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Ciudad de México a 06 de Octubre de 2020

Ne. Oficio CICUAL - 119-2020

DRA. LILIA GUADALUPE NORIEGA LOPEZ
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA DE LA
NUTRICION

PRESENTE

s Estimada Dra. Noriega -

Este comité ha dictaminado que se RECIBE'Y ACEPTA el cierre de su proyecto intitulado “EFECTO
DE UNA DIETA ALTA EN SAL.SOBRE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y EL ACUMULO DE
L{PIDOS EN DIVERSOS TEHDE)S DE RATONES C357BL6 CON UN CONSUMO NORMAL Y
ALTO EN LIPIDOS” con clave CINVA-FNU-1731-15/16-1. En caso de tener alguna duda o

comentario, se 1o haremos saber.

Sin més por el momento quedo de usted para cualquier duda o comentario

Cep. MVZ.

JABP/bdr

Avenida Vasco de Quiroga Mo, 15, Colonia Bellsario Dominguez Seccién XVL €. P. 14080, Alcaldis Tlalpan,
Ciudad de Ménico, México, Tel. (52} 84 87 08 00 www.inemnsz, mg

ATENTAMENTE

DR. JORGE ALBERTO BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE, INTERNO PARA EL CUIDADO Y USO
DE LOS ANIMALES DE LABORATORIO

Mariela G. Contreras Fscamilla- Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
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Ciudad de México, a 23 de Agosto del 2020

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan
Coordinador del Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio ‘

PRESENTE

[N

’ REF: Oficio CICUAL/074/20, Proyecto: FNU-1731-15/16-1

Estimado Dr. Barrios Payan,

e ~

N

Por este conducto me permito solicitar el cierre del protocolo “Efecto de una dieta
alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el-actimulo de lipidos en diversos
tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y aito en lipidos” con
registro CINVA: FNU-1731-15/1 6-1,,de‘bido a que el protocolo ha concluido.

Sin otro particular por el momento; quegp de usted.

&

Atenta}nente,

mf ’ B )
a/%) (@@{,&,ﬁ? ;4

Es

Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lépez

ICMD, Depto. Fisiologia de la Nutricién

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

Avenida Vasco de Quiroga No, 15, Colonia Belisario Dominguez Seccitén XVL C. P. 14080, Alcaldia Thalpan,
Cludad de México, México. Tel (52) 54 87 09 00 www.incmnsz.mx
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SALUD |

SECRETARIA DE SALUD

Ciudad de México, a 23 de Agosto del 2020

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan

Coordinador del Comité Interno de Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio u

B
A

PRESENTE
Proyecto: FNU-1731-15/16-1

. Estimado Dr. Barrios Payan,

Por este conducto le envio el inferme final del protocolo “Efecto de una dieta alta
en sal sobre la funciéh\mitocondrial y el acumulo de lipidos en diversos
tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y aito en lipidos” con
registro CINVA: FNU-1731-15/16-1.

Los productos generados son los siguientes:
a) Generacion de conocimiento: .

&

vot

El consumo de sal en México excede la ingesta diaria recomendada (IDR) por

la norma oficial mexicana para la prevencion, deteccion, diagnéstico, tratamiento y
control de la hipertension arterial sistéhica (NOM-030-SSA2-2009). ElI consumo
recomendado es de <5 g/ dia y en la actualidad, el consumo es de casi 11g/dia.
Estudios han demostrado que una alta concentracion de sal afecta la funcion
mitocondrial en el miocardio, esto de ser reflejado en otros tejidos del organismo y
puede ocasionar que los lipidos se oxiden en menor canntidad y con ello se acumulen,
generando un aumento del peso corporal. Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo
de investigacion fue identificar si las dietas altas en sal modifican la ganancia de peso,
el consumo de alimento, los parametros bioquimicos, la tolerancia a la glucosa, la
cantidad y el tipo de sustrato utilizado y finalmente, la funcién mitocondrial en el tejido

adiposo pardo y blanco, misculo esquelético e higado en los ratones C57BL6.

Avenida Vasco de Quircgs No. 15, Colonia Belisario Dominguez Seccidn XV, €. P. 14080, Alcaldia Tialpan,
Cludad de México, México, Tel (52) 54 87 08 00 www.Incmnsz.mx
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SALVADOR XUBIRAR

SALUD |

Los resultados de este proyecto demostraron que una dieta alta en grasa
suplementada con 2% de sal disminuye el peso corporal, asociado con un aumento
en el consumo de oxigeno a largo plazo indicando un mayor gasto energético. Este
tipo de dieta no afect6 la tolerancia a la glucosa, ni los pardmetros bioquimicos, ni la
abundancia de mitocondrias en el muasculo esquelético. Sin embargo, existe la

tendencia a incrementar el contenido de lipidos en los higados de los ratones C57BLS6.

e gy

. b) Formacién de recursos humanos.

Con el desarrollo de este proyecto se gradué una alumna de la licenciatura en
Dietética y Nutricién de la Escuela de Dietética y Nutricion del ISSSTE. Se adjunta la
tesis elaborada con los resultados del proyecto.

Sin otro particular por el momento, quedo de usted.

. Ate?ﬁamente,
V/’Qm{l & B !
i &31(’“““7/

Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lopez

ICMD, Depto. Fisiologia de la Nutricién

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

Avenida Yasco de Quircga No., 15, Colonis Belisario Dominguez Seccidn XV, C. P. 14080, Alcaldia Thalpan,
Ciudad de Méxice, México, Tel. (52) 54 87 08 00 www.incmnsz.my
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Estudios con Validez Oficial de conformidad con el articulo 10 de la Ley General de Educacion,
articulo 17 de la Ley Organica de la Administracion Publica Federal y Articulo 2 del Reglamento
Organico de la Escuela de Dietética y Nutricion del Instituto de Seguridad y Servicios Sociales
de los Trabajadores del Estado que establecen que es competencia de la Escuela de Dietética
y Nutricion planear, normar, controfar y llevar a cabo las actividades relacionadas con la
formacién, capacitacion y actualizacion de recursos humanos para la salud de materias de
alimentacion, dietética y nutricién; ingcrito_en la Seccién Primera del Libro 71-V a fojas 74 de
Instituciones Educativas de la.Direccion General de Profesiones de la Secretaria de Educacion
Publica.

Efecto de una dieta alta en sal sobre el desarrollo de obesidad inducida

pordieta‘en ratones C57BLS.

México D.F. 2016.
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México Cd., Mx a 13 de agosto de 2020.
No. Oficio CICUALI074/20

DRA. LILIA GUADALUPE NORIEGA LOPEZ
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA DE LA
NUTRICION

Presente.

Estimada Dra. Noriega:

- s, En alcance al Oficic CICUAL-150-18, que le fue enviado el 28 dejunlo de 2019, en el cual se
le consultd si requeria prorroga del proyecto intitulado EFECTO DE UNA DIETA ALTA EN
SAL SOBRE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y EL ACUMULO DE LIPIDOS EN DIVERSOS
TEJIDOS DE RATONES C57BL6 CON UN CONSUMO NORMAL Y ALTO EN LIPIDOS, con
registro CINVA: FNU-1731-15/16-1 por lo que, al no recibir respuesta de su parte le solicito
de la manera mas atenta Henar el formato de cierre (en formato institucional y con firma ) y
adjunte los documentos indispensables para la conclusién del proyecto:

1. Formato de cierre

2. Informe final

3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, fibros, capitulos de
libro, patentes, presentaciones en congreso, entre otros).

Sin mas por el momento quedo de usted., -

DR. JORGE AUBE’RTQ BARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE INTERNO DE CUIDADO Y
USO DE ANIMALES DE LABORATORIO

c.c.p. MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa'del DIEB

JABP/bdr

Avenida Vaseo de Quirsga No. 15, Colonia Ballsario Dominguez Seccién XV, C. P. 14080, Alcaldia Thalpan,
cludad de Méxieo, Maxico, Tek {52} 54 87 09 00 www.inemnsz,my
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“2019. Afio del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

Ciudad de México a 28 de junio de 2019.

No. Oficio CICUAL-150-19

e gy

DRA. LILIA GUADALUPE NORIEGA LOPEZ
FISIOLOGIA DE LA NUTRICION
Presente.

Estimada Dra. Noriega:

Por este conducto le informo qu’e’su proyecto intitulado: “EFECTO DE UNA DIETA
ALTA EN SAL SOBRE LA FUNCION MITOCONDRIAL Y EL ACUMULO DE LiPIDOS
EN DIVERSOS TEJIDOS DE RATONES C57BL6 CON UN CONSUMO NORMAL Y
ALTO EN LIiPIDOS”, con registro FNU-1731-15/16:1 finalizo en noviembre 2016. Por lo
gue, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el proyecto requerira una
prorroga. En caso afirmativo, favor de enyiar al CICUAL 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 caso de no requerir una prorroga fayor 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:

En casao de no requerir prorroga se necesita que entregue el: Formato de cierre

1

2. Informe final

3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,
capitulos de libro, patentes, presentaciones en congreso, entre oiros).

