10.1038/ijo.2014.209).

vor
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Especies Reactivas de Oxigeno

Se cuantificaran mediante un método fluorométrico donde se determinara la
oxidacién de 2'7'-diclorofluoresceina diacetato. (Age. 2014;36:9721, Int J
Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi: 10.1038/ijo.2014.209).

Enzimas antioxidantes

La actividad de las enzimas antioxidantes superoxido dismutasa (SOD) y
glutatién peroxidasa (GPx) sera mediante un estuche comercial. Para mayor
detalle de la técnica se pueden consultar las siguientes publicaciones de
nuestro grupo de trabajo (Int J Obes (Lond). 2013 Aug 16. doi:
10.1038/ijo.2013.150, Age. 2014;36:9721, Am J Physiol Regul Integr
Comp Physiol. 2015;308:R219-25, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
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10.1038/ij0.2014.209).

Calidad espermatica

La evaluacién de la calidad espermatica (concentracion, viabilidad
ymovilidad) se realizara de acuerdo a lo establecido en el manual de la OMS
para el examen y procesamiento-de semen humano. Para mayor detalle de la
técnica se pueden consultar las siguientes publicaciones de nuestro grupo de
trabajo (Age. 2014;36:9721, Am J Physiol Regul Integr Comp Physiol.
2015:308:R219-25, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
10.1038/ij0.2014.209).
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Dano al DNA

El dafio al DNA en el testiculo se analizara empleando la placa DNA Damage
Signaling Pathway RT? Profiler PCR Array, el cual analiza 84 genes
implicados en el dafio y reparaciéon_del DNA. La fragmentacion del DNA en el
espermatozoide se realizard mediante el ensayo cometa. La modificacion de
histonas se determinarda mediante la expresién de SIRT-6 por
inmunohistoquimica, gPCR y Westerri blot. S

‘Tasa de fertilidad

Para la fertilidad se evaluaran machos provenientes de diferente camada. Un
macho (F1) proveniente de cada grupo experimental sera colocado por una
semana con dos hembras no experimentales, el macho sera considerado
fértii cuando una de las dos hembras quede gestante. (J Physiol.
2005;563:275-84, Age. 2014;36:9721, Am J Physiol Regul Integr Comp
Physiol. 2015;308:R219-25, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
10.1038/ij0.2014.209). A los 450 dias postnatales las hembras que resultaron
gestantes se llevaran a término para la obtencion de la F2 y poder evaluar los
mismos parametros antes. sefialados Unicamente a los 110 y 450 dias
postnatales.




Analisis estadistico

Los resultados seran analizados por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba Holm-Sidak. La tasa de fertilidad se analizar4 mediante la prueba de

X P

C) Tamafio de la muestra

Se utilizaran 50 hembras de la estirpe Wistar las cuales se distribuiran de la

*siguiente forma: 10 ratas para el grupo control, 20 el grupo de obesidad y 20

para el intervenido. Se utilizaré este nimero de muestra tomando en cuenta a
las posibles ratas que seran excluidas del proyecto por diversas razones
como un numero de camada mayor de 14 o menor de 10, o que no queden
prefiadas. De acuerdo a nuestra experiencia en proyectos anteriores, la tasa
de fertilidad de las ratas del Bioterio del INCMNSZ es del 80% y de las ratas
obesas del 40% (Int J Obes (Lond). 2013 Aug 16. doi:
10.1038/ij0.2013.150) por lo que se espera que al menos 8 ratas queden
prefiadas por grupo y que al menos 6 puedan ser incluidas en el estudio, por
lo que se estima que al finalizar-el experimento quedara una “n” de 6-8
madres por grupo. Las ratas ‘excluidas estaran disponibles para el
Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio como animales fuera
del protocolo. : .

k& n

Para este estudio, la “n” también se calculé matematicamente (ILAR J
2002;43:207-13) de acuerdo al algoritmo de la prueba de porcentaje de éxito
y error (por grupo/por prueba) el cual se presenta a continuacion.

n= log B/log p

B = poder de la prueba estadistica = 1-B

donde B es el poder de la prueba = (0.05)




p = proporcion de animales en la colonia (evento esperado)

n= Iog(0.05). =8.39 porQrupo/porﬁrueba
log (0.70)

En cada edad postnatal de estudio (110, 450 y 650) se utilizara por camada
una cria por sexo por grupo/camada. De tener de 6 a 8 madres por grupo, se
tendra un total de 18 a 24 crias por cada sexoledad. Este numero de
animales ha sido previamente manejado por nuestro grupo sin problema
alguno, el bioterio del Instituto nos ha ofrecido las facilidades para
experimentos a largo plazo. Para‘® este proyecto nosotros trabajaremos
Unicamente con las crias macho; sin embargo las hembras no se descartaran
ya que seran utilizadas por otros.investigadores pertenecientes al grupo de
trabajo.