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

B

Dra. Normg A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion nimales

~ =

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario NABS/bdr
Dominguez Seccion XVI
Delegacién Tlalpan
Cédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
vWw.incmnsz.mx

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

"SALVADOR ZUBIRA\:"
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. México, D. F., a 13 de noviembre de 2015.

17 Nov 2018 \?‘/ REF: CINVA-1731 ENU-1731-15/16-1

Estimada Dra. Noriega: L !%‘IVREESCTC; LEOANC IDOEN

J

5 Habiendo analizado detalladamente el Protecolo de Investigacion Experimental titulado:
| RN . .
“Efecto de una dieta alta en sal sobre la funcion mitocondrial y el acimulo de
lipidos en diversos tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y alto en
lipidos”

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

1. Los animales produc1dos en el bnoterlo no son animales libres de patogenos, por lo que, el
término correcto que el investigador debe Utilizar es que los animales se reproduciran y
mantendran de manera convencional desde el punto de vista microbiolégico.

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.

Atentamente,

Dra. Nofma A."Bobadilla Sandov
Coordinadora de la Comision de Investigaciongen Animales

' c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Director de Investigacion o
- renida Vascol\ﬂ“{/ Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio ‘1(/

Jiroga

»lonia Belisario

yminguez Seccién XVI

slegacidn Tlalpan

-1digo Postal 14080 NAB/nom
~ixico, Distrito Federal

[. (52)54870900.
ww.incmnsz. mx




INSTITUTO NACIONAL DE México, D.F. a 28 de octubre de 2015
CIENCIAS MEDICAS . .

Y NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Investlgamon en Animales
PRESENTE

REF: CINVA 1731, Clave: FNU-1731-15/16-1

Estimada Dra. Bobadilla, BN
Con respecto al Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Efecto de una dieta alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el acimulo de
lipidos en diversos tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y alto en
lipidos.” e

He realizado las modificaciones pertlnentes de acuerdo a los Comentarlos reallzados
por ustedes Estos incluyen: .

1) En el texto del sistema Latis se ratifico que los animales se producen en el bioterio
en condiciones microbioldgicas libres de patégenos y para el estudio se mantendran
en el cuarto 11 en condiciones microbioldgicas convencionales.

2) Se modifico el texto que ahora dice cama de viruta de alamo.

3) El medio ambiente de los ratones sera enrlquemdo con tubos de PVC y algoddn
para minimizar las peleas entre ellos.

4) Se afiadié en el sistema Latis los cuidados en la elaboracién, conservacion vy
transporte de la dieta al bioterio, los cuales incluyen: La dieta sera elaborada en
recipientes previamente desmfectados y el personal portara una bata limpia, guantes
cofia, y cubrebocas para_disminuir el riesgo de contaminacion durante la preparacion.
La dieta se mantendra en un contenedor cerrado a cuatro grados y sera transportada
en un contenedor cerrado al bioterio.

Avenida Vasco de

Quiroga No. 15 ) iy
Colonia Belisario - t ot
Dominguez Seccion XV o !
Delegacion Tlalpan

Cédigo Postal 14080

México, Distrito Federal

Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALYADOR ZUBIRAN

5) La restriccion de alimento seré solo de 6 horas. Se afiadio en el sistema Latis la
justificacion: Es necesario registrar datos en el estado de ayuno para evaluar los
cambios en la utilizacion de sustratos en los estados metabdlicos de ayuno y
postprandio. También se incluyo que durante toda la prueba’los animales tendran libre
acceso al agua. ‘ B
8) Se incluyo que el isofluorano se utilizara a una concentracion del 2 al 3%.

7) Se verificara la inconsciencia del animal mediante la ausencia de reflejo caudal,
reflejo ocular, reflejo por estimulacién del dolor interdigital y ausencia de movimiento
de vibrisas. S

8) En este estudio no se tomara muestra de la vena caudal, la sangre se obtendra por
exanguinacion por via porta. e

L

9) Se corrigio el nombre de la norma.

o

&

10) Ademas de los procedimientos no invasivos se obtendran diversas muestras para
la evaluacién de parametros bioguimicos, expresion de genes, contenido de lipidos y
mitocondrias. Por lo que es necesario repetir el estudio para asegurar la
reproducibilidad de los fendmenos observados. :

Dado lo anterior esperamos cumplir con el,principio de las tres R establecido en la
norma NOM-062-Z00-1999 y por lo tanto esperamos vernos favorecidos con la
aceptacion del protocolo. ‘ “

Agradeciendo de antemano la atencién que se sirva dar a la presente, quedo de
usted. ’

Atentamente,
Avenida Vasco de P 3 .
Quiroga No. 15 ‘ },g ‘M\‘},. e //3
Colonia Belisario Vas Yy T

j /
Dominguez Seccién XVi N L ‘H(f})rv ] 7 i
Delegacién Tlalpan Dra. Lilia GUadalupe Noriega Lopez

Codigo Postal 14080 ICMC, Depto. Fisiologia de la Nutricién
México, Distrito Federal

Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx
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Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lépez
Depto. Fisiologia de la Nutricion
Presente. d o o

.o REF: CINVA-1731 FNU-1731-15/16-1

Estimada Dra. Noriega:

.}

Habiendo analizado detaltadamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Efecto de una dietd.alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el acumulo de
lipidos en diversos tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y alto en
lipidos.” \ -

Este comité ha dictaminado dejar Pendiente la aprobacién hasta que se aclaren las
siguientes Observaciones: e

1. Se requiere ratificar que los animales se producen en.el bioterio, pues se menciona la
procedencia y posteriormente indican la condicién mic\robiolégica desconocida de los
animales. - : -

2. Enrelacién a la redaccion deberia decir cama de viruta de alamo, en lugar de cama de
viruta. : . '

3. Es recomendable debido a la conducta de los ratones cepa C57BL/6, incorporar
medios de enriquecimiento para minimizar las peleas entre ellos.

4. Se recomienda mencionar los cuidados en la elaboracién, conservacion y transporte
de la dieta al bioterio para minimizar su posible contaminacién y que pueda afectar la
salud de los ratones. ‘

5. Es necesario puntualizar y justificar la restriccion del alimento por 24 horas en la caja
metabolica, en relacion a las pruebas de evaluacion del gasto energético se omite que
tendran agua de bebida los ratones, |

6. Como método de anestesia para la exanguinacion se menciona que se utilizara
isofluorano, es necesario mencionar el porcentaje a usar de este gas: del 2 al 3%. ,

7. En el punto 12 del formato rapido se indica que no aplica, sin embargo se utilizara

anestesia y debera constarse los signos de inconciencia/g_el raton. A este respecto

Avenida VascfeBeran describirse estos signos en el fubro correspondierf INSTIUIU RAUIUNAL UE CIENCIA

Quircga 3 , | MEDICAS Y NUTRICION a
Colonia Belisario “ ‘ A ] .
Déminguez Seccidn XVt . o ) INCRINS v o 5 \7\
Deiegacion Tialpan SooAse L Sk ISOCT X kL,
Codigo Postal 14086 i \5

México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900
WwWw.incmnsz.mx

/
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8. Es importante mencionar el volumen de sangre que se tomard a cada raton
realizando una pequefia incisiéon a la vena caudal.

9. Se menciona que los animales se manejaran de acuerdo a la NOM- 062 Z00-2001.
Se investigo acerca de ella y solo se menciona que es una correccion en el punto
5.4.4.1 con respecto a la cuarentena de los animales de laboratorio; donde existe un
error ortografico y fue corregido pdstqriormente. l.a correcta es NOM-062-Z00-1999.

10.En el calculo de la muestra se menciona que con 5.ratones es suficiente, sin embargo
se pretende hacer duplicados por grupo. jRealmente es necesario realizar duplicados

~en un estudio dd‘nde no- se haran procedimientos invasivos en los sujetos
experimentales durante los fres meses que durara el estudio? :

s 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
eleotromca a los correos: norma. bobadlllas@mcmnsz mx y hayelort@hotmail.com.

Sin mas por el momento quedo de usted.

Aténtamente,

Dra. Narma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

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

NAB/nom



CINSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS M
NUTRICION

SALVADOR ZUBIRAN
Dirececton de Investigacion’

_FORMA UNICA PARA R

ISTROD

PROYECTOS
FECHA DE RECEPCION: 30/09/2015 S CLAVE: FNU-1731-15/16-1

TITULO: Efecto de una dieta alia en sal sobre la funcion mitocondrial v el acimulo de lipidos en diversos tejidos
en ratones C37BLG con un consumo normat y alto en lipidod

INVESTIGADOR RESPONSABLE: NORIEGA LOPEZ LILIA GUADALUPE
DEPARTAMENTO O SERVICIO: DI;YP/—\R.LIAI\/[ENT() DE FISIOLOGIA DE LA NUTRICION
TIPO DE INVESTIGACION: OTROS

PATROCINADORES:
Patrocinador - Cantidad

VIGENCIA DEL PROYECTO: Del 15/1173045 al 14/11/2016

Trimestre | Trimestre 2 Trimestre 3 Trimestre 4

INSTITUCTONES PARTICIPANT G s

COSTO TOTALES DE LA
INVESTIGACION

Personal

©

s v sobresucldos al personal)

{

(de laboratorio, cdmpute, transporte, ete. )

Materialos L §0.00 . B

‘Animales

§0.00

Investigador responsabl¥ : o g i@f{:ﬁf’(le"Depzmm‘tlcnto' T

(adquisicion, cuidado, procedimientos, etc.)

[ De Agmando R, Tovar Palacio

B

Dra. Lilia G- Noriega 1.opez

les,etc.)

|Viaticos N $0.0C ‘ Comitd de Tnvesiigacion en Humanos " {Comité de Tnvestigacioyken

{(reuniones cientificas v trabayo de campa) ¢ f Animales

+ ubllcaciones | :

fsosto direstos de publicacidn, sobregiro) i ; . " . e , . - |

4 e e . Director de Investigacton " : Director General i

Suserjpelones i - 50.00y, : : : |

;%libms. revistas, software, periodicos, etc) x i

— . i

1Varios | §0.00: 1 ] O\E“Lc;‘\rxs ;

1 ' AL-D !

I(teléfono, fax, fotocopias, mensajeria, etc) i ~ N(N?g“ﬁ‘g] NuT %\fp\\z‘;{ “ [r\) )

| o 1 ‘ WED OR Z u f

‘Admon. Gastos | ; “ VAD

o ’ N $ 0.00 sab

«‘pamentcs ! T R T T RS :

iy i

Fondo de apoyo | $ 0.00% ;

:’15% de la cantidad total del proyecto i

,
. i . '

Total :! $ 0.00,
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No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO:

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

Fecha de registro del Protocolo: 30 de Septiembre de 2015,

Titulo del Protocolo:

Efecto de una dieta alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el acumulo de lipidos en
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

=

1)  Institucion en donde se realizaréa el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nufricién Salvador Zubirdn
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2) - Objetivos generales y especificos del protocolb:

Objetivo general:

Evaluar el efecto del consumo de una dieta alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el

metabolismo de lipidos en diversos tejidos de ratones C57BL6 con una dieta normal y una dieta
alta en grasa. .

Objetivos particulares:

1. Determinar el efecto del consumo‘,de ung dleta alta en sodio sobre el consumo de oxigeno y
la produccion de CO, en ratones C57B6 alimentados con una dieta conirol y una dieta alta en
grasa.

2. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre la composicién corporal
en ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

3. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre los parametros
bioguimicos (glucosa, colestérol y triglicéridos en plasma) de ratones C57B6 alimentados con
una dieta control y una dleta alta en grasa

4. Determinar el efecto del cbhsumo de una dieta alta en SOle sobre el contenido de lipidos en
higados y rifiones de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en
grasa.

5. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre el peso del tejido adiposo
blanco de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

6. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio scbre la cantidad de
mitocondrias presentes en el mlsculo esquelético de ratones C57B6 alimentados con una dieta
control y una dieta alta en grasa. - - - -

7. Determinar el efecto del consumo de-una dieta alta en sodio sobre el gen nuclear (gen
hexocinasa 2) y mitocondrial (COX-2 y 16-8) en el tejido adiposo parde y misculo esquelético
de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

&

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

Hasta el momento se sabe que las dietas altas en sal tienen un efecto negativo sobre la salud
de los seres humanos, alterando la capacidad endotelial para su contraccién y permeabilidad, lo
que lleva a padecer hipertensién arterial e incliso la aparicion de algunos tipos de cancer. Las
dietas altas en sodio, también estan relacionadas con la ganancia de peso (sobrepesoc y
obesidad) y se conoce gue hay un vinculo entre ei peso corporal de las personas y la ingesta de
alimentos ricos en sodio.

Sin embargo, no se sabe en concreto si las dietas altas en sal afectan la funcién mitocondrial en
un organismo in vivo y si esto tiene consecuencias en el metabolismo de los lipidos. El
desarrollo del presente trabajo permitird conocer si el consumo de una dieta alta en sal modifica
la funcion mitocondrial, afectando especialmente el metabolismo de lipidos y por lo tanto, la
obtencién de energia mediante la cadena respiratoria en la mitocondria.

Tomando en cuenta que México es un pais en el cual el consumo de sodio es muy elevado vy la
dieta suele ser alta ‘en lipidos, este estudio puede generar datos sobre las posibles causas y
efectos que pueden existir en el deterioro de la salud debido a este tipo de alimentacion. Por lo
tanto, se podra promover ain mas la importancia del consumo adecuado de sal a la par de una
dieta equilibrada y adecuada para cada tipo de persona de acuerdo a su edad, sexo y
actividades diarias, para prevenir enfermedades y/o complicaciones en la salud del individuo.
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En esta investigacién, tendremos a 4 grupos de ratones C57BL6 con dietas distintas, cada uno

de ellos compuesto por 10 ratones aduitos de 8 semanas de edad. El grupo 1 tendra una dieta |-

control (AIN-93M), el grupo 2 tendra la misma dieta control suplementada con 0.26% de Sal, el
grupo 3 tendra una Dieta Alta en Lipidos y por Gltimo, el grupo 4 tendra una Dieta Alta en
Lipidos suplementada con 0.26% de Sal. - -

Estas dietas se le suministraran durante 3 meses. Semanalmente se les medira en consumo de
agua y el peso corporal, dos veces a la semana se medira el consumo de alimento.
Mensualmente se les realizara una talorimetria indirecta y una resonancia magnética. La
medicion de la glucosa, colesterol y triglicéridos, se medirdn en plasma a los 3 meses. Al

momento de realizar la eutanasia, se registrard el peso del higado, rifiones, tejido adipeso:

pardo, tejido adiposo blanco y musculo esquelético y se mantendran a -70°C para
determinaciones posteriores. :

Se realizara la cuantificacién de lipidos en el higado y los rifiones. Se obtendra en RNA total del
tejido adiposo pardo para medir la expresion del gen nuclear (gen hexosinasa 2) y mitocondrial
(COX-2 y 16-8). Se realizara.una fimcion ton SDH (Succinato. deshidrogenasa) para confirmar la
cantidad de mitocondrias en el mdsculo esquelético y también RT — PCR para identificar los
genes antes mencionados.

Todos los animales provendran del laboratorio Harlan. Estos animales se encuentran en
condiciones microbioldgicas convencionales (animal con flora microbiolégica desconocida, sin
signos aparentes de enfermedad). Este proyecto no presenta ningln riesgo biologico para el
personal que maneja a los animales. El destino final de todos los animales al termino de los
experimentos es la eutanasia.

L

. i ! ret I
4) Clasificacion del proyegto 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, 6rganos aislados, tejidos y células vivas.

Categoria B.

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o hinguna 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 atencion adicional en proporcfén del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios de ensefianza que invoiucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.
Categoria D

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

Categoria E

Procedimientos que involucran infligir angustia severa o doior, por encima del umbral de
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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:
www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX15B. pdf

Categoria: | A: | B: XXX lc . |D: - =

-

5) Justificacion de la cantidad de anlmales partnmpantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de lagtres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacion el Investlgador debera consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human- prlmates/qlossarv/tuv/three -ts-

principle.htm

El Calculo del numero de muestra (n) se realizd segln la ecuacién para muestras
independientes: n22s” (Za+ZB) %/A%. En donde: S=Desviacion estandar. Se utilizaron
datos obtenidos en un estudio usando el peso corporal de ratas control y alimentados
con una dieta alta en grasa eon un valor de +31g. A= Diferencia minima en el peso
corporal entre los grupos control y alimentados con una dieta alta en grasa con un
valor de 64g. a=0.05 (Tasa de error), $=0.8=80% (Poder de la prueba)

Za+Zp=1.96+0.84 (Constantes). Por lo tanto, nz 2(31) {1.96+0. 84) /(64) n=3.7. Con
base en lo anterior se necesita utilizar un nimero promedio de 4 ratones por grupo +
20% por las pérdidas n=5 ratones por grupo y el experimento se realizara por

duplicado. El numero total de animales es de 40.

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

Al término de los tratamientos los ratones seran transportados al departamento de Fisiologia de
ta Nutricién en los microaisladorgs en los que normalmente son alojados.

* -

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

Ratén C57BL6 40 20-25¢g 8 semanas. Machos.
No. de Grupos experimentales: 4
No. de animales por grupo: 10

No. TOTAL DE ANIMALES: | 40

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

Los animales en tratamiento permaneceran 90 dias con los diferentes tipos de dietas antes
mencionadas.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.
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Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.

Manipulacion de la dieta y de agua. : . X | 1.- Suplementacioén del alimento 2
veces por semana durante 90
dias. Dejandoles alrededor de
100g de dieta en cada grupo.

2.~ Suplementacion de 300 mL de
agua cada 8 dias.