N
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Cabe mencionar que los procedimientos que realizaremos en los animales de
experimentacion son técnicas estandarizadas y avaladas por comités de ética
internos y a nivel mundial donde se establece que los niveles de angustia o
dolor generados al modelo es minimo o nulo.

Algunas de las publicaciones del grupo de trabajo son: J Physiol.
2005:563:275-84, J Physiol. 2005;566:225-36, J Physiol. 2010;588:1791-9,
Age 2014;36:9721, Int J Obes (Lond). 2014 Dec 15. doi:
10.1038/ij0.2014.209.

D) Procedimiento de reclutamiento

La disponibilidad de los animales estard a criterio del Bioterio considerando los siguientes
parametros:

1.- Espacio en el 4rea asignada




2.- Tamafio de la muestra (pie de cria)

3.- Condiciones de temperatura, humedad, ciclos horarios etc.
4.- Género y especie solicitada | :

5.- Edad del pie de cria

|6.- Rangos de peso

E) Mecanismos de asignacion del tratamiento: aleaton'o

F) Grupo de tratamientos: 3

Los tres grupos experimentales “se esquematizan en la siguiente figura 1,
donde se muestra el tipo de dieta que las madres y las crias consumiran en eI
estudio:

G) Duracion de segulmlento mdmdual El estudio materno llevara alrededor de
5 meses debido a que vamos a tener a las hembras gue seran futuras
madres desde su destete, gestacién y lactancia. Las crias se mantendran por
un periodo de 21 meses momento en el cual sera punto final del estudio.
Cabe mencionar, no todas las ratas permaneceran durante todo ese tiempo,
ya que se algunas de las crias seran utilizadas antes (~4 y 15 meses)

8. Metodologia: Criterios de seleccion

A) Criterios de inclusion:
-Hembras que hayan resultado prefiadas en los primeros cinco dias de apareamiento

-Camadas de 10 a 14 crias |

B) Criterios de exclusion: .

_Hembras que NO hayan resultado prefiadas en los primeros cinco dias de
apareamiento
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-Camadas con menos de 10 a mas de 14 crias
C) Criterios de eliminacion:

En el caso de este proyecto que serda a largo plazo es indispensable
establecer que los criterios de punto final que para este caso serian:

-Pérdida excesiva de peso
-Piloereccion
~Otitis

-Desarrollo de tumores.
9. Metodologia: Desenlaces y Variables
A) Variables / desenlaces principales a medir

Peso corporal, indice de adiposidad, calidad espermética, estrés oxidativo y tasa de
fertilidad.

B) Variablgs / desenlaces secundarios a medir

Colesterol, triglicéridos, insulina, leptina, LH y testo‘ste‘rona. Dano al DNA y
modificacién de histonas como mecanismos por los cuales la obesidad
paterna puede programar a su descendencia.

C) Frecuencia de las mediciones

después del nacimiento de las crias las determinaciones se harén a los 110, 450 y 650
dias postnatales. ' :

D) Criterios de éxito y falla

De acuerdo a nuestra experiencia la tasa de fertilidad de las ratas del Bioterio
del INCMNSZ es del 80% y de las ratas obesas del 40% por lo que se espera
que al menos 8 ratas queden prefiadas por grupo y que al menos 6 puedan
ser incluidas en el estudio, por lo que se estima que al finalizar el experimento
quedara una “n” de 6-8 madres por grupo.




E) Estratégia de:anélisis estadistico

Los resultados seran analizados por ANOVA de dos vias seguido de la
prueba Holm-Sidak. La tasa de fertilidad se analizara mediante la prueba de|

X-. p .

10. Riesgos y beneﬁclos del estudio
BENEFICIO DIRECTO: ’ NS

El presente proyecto es una continuacion de. nuestros estudios de
intervencion nutricional en la obesidad materna y representa un ejemplo de
los esfuerzos por contribuir en la prevenciéon de condiciones adversas tales
como sobrepeso, obesidad y alteraciones de la fertilidad como resultado de
un ambiente intrauterino adverso’y su paso a futuras generaciones.

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS: SR
MOLESTIAS GENERADAS : NINGUNO -
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO NINGUNO
EFECTOS ADVERSOS NINGUNO

EFECTOS PSICOLOGICOS : NINGUNO

METODOS DE SEGURIDAD : El monitoreo constante de los animales de estudio para observar la presencia de
estds caracteristicas que son indicativo de enfermedad: pérdida excesiva de peso, piloereccion, ofitis, desarrollo de
tumores.

PROCEDIMIENTOS : Darle punto final a los animales enfermos.
OTRO TIPO DE RIESGO : NINGUNO

11. Costos

COSTOS TOTALES DE LA INVESTIGACION
Admon. Gastos pacientes [$ 0.00
lAnimales $ 0.00
‘lEquipos $ 0.00
Estudios $0.00
Materiales $ 0.00
tPersonal $ 0.00
*Publicaciones $ 0.00
Suscripciones $ 0.00
‘[Varios $ 0.00
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|Viaticos $ 0.00 |
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