3. Restriccién de la dieta por 6
horas durante la calorimetria y de
8 horas previo a la eutanasia.

[

Toma de muestras biolégicas. X | Muestra de sangre por una
peguefia incision en la cola
después de los 90 dias con el
alimento.

i Recoleccion de orina con ayuda
de las jaulas metabdlicas.

Colocacion de canulas y sondas.

Técnica para observacion y modificacion de
conducta.

inoculaciones de agentes biolégicos y quimicos.

Procedimientos quirtirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacién.

Uso de adyuvantes (indicar cuales)

XXX X|X] XX

Restriccion fisica

Confinamiento o aislamiento ) X | Durante 5 minutos en un tubo de
) ‘ 7 cm de diametro para realizar la

resonancia.

C Durante 24 horas en una jaula

metabdlica.

Produccién de antlcuerpos monoclonales o ™
policlonales.

Induccidn de lesiones.

Agentes teratogénicos o carcinogénicos.

Administracién de sustancias quimicas toxicas.

Implantes o injertos.

X[XPX|XPXE X

Estudios estereotaxicos.

Oftros:

f

10) 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.

Modelo Animal: Se utilizaran ratones de |la cepa C578L6. Estos ratones se mantendran durante
90 dias en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran.
Todos los procedimientos cgn animales se realizaran de conformidad con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-2001 que regula el uso de animales de laboratorio. Todos los
estudios se repetiran para asegurar la reproducibilidad.

Alimentacién: Se utilizaran 40 ratones C57BL6 macho de 8 semanas de edad, los cuales seran
mantenidos en el cuarto 11 del bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion (INCMNSZ)
a una temperatura de 22°C vy ciclos de luz/oscuridad de 12h cada uno. La humedad relativa
requerida, en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 sera de 40 a 70%. Los
animales se mantendran en microaisladores con cama de viruta de madera a una densidad de
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no mas de 5 ratones por caja con libre acceso a Ja dieta y al agua. Los ratones se dividiran en 4
grupos, El grupo 1 tendra una dieta control (AIN-93M), el grupo 2 tendra la misma dieta
suplementada con 0.26% de sal (AIN-93M + 0.26% Sal), el grupo 3 tendra una Dieta Alta en
Lipidos y por Ultimo, el grupo 4 tendré una Dieta Alta en Lipidos suplementada con 0.26% de
sal. El contenido de sal para las dietas altas en sodio sera el doble del contenido normal de las
dietas asemejando lo que pasa’en la poblacion mexicana que actuaimente consume el doble de
lo establecido por la norma. -

La dieta sera administrada por 90 dias ya que ha sido reportado que.en este tiempo es cuando
se empiezan a ver mas cambios en los ratones. De cuanUIer forma el consumo de alimento y
agua seran monitoreadds para asegurar la ausencia de toxicidad. Todas las dietas se
administraran de manera solida” de acuerdo a la AIN-93M y solo se haran algunas
modificaciones (afiadirles sal y manteca segun el caso). La dieta control estara compuesta por:
465.692 g de almidén, 140 g de caseina, 155 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 40 mL de
aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix,
1.8 g de L-cistina, 2.5 g de colina y 0.013 g de TBHQ. La dieta H.F. estara compuesta por:
216.9 g de almidén, 240 g de caseina, 102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarcsa, 70 mL de
aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix, 3
g de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013 g de TBHQ y 170 g de manteca. La dieta control + Sal
estara compuesta por: 465.692 g de almidon, 140 g de caseina, 155 g de maltodextrina, 100 ¢
de sacarosa, 40 mL de aceite marca-Nutrioli (de soya), 50 g.de celulosa, 35 g de mineral mix,
10 g de vitaminas mix, 1.8 g-de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013 g de TBHQ y 2.6 g de sal marca
La Fina. La dieta H.F. + Sal estara compuesta por: 216.9 g de almidén, 240 g de caseina,
102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 70 mL de aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g
de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix,-3 g de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013
g de TBHQ, 170 g de manteca y 2.6 g de sal marca La Fina. Al termino del estudio, los ratones
seréan colocados en una caja metabdlica para determinar el consumo de agua y la secrecion de
electrolitos urinarios en un periodo de 24 horas.

Evaluacion del gasto energético: El gasto de energia serd evaluado utilizando calorimetria
indirecta usando el equipo Oxymax de Columbus Instrumens. Los animales seran colocados en
una camara con un flujo de aire constante que serad monitoreado por flujémetro sensible a
masas. Las concentraciones de oxigeno y CO2 seran evaluadas a la entrada y a la salida de la
camara para calcular ef consumg de oxigeno y /"el coeficiente de respiracién (RQ). Los animales
se colocan de 32 a 48 horas en a camara, las lecturas de las primefas 12 horas corresponden
al perfodo de adaptacion y las lecturas posteriores son utilizadas para el analisis. L.os animales
se colocan con alimento ad libitum a excepcion de un periodo de 6 horas (de 11 a 17h) para
registrar lecturas en el estado de ayuno.

Evaluacion de la composicion corporal: La composicion corporal de los ratones sera evaluado
utilizando un equipc de resonancia magnética EchoMRI. Los animales despiertos seran
colocados en un tubo con el tamafio adecuado, el cual se introducido en el equipo. El equipo
emite una radiofrecuencia a cierta secuencia y el software del equipo registra el espectro de
cada ratén por 47 segundos. Se realizan tres escaneos independientes y los datos generados
son registrados en una base de datos. Los datos obtenidos se expresan como masa magra,
masa grasa, y fiuidos libres. La lectura toma cinco minutos por raton.

Obtencion de muestras y tejidos:

Se practicard eutanasia mediante la exanguinacion por via porta previa anestesia con
isoflucranc. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO 1999, los anestésicos
inhalables inducen rapidamente la inconsciencia y no afectan las mediciones posteriores. La
posterior exanguinacién se llevara a cabo una vez que se haya cerciorado de la real
inconciencia del animal. Asi se obtendran tejidos que no tengan contaminacion quimica gue
alteren los resultados de nuestras determinaciones asi como un volumen adecuado de sangre
para la determinacion de diferentes parametros quimicos, ya que segun la norma mencionada
es un medio para obtener tejidos y fluidos corporales libres de contaminacion quimica y/o tejido
cerebral integro. De esta manera, una vez realizadas las pruebas fisiologicas, los animales
seran sometidos a un ayuno de 8 horas para la eutanasia. Se obtendra el volumen total de
sangre, del cual se separara el suero por cenirifugacién v se almacenara a -80°C para futuras
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determinaciones. Posteriormente, se obtendran muestras de higado, rifiones, tejido adiposo
pardo, tejido adiposo blanco y musculo esquelético mediante una escisién quirtrgica. Las
muestras de estos tejidos se colocaran en criotubos, se congelaran inmediatamente en
nitrégenc liquido y se almacenaran a -70°C para su posterior andlisis, el cual incluye expresion
génica por RT-PCR y determinacién de mitocondrias. por la tincion SDH.

En las muestras obtenidas se realizaran los estudios siguientes: .-
1. Perfil bioquimico: )
Se evaluara la concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol en suero utilizando ensayos
enzimaticos-colorimétricos, (Cobas C111, Roche).
' Y -

2. Contenido lipidico en higado y rifiones: )

Se extraeran los lipidos totales de acuerdo al método de Folch, el cual se basa en la separacion
de la fraccion lipidica de un tejido al ser homogenizado en una solucién solvente que al afiadir
agua y centrifugar forma dos fases. En la fase acuosa se encuentran los compuestos
hidrofilicos y en la superior se encuentra la fase organica que contiene los lipidos. Se evapora
para concentrar el contenido-de lipidos en el fondo del tubo. La pastilla lipidica se resuspende
en isopropanol/tritén al 10%. Finalmente, se determina la concentracion de triglicéridos en el
extracto por los métodos anteriormiente méncicnados.

3. Expresion génica en tejido adiposo pardo y musculo esquelético:

Se identificaran los genes COX-2 y 16 S mitocondrial, asi como el gen hexosinasa 2 nuclear
mediante PCR en tiempo real, el cual es una prueba de alta sensibilidad que se utiliza para
determinar cuantitativamente 1a cantidad inicial de &cidos nucleicos. Se amplifica un fragmento
de ADN v asi se determina la cantidad exacta de ADN, presente en la solucion estudiada
después de cada ciclo. Se llama en tiempo Teal porque la cantidad de ADN amplificado se
determina a medida que la reaccién se produce. Se puede combinar con PCR de Transcripcion
inversa para medir la cantidad de-RNA mensajero. Esta amplificacion selectiva requiere de 2
oligonucledtidos cebadores (primers) de alrededor de 15 — 25 pares de bases. Los primers son
complementarios de las secuencias de'ADN en los extremos 3'de la region del ADN gue se va
a amplificar. Durante el PCR, las moléculas de, ADN de cadena doble .se desnaturalizan, cada
cadena sirve como molde para Ja sintesis de una nueva cadena, y luego se renaturalizan (se
unen nuevamente) con una cadena complementaria. EI PCR es una reaccién en cadena de 25
_ 35 ciclos, lbs cuales involucran 3 reacciones eontroladas en tiempo y temperatura en los
termocicladores automaticos, dura alrededor de 1 a 5 min. Esta técnica utiliza reporteros
fluorescentes. Esta fluorescencia es capturada en la etapa de extension de cada ciclo y es
proporcional al ndmerc de copias de ADN de dobie cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR.
El reportero mas usado para estos fines es el SYBR Green, la cual es una molécula cargada
positivamente que, cuando esta en solucién sin unirse al ADN de doble cadena, no emite
fluorescencia, pero cuando se une al ADN, incrementa hasta mil veces su fluorescencia.

Cantidad de mitocondrias en mUsculo esquelético:

Se identificaran las mitocondrias mediante la tincién SDH (Succinato deshidrogenasay), la cual
es una tincion oxidativa sensible y especifica en patologia mitocondrial. Tifie el acumulo de
mitocondrias a nivel Subsarcolemal. La tincion SDH es una técnica EHQ (enzimohistoquimicay,
cuyo sustrato es el Succinato sédico, con un" pH de 7.4, su captador de color es el NBT
(Nitroblue tetrazolium) y su solucion tampdn es el tampdn fosfato. Su funcidn es valorar la
actividad mitocondrial en el complejo 1l de la respiracion mitocondrial y la diferenciacion de las
fioras musculares. La SDH utiliza NADH como un receptor de electrones para reaccionar con
Nitrato Azul Tetrazolio (NBT), una sal de color purpura. Esta reaccién produce una tincion
granular de las mitocondrias que refleja la abundancia de las mitocondrias vy la actividad de la
SDH. Cuanto mayot-sea la actividad de la SDH en el musculo (y por lo tanto las mitocondrias),
mayor sera la intensidad de la tincion SDH en las fibras musculares. Generalmente las fibras
musculares de contraccion lenta, tienden a oxidar mas, por lo que tendran una tincién parpura
mas densa. Por lo que este anélisis histoquimico, refleja la capacidad oxidativa relativa de las
fibras musculares




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

11)

Agentes analgésicos, anestesmos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

NINGUNO
Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia
12) ;Qué parametros empleara para conocer el gradc de Anestesia o analgesia del agente
a utilizar?
NO APLICA
13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
especificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacion de antibidticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccidn). §
NO APLICA
14) Evaluacion de signos de d‘etériorondel bienestar de los animales.

L

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal““
- Apariencia fisica: pilo-ereccién, posturas indicativas de dolor, etc.
. - Comportamiento: aparicion de_comportamientos estereotipados,
agresividad, cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblares
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion

Escala: 0 si es normal, 1 si el pardmetro en cuestion se ve ligeramente
alterado, 2 si esta afectado y 3 si estéd muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal X
b) Apariencia X
¢} Signos clinicos (Temp., FC FR., efc.) X
d) Conducta espontanea. X
e) Conducta provocada. - X
15) ¢Cudles seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?
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Criterios de punto final g

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

a. Variacion de peso corporal: - )
1. Aceptable una disminucién del 5-10% en un lapso corto.
2. Modetada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, componamlento social etc.,
pueden valorarse segun la escala
1. 0 si es normal.
2. 1 si el parametro-en cuestion se ve ligeramente alterado
-3. 2 si esta afectado
4, 3 sx esta - 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, baséndose
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 la normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales
utilizados en experimentacion y por otra se evite la pérdida de datos del estudio.

-Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http:/iwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate _endpoint.pdf

E:d

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

Exanguinacién por via porta previa anestesia con isofluorano.

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie ) Método Dosis Via
L Pentobarbital
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Rata Asfixia con GO, 120 mg/kg : v, IP
Pentobarbital ’
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg IV, 1P
Pentobarbital
. Pistola de perno
Conejo © cautivo 120 mg/kg v, 1P
Asfixia con CO,
Cerdo - Pentobarbital 90 mg/kg v
Rana Pentobarbital 100 mgfkg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su
aplicacion requiere una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable
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17) El protocolo representa riesgo bioldgico?

a) No ’ b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido.
Se recomienda consultar fa clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
hitp://www.cdc.qov/biosafety/publications/bmbl5/BMBLS sect V.pdf

-

[REE

18) ¢Cuadl sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto?
Eutanasia.

Me comprometo a que ‘mi grupo de investigacion conducira 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 |aboratorio
que se describen en la NOM-062-ZQ0-1999.

Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lépez )
Nombre vy firma del Investigador Responsable

t

Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval 7, ' Coordinadora C

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secratario

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 Carrasco Vocal
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No. CINVA:
FOLIO DE REGISTRO:

Fecha de registro del Protocolo: 30 de Septiembre de 2015.

Titulo del Protocolo: ‘ .
Efecto de una dieta alta en sal sobre la funciéon mitocondrial y el aciGmulo de lipidos en
diversos tejidos de ratones C57BL6 con un consumo normal y alto en-lipidos.
Propuesta: a) Nueva \b)vReno\vacién ¢) Segunda Revisién
Investigador Responsable del Proyecto.
& B
Nombre del Investigador Titular Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lopez
Institucion de Adscripcidn INCMNSZ
Departamento de Adscripcion Fisiologia de la Nutricion
Teléfono Sen o~ 54870900 ext 2809
Correo electrénico - [ ]
| C |
: Investigadores que Participaran en el Protocolo
Nombre Adscripcion Grado Teléfono e-mail
Dr. Armando Tovar INCMNSZ Doctor Ext. 2802 C |
Dra. Adriana Lopez INCMNSZ - Doctor Ext. 2802 |
Estudiante ( . b
obtener
A EDN Licenciado Ext. 2802 C

Vigencia del Protocolo.
Fecha estimada de inicio del protocolo 15 Noviembre { 2015
Fecha tentativa de finalizacién. - 14’ | Noviembre | 2016

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

=

1) Institucion en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

|
|
|
|
Nombre * | Adscripcion Gradoa - | Teléfono e-mail


mariela.contrerase
Cuadro de Texto
C

mariela.contrerase
Cuadro de Texto
C

mariela.contrerase
Cuadro de Texto
A

mariela.contrerase
Cuadro de Texto
C
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2) Objetivos generales y especificos del protocoio:
Objetivo general:

Evaluar el efecto del consumo de una dieta alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el
metabolismo de l[ipidos en diversos tejidos de ratongs C57BL.6 con una dieta normal y una dieta
alta en grasa. -

Objetivos particulares: e

1. Determinar el efecto del consumqujg\ una dieta alta en sodio sobre el consumo de oxigeno y
la produccién de CO, en ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en
grasa.

2. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre la composicion corporal
en ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

3. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodic sobre los parédmetros
bioquimicos (glucosa, colesterol y triglicéridos en plasma) de ratones C57B6 alimentados con
una dieta control y una dieta alta en grasa.

4. Determinar el efecto del co‘nsumo de una dieta alta en SOdIO sobre el contenido de lipidos en
higados y rifiones de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en
grasa.

5. Determinar el éfecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre el peso del tejido adiposo
blanco de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

6. Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre la cantidad de
mitocondrias presentes en el musculo esquelético de ratones C57B6 alimentados con una dieta
control y una dieta alta en grasa. - - - -

7. Determinar el efecto del consumo de-una dieta aita en sodio sobre el gen nuclear (gen
hexocinasa 2) y mitocondrial (COX-2 y 16-5) en el tejido adiposo pardo y musculo esquelético
de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

&

3) Justificacion del experimento vy los proceﬁimientos en el uso de animales:

Hasta el momento se sabe que las dietas altas en sal tienen un efecto negativo sobre la salud
de los seres humanos, alterando la capacidad endotelial para su contraccién y permeabilidad, lo
gue lieva a padecer hipertensidn arterial e incliso la aparicion de algunos tipos de céncer. Las
dietas altas en sodio, también estén relacionadas con la ganancia de peso (sobrepeso y
obesidad) y se conoce que hay un vinculo entre el peso corporal de las personas y la ingesta de
alimentos ricos en sodio.

Sin embargo, no se sabe.en concreto si las dietas altas en sal afectan la funcién mitocondrial en
un organismo in vivo y si esto tiene consecuencias en el metabolismo de los lipidos. El
desarrollo del presente trabajo permitira conocer si el consumo de una dieta alta en sal modifica
la funcién mitocondrial, afectando especialmente el metabolismo de lipidos y por lo tanto, la
obtencidn de energia mediante la cadena respiratoria en la mitocondria.

Tomando en cuenta que México es un pais en el cual el consumo de sodic es muy elevado y la
dieta suele ser alta en lipidos, este estudio puede generar datos sobre las posibles causas y
efectos que pueden existir en el deterioro de la salud debido a este tipo de alimentacion. Por lo
tanto, se podré promover aun mas la importancia del consumo adecuado de sal a la par de una
dieta equilibrada y adecuada para cada tipo de persona de acuerdo a su edad, sexoc y
actividades diarias, para prevenir enfermedades y/o complicaciones en la salud del individuo.
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En esta investigacién, tendremos a 4 grupos deratones C57BL6 con dietas distintas, cada uno
de ellos compuesto por 10 ratones adultos de 8 semanas de edad. El grupo 1 tendra'una dieta
control (AIN-93M), el grupo 2 fendra la misma dieta.control suplementada con 0.26% de Sal, el
grupo 3 tendrd una Dieta Alta en Lipidos y por ultlmo el grupo 4 tendra una Dieta Alta en
Lipidos suplementada con 0.26% de Sal. -

Estas dietas se le suministraran durante 3 meses. Semanalmente se les medira en consumo de
agua y el peso corpora), dos veces a la semana se medira el consumo de alimento.
Mensualmente se les realizard una ‘calofimetrfa indirecta y una resonancia magnética. La
medicién de la glucosa, colesterol y triglicéridos, se mediran en plasma a los 3 meses. Al
momento de realizar la eutanasia, se registrara el peso del higado, rifiones, tejido adiposo
pardo, tejido adiposo blanco y musculo esqueletlco y se mantendran a -70°C para
determinaciones posteriores.

Se realizard la cuantificacion-de lipidos en el higado y los rifiones. Se obtendra en RNA total del
tejido adiposo pardo para medir la expresién del gen nuclear (gen hexosinasa 2) y mitocondrial
(COX-2 y 16-S). Se realizara una-fincién ton SDH (Succinato deshidrogenasa) para confirmar la
cantidad de mitocondrias enel misculo esquelético y también RT — PCR para identificar los
genes antes mencionados.

Todos los animales provendran del laboratorio Harlan. Estos animales se encuentran en
condiciones microbiolégicas convencionales (animal con flora microbioldgica desconocida, sin
signos aparentes de enfermedad). Este proyecto no presenta ningln riesgo bioldgico para el
personal que maneja a los animales. El destino final de todos los animales al término de los
experimentos es |la eutanasia.

4) Clasificacion del proyegto 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, drganos 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

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 duracidon de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables. Los ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
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 especies
vertebradas. Los eXxperimentos 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.

Categoria E
Procedimientos que involucran infligir angustia severa o dolor, por encima del umbral de

3
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tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categorfa no se aprobardn sin la justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

El Investigador debera consultar:
www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX158.pdf

Categoria: | A: [ B: XXX [c: . | D: - | E:

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de 1as tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.
Para mayor informacién el Investigador debera consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human- prlmates/qlossarv/tuv/three IS~
principle.htm

El Calculo del numero de muestra (n) se-realizb segln la ecuacion para muestras
independientes: n22s” (ZC(+ZB) /A%, En donde: S=Desviacion estandar. Se utilizaron
datos obtenidos en un estudio usando el peso corporal de ratas control y alimentados
con una dieta alta en grasa.con un valor de £+31g. A= Diferencia minima en el peso
corporal entre los grupos control y alimentados con una dieta alta en grasa con un
valor de 64g. a=0.05 (Tasa de error), $=0.8=80% (Poder de la prueba)

Za+ZB=1.96+0.84 (Constantes). Por lo tanto, n 2(31) {1.96+0. 84) /(64) nz3.7. Con
base en lo anterior se necesita utilizar un nimero promedio de 4 ratones por grupo +
20% por las pérdidas n=5 ratones por grupo y el experimento se realizara por
duplicado. El numero total de animales es de 40.

6) Describir como se realizara {a transportacion o movilizacion de los animales
experimentales fuera de las instalaciones del bioterio, en caso de ser necesario.
\t "

Al término de los tratamientos los ratones serag.transportados al departamento de Fisiclogia de
la Nutricidon en los microaisladorgs en los que normalmente son alojados.

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

Ratdon C57BL6 40 .20'259 8 semanas. Machos.
No. de Grupos experimentales: 4
No. de animales por grupo: 10
No. TOTAL DE ANIMALES: | 40

8) Especificar el tiempd*que permaneceran los animales en el DIEB.

Los animales en tratamiento permaneceran 90 dias con los diferentes tipos de dietas antes
mencionadas.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.
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Procedimiento NO | Si Frecuen‘cia, cantidad y via.

Manipulacién de la dieta y de agua. : i X | 1.- Suplementacion del alimento 2
veces por semana durante S0
dias. Dejandoles alrededor de
100g de dieta en cada grupo.
2.- Suplementacién de 300 mL de ~
agua cada 8 dias.
N . . 3. Restriccién de la dieta por 6
‘ horas durante la calorimetria y de
8 horas previo a la eutanasia.

Toma de muestras bioldgicas. X | Muestra de sangre por una
pequeiia incisién en la cola
después de los 90 dias con el
alimento.

Recoleccion de orina con ayuda
de las jaulas metabdlicas.

Colocacion de canulas y sondas.

Técnica para observacion y modificacion de
conducta.

Inoculaciones de agentes bioldgicos y quimicos.

Procedimientos quirtirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cudles)

XXX XX

Restriccién fisica

Confinamiento o aislamiento ’ X | Durante 5 minutos en un tubo de
’ ‘ 7 cm de diametro para realizar la

resonancia.

o Durante 24 horas en una jaula

metabdlica.

Produccién de anticuerpos monocionales o ™
policlonales. ‘

Induccién de lgsiones.

Agentes teratogénicos o carcinogénicos.

Administracion de sustancias quimicas téxicas.

Implantes o injertos.

XIX|XX{X] X

Estudios esterectaxicos.

Oftros:

e

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracién o foma de muestra, frecuencia, nUmero de veces de muesireo,
volumen de aplicacion y volumen de toma de muestra, etc.

Modelo Animal: Se utilizaran ratones de la cepa C57BL6. Estos ratones se mantendran durante
90 dias en el bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran.
Todos los procedimientos con animales se realizaran de conformidad con la Norma Oficial
Mexicana NOM-062-ZO0-2001 que regula el uso de animales de laboratorio. Todos los
estudios se repetirdn para asegurar la reproducibilidad.

Alimentacién: Se utilizaran 40 ratones C57BL6 macho de 8 semanas de edad, los cuales seran
mantenidos en el cuarto 11 del bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion (INCMNSZ)
a una temperatura de 22°C vy ciclos de luz/oscuridad de 12h cada uno. La humedad relativa
requerida, en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 serd de 40 a 70%. Los
animales se mantendran en microaisladores con cama de viruta de madera a una densidad de
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no mas de 5 ratones por caja con libre acceso a la dieta y al agua. Los ratones se dividiran en 4
grupos, El grupo 1 tendrd una dieta control (AIN-93M), el grupo 2 tendra la misma dieta
suplementada con 0.26% de sal (AIN-93M + 0.26% Sal), el grupo 3 tendra una Dieta Alta en
Lipidos y por ultimo, el grupo 4 tendra una Dieta Alta en Lipidos suplementada con 0.26% de
sal. El contenido de sal para las dietas altas en sodio serd el doble del contenido normal de las
dietas asemejando lo que pasd en la poblacién mexicana que actualmente consume el doble de
lo establecido por la norma. .

La dieta sera administrada por 90 dias ya que ha side reportado que en este tiempo es cuando "
se emplezan a ver mas cambios en los ratones. De cualquier forma el consumo de alimento y
agua seran monltoread@s para asegurar la ausencia de toxicidad. Todas las dietas se
administraran de manera solida de acuerdo a la AIN-93M y sélo se haran algunas
modificaciones (afadirles sal y mariteca segln el caso). La dieta control estara compuesta por:
465.692 g de almidon, 140 g de caseina, 155 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 40 mL de
aceite marca Nutricli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix,
1.8 g de L-cistina, 2.5 g de colina y 0.013 g de TBHQ. La dieta H.F. estard compuesta por:
216.9 g de almiddn, 240 g de caseina, 102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 70 mL de
aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix, 3
g de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013 g de TBHQ y 170 g de manteca. La dieta control + Sal
estarad compuesta por: 465.692 g de almidon, 140 g de caseina, 155 g de maltodextrina, 100 g
de sacarosa, 40 mL de aceite mafca-Nutrioli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix,
10 g de vitaminas mix, 1.8 g°de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013 g de TBHQ y 2.6 g de sal marca
La Fina. La dieta H.F. + Sal estara compuesta por: 216.9 g de almiddén, 240 g de caseina,
102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 70 mL de aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g
de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix; 3 g de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013
g de TBHQ, 170 g de manteca y 2.6 g de sal marca La Fina. Al termino del estudio, los ratones
seran colocados en una caja metabdlica para determinar el consumo de agua y la secrecién de
electrolitos urinarios en un periodo de 24 horas.

Evaluacion del gasto energético: -El gas{e de energia sera evaluado utilizando calorimetria
indirecta usando el equipo Oxymax de Columbus Instrumens. Los animales seran colocados en
una camara con un flujo de aire constante que sera monitoreado por flujometro sensible a
masas. Las concentraciones de oxigeno y CO2 seran evaluadas a la entrada y a la salida de la
camara para calcular el consumgp de oxigeno y el coeficiente de resplracmn (RQ). Los animales
se colocan de 32 a 48 horas en la camara, las lecturas de las primeras 12 horas corresponden
al periodo de =adaptacion y las lecturas posteriores son utilizadas para el andlisis. Los animales
se colocan con alimento ad libitum a excepcién de un periodo de 6 horas (de 11 a 17h) para
registrar lecturas en el estado de ayuno.

Evaluacién de la composicién corporal: La composicion corporal de los ratones serd evaluado
utilizando un equipo de resonancia magnética EchoMRI. Los animales despiertos seran
colocados en un tubo con el tamafic adecuado, el cual se introducido en el equipo. El equipo
emite una radiofrecuencia a cierta secuencia y el software del equipo registra el espectro de
cada ratén por 47 segundos. Se realizan tres escaneos independientes y los datos generados
son registrados en una base de datos. Los datos obtenidos se expresan como masa magra,
masa grasa, y fluidos libres. La lectura toma cinco minutos por raton.

Obtencion de muestras y tejidos:

Se practicara eutanasia mediante la exangumacnon por via porta previa anestesia con
isofluorano. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO 1999, los anestésicos
inhalables inducen rapidamente la inconsciencia y no afectan las mediciones posteriores. La
posterior exanguinacion se llevard a cabo una vez que se haya cerciorado de la real
inconciencia del animal. Asi se obtendran tejidos que no tengan contaminacién quimica que
alteren los resuitados de nuestras determinaciones asi como un volumen adecuado de sangre
para la determinacion de diferentes parametros quimicos, ya que segin la norma mencionada
es un medio para obtener tejidos y fluidos corporales libres de contaminacién quimica y/o tejido
cerebral integro. De esta manera, una vez realizadas las pruebas fisiol6gicas, los animales
serdn sometidos a un ayuno de 8 horas para la eutanasia. Se obtendra el volumen total de

sangre, del cual se separara el suero por centrifugacion y se almacenara a -80°C para futuras
N
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determinaciones. Posteriormente, se obtendran muestras de higado, rifiones, tejido adiposo
pardo, tejido adiposo blanco y musculo esquelético mediante una escisién quirdrgica. Las
muestras de estos tejidos se colocaran en criotubos, se congelaran inmediatamente en
nitrégeno liguido y se almacenaran a -70°C para su posterior analisis, el cual incluye expresion
génica por RT-PCR y determinacién de mitocondrias. por la tincién SDH.

En las muestras obtenidas se realizaran los estudios siguientes: -
1. Perfil bioquimico:
Se evaluara la concentracién de glucosa, triglicérides y colesterol en suero utilizando ensayos
enzimaticos-colorimétricos,(Cobas C:I 11, Roche).
: AU

2. Contenido lipidico en higado y rifiones:

Se extraeran los lipidos totales de acuerdo al método de Folch, el cual se basa en la separacion
de la fraccién lipidica de un tejido al ser homogenizado en una solucion solvente que al afiadir
agua y centrifugar forma dos fases. En la fase acucsa se encuentran los compuestos
hidrofilicos y en la superior se encuentra la fase organica que contiene los lipidos. Se evapora
para concentrar el contenido-de lipidos en el fondo del tubo. La pastilla lipidica se resuspende
en isopropanol/triton al 10%. Finalmente, se determina la concentracién de triglicéridos en el
extracto por los métodos anteriormiehte mencionados.

3. Expresion génica en tejido adiposc pardo y misculo esquelético:

Se identificaran los genes COX-2 y 16 S mitocondrial, asi como el gen hexosinasa 2 nuclear
mediante PCR en tiempo real, el cual es una prueba de alta sensibilidad que se utiliza para
determinar cuantitativamente la cantidad inicial de acidos nucleicos. Se amplifica un fragmento
de ADN vy asi se determina la cantidad exacta de ADN, presente en la solucidon estudiada
después de cada ciclo. Se llama en tiempo real porque la cantidad de ADN amplificado se
determina a medida que la reaccion se produce. Se puede combinar con PCR de Transcripcién
inversa para medir la cantidad de -RNA nrensajero. Esta amplificacion selectiva requiere de 2
oligonucledtidos cebadores (primers) de ajrededor de 15:— 25 pares de bases. Los primers son
complementarios de las secuencias de ADN en los extremos 3°de la region del ADN que se va
a amplificar. Durante el PCR, las moléculas dg, ADN de cadena doble se_desnaturalizan, cada
cadena sirve como molde para ja sintesis de una nueva cadena, y luego se renaturalizan (se
unen nuevamente) con una cadena complementaria. E| PCR es una reaccion en cadena de 25
— 35 ciclos, 16s cuales involucran 3 reacciones controladas en tiempo y temperatura en los
termocicladores automaticos, dura alrededor de 1 a 5 min. Esta técnica utiliza reporteros
fluorescentes. Esta fluorescencia es capturada en la etapa de extensién de cada ciclo y es
proporcional al nimero de copias de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR.
El reportero mas usado para estos fines es el SYBR Green, la cual es una molécula cargada
positivamente que, cuando estad en solucion sin unirse al ADN de doble cadena, no emite
fluorescencia, pero cuando se une al ADN, incrementa hasta mil veces su fluorescencia.

Cantidad de mitocondrias en mUsculo esquelétito:

Se identificaran las mitocondrias mediante la tincion SDH (Succinato deshidrogenasa), la cual
es una tincién oxidativa sensible y especifica en patologia mitocondrial. Tifie el acimulo de
mitocondrias a nivel Subsarcolemal. La tincion SDH es una técnica EHQ (enzimohistoguimica),
cuyo sustrato es el Succinato soédico, con un "pH de 7.4, su captador de color es el NBT
(Nitroblue tetrazolium) y su solucién tampdén es el tampén fosfato. Su funcion es valorar la
actividad mitocondrial en el complejo Il de la respiracion mitocondrial y la diferenciacion de las
fibras musculares. La SDH utiliza NADH como un receptor de electrones para reaccionar con
Nitrato Azul Tetrazolio (NBT), una sal de color purpura. Esta reaccion produce una tincidn
granular de las mitocondrias que refleja la abundancia de las mitocondrias y la actividad de la
SDH. Cuanto mayor-sea la actividad de la SDH en el masculo (y por lo tanto las mitocondrias),
mayor sera la intensidad de la tincion SDH en las fibras musculares. Generalmente las fibras
musculares de contraccion lenta, tienden a oxidar mas, por lo que tendran una tincién purpura
mas densa. Por lo que este andlisis histoquimico, refleja la capacidad oxidativa relativa de las
fibras musculares




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

11)

Agentes analgésicos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

NINGUNG
Tipo Agente Dosis Via de admon. Frecuencia
12) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del agente
a utilizar? -
NO APLICA
13) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos de categorias C, D y E (cirugias)
espedificar los cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibiticos, analgésicos,
limpieza y desinfeccion). -
NO APLICA
14) Evaluacion de signos de deterioro del bienestar de los animales.

L
Los parametros generales a observar son:
. Cambios en peso corporai”
- Apariencia fi fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
» - Comportamiento: aparicion 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, salivacion

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

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal X
b) Apariencia X
c) Signos clinicos (Temp., FC FR,, etc.) X
d) Conducta espontanea. X
e) Conducta provocada. - X
15) ¢Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?




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

Criterios de punto final ;

Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay
que determinar en que momento se procederd a la eutanasia humanitaria del mismo.
Los parametros observados pueden cuantlfcarse asignando valores arbitrarios segun
la gravedad que presenten. -

a. Variacién de peso corporal: -
1. Aceptable una disminucién del 5-10% en un lapso corto.
2. Moderfdda del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamlento social etc.,
pueden valorarse segln la escala
1. 0 si es normal.
2. 1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado
3. 2 si esta afectado
4. 3 SI esta ‘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 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 del estudio.

“Para mayor informacién: Canadian Council on Animal Care
http://lwww.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Appropriate endpoint.pdf

T

k2

16) ¢ Cudl serd el método de eutanasia que utilizara?

Exanguinacion por via porta previa anestesia con isofluorano.

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Expenmentamon

Especie . _Meétodo Dosis Via
. Pentobarbital
Raton Asfixia con GO, 210 mgrkg v, 1P
Pentobarbital
Rata Asfixia con GO, 120 mg/kg ‘ v, 1P
Pentobarbital 5 ’
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital
Conejo Pistola de perno 120 mg/kg v/, 1P
- cautivo
Asfixia con CO,
Cerdo  ~ Pentobarbital 90 mg/kg IV
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

* Método aceptado Unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su

aplicacién requiere una justificacion cientifica por parte del Investigador Responsable




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

17} El protocolo representa riesgo bioldgico?
a) No ' b) Si

Si la repuesta es afirmativa, déﬁna el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido.
Se recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
http://www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBL5 sect V.pdf ~

«

Vi g

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

Me comprometo a que ‘mi grupo de investigaciéon conducira el protocolo de Investigacion de
acuerdo con los lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacién con animales,
as{ como cumplir los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio
que se describen en la NOM-062-Z00-1998.

Dra. Lilia Guadalupe Noriega Lopez )
Nombre y firma del Investigador Responsable

L

Cargo Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval Ag | Cordinadora i

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario

M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal

Dra. Elena Zambrano Gonzalez Vocal

Dr. Alejar;dro Zentella Dehesa Vocal

Dra. Nimbe Torres y Torres Vaqcal

Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vogal
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{6) Comentarios T
BN
Titulo del proyecto: Efecto de una dieta alta en sal sobre la funcién mitocondrial y el acmulo de lipidos en diversos tejidos en ratones C37BL6 con un

consumo normal y alto en lipidos

Tipo de proyecto: Otros

Antecedentes: Actualmente, existe un consumo excesivo de sal en la poblacién mexicana, el cual se encuentra en
més de 11 g/d ya que es muy comin afiadir sal a los alimentos, incluso sin probarlos. El alto
consumo de sal ha sido amphamente relacionado con un aumento en la incidencia de hipertension
arterial, ocasmnando un tmpor‘f’ante problema de salud’ publica. Actuaimente 5 de cada 10
mexicanos padecen hipertension arterial y reducir el consumo de sal es el factor modlf cable mas

* sencillo para prevenir este padecimiento. Para prevenir este problema, la norma oficial mexicana
para la prevencion, deteccion, diagnéstico, tratamiento y control de la hipertension arterial sistemica
(NOM-030-SSA2-2009), indica reducir el consumo de sal a <5 g/dia (2,000 mg de sodic). Sin
embargo, el consumo de dietas elevadas en sal se han asociado recientemente con un incremento
en el riesgo de padecer enfermedades cardiovasculares y obesidad por lo que es importante
considerar que esta norma tal vez deba aplicarse para la poblacion en general. Un estudio
realizado por Beatriz Nava y cols. determinaron la asociacion entre la excrecién de sodio urinario en
24h, como medida indirecta del consumo de sal, y la presencia de sobrepeso y obesidad, en una
muestra representativa de adultos esparioles (418 personas en total, de los cuales 196 eran
hombres y 222 eran mujeres). interesantemente, las personas por arriba del percentil 50 con la
mayor excrecién de sodio urinario presentaron una incidencia del 18.6% de obesidad, mientras que
las personas por abajo del percentil 50 presentaron una incidencia significativamente menor (8.8%).
Ademas, las personas que tuvieron mayor consumo de sal también consumieron mas energia y
tuvieron peores habitos alimenticios. Sin embargo, a la fecha se desconoce como el alto consumo
de sal puede aumentar el desarrollo de obesidad. '

E! sedio regula varios procesos fisiolégicos incluyendo la funcién mitocondrial. En la mitocondria
existe un balance de protones y electrolitos para asegurar su funciéon adecuada. Algunos estudios
en miocitos cardiacgs indican gue el sodio de la matriz mitocondrial es inferior al del citosol y que la
~ inhibicion metabdlica puede provocar un incremento de sodio en la matriz. El principal mecanismo
de salida de sodic mitocondrial es por el intercambio Nat/H+, por lo que la salida de sodio
mitocondrial es importante para mantener la concentracion de protones en la matriz mitocondrial,
asegurando un pH mas alcalino que en el citosol. Se sabe que si el pH de la mitocondria aumenta, -




Definicidn del problema:

Justificacién:

se puede incrementar la salida de sodio de la mitocondria, sin embargo se desconoce si
alteraciones en las concentraciones de sodio afectan la concentracion de protones mitocondrial y -
con ello su funcién. Por otro lado, tambien.existe en la mitocondria un intercambiador Na+/Ca+2. El
intercambio Na+/Ca+2 mitocondrial es el principal regulador del calcio en la matriz mitocondrial. El
intercambio de calcio en la matriz activa las deshidrogenasas mitocondriales y asi se regula la
generacion de NADH (sustrato principal y fuente de electrones para la cadena transportadora de
electrones). Estos resultados sugieren que alteraciones en la -concentracion de sodio podrian
afectar la concentracion de calcio intracelular y por ende la cadena respiratoria en la mitocondria.

Un estudio realizado por Takeshi lwai y cols. apoya esta hipotesis. Los autores utilizaron corazones
de ratas Wistar a los que se les hizo una perfusién de Propranolol a diferentes concentraciones

‘como cardioprotector contra la isquemia cardiaca, ya que mejora ¢l flujo sanguineo. Aunado a este

tratamiento se les hizo una perfusion alta en sodio y evaluaron la funcion mitocondrial determinando
ol consuriio de oxigeno en los estadios 3 y 4 de la respiracion. Observaron que durante la
reperfusién: a mayor'tahtidad de Propranolol, mayor es la cantidad de oxigeno consumido, debido
a que no se bloquean los estadios 3 y 4 de la respiracion mitocondrial. De manera muy interesante,
observaron que al aumentar la cantidad de sodio el consumo de oxigeno disminuyo
significativamente, especificamente afectando el estadio 3 de la respiracion mitocondrial. Estos
resultados indican que un mayor concentracion de sodio puede disminuir la cadena respiratoria y
por tanto la oxidacion de sustratos.

Los estudios antenonas sQn in vitro y no se sabe si el alto consumo de sal puede modificar la
funcién mitocondrial en un organismo in vivo. De ser asi, tendria altas repercusiones ya que la
mitocondria es el organelo celular en el que se llevan a cabo la mayor parte de las reacciones del
metabolismo de lipidos, al disminuir la cad_ena respiratoria los lipidos no pueden ser oxidados y se
acumulan en diversos tejidos. De hecho, la disfuncién mitocondrial es uno de los principales
responsables del desarrollo de obesidad.

El alto consumo de sal esta felacionado con una mayor incidencia de obesidad. Sin embargo, a la
fecha se desconoce como el alto consumo de sal puede aumentar el desarrollo de obesidad. Altas
Qoncentraciones de sodio dismjp\uyen la cadena respiraforia en un modelo in vitro, esto puede
provocar una meror oxidacion de lipidos, provocando que éstos se acumulen y haya ganancia de
peso en un modelo animal. El desarrollo de este proyecto nos permitird establecer si un aumento
en el consumo de sal afecta la funcién mitocondrial reflejandose en una menor oxidacion de lipidos
y por ende en una mayor acumulacion de estos en los diversos tejidos de ratones C57B6.

Hasta el momento se sabe que las dietas altas en sal tienen un efecto negativo sobre la salud de
los seres humanos, alterando la capacidad endotelial para su contraccion y‘ permeabilidad, lo que
lleva a padecer hipertension artérial e incluso la aparicion de algunos tipos de cancer. Las dietas
altas en sodio, también estan relacionadas con la ganancia de peso (sobrepeso y obesidad) y se
conoce que hay un vinculo entre el peso corporal de las personas y la ingesta de alimentos ricos
en sodio. ’ :

Sin embargo, no se sabe en concreto si las dietas altas en sal afectan la funcion mitocondrial en
un organisme y si esto tiene consecuencias en el metabolismo de los lipidos. El desarrollo del
presente trabajo permitira conocer si el consumo de una dieta alta en sal modifica la funcion
mitocondrial, afectando especiaimente el metabolismo de lipidos y por lo tanto, la obtencion de
energia mediante la cadena respiratoria en la mitocondria.

Tomando en cuenta que México es un pais en el cual el consumo de sodio es muy elevado vy la
dieta suele ser alta en lipidos, este estudio puede generar datos sobre las posibles causas y
efectos que pueden existir en el deterioro de la salud debido a este tipo de alimentacion. Por lo
tanto, se podra promover la importancia de un consumo adecuado de sal a la par de una dieta
equilibrada y adecuada para cada tipo de persona de acuerdo a su edad, sexo y actividades
diarias, para prevenir enfermedades y/o complicaciones en la salud del individuo.
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Objetivos
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Objetivo:

Una dista alta en sal, disminuird la eficiencia de la cadena respiratoria de las mitocondrias en los
diferentes tejidos a analizar (tejido adiposo blanco, pardo, musculo esquelético e higado) de los
ratones machos C57BL6 y con ello habrd menos oxidacion de lipidos en la matriz mitocondrial y
por lo tanto, una mayor acumulacion de éstos en los tejidos, provocando un aumento de peso

corporal.
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14/11/2016 .
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Participacién Orden de participacién Investigador responsable
Investigador responsable 1 St
Investigador asociado 2 : No
TInvestigador asociado S30 - No

i . .
* Ninguna de las anteriores

Ratones macho de la cepa C57BL6. -

y

Evaluar el efecto del consumo de una dieta aita en sal sobre la funcién mitocondrial y el
metabolismo de lipidos en diversos tejidos de ratones C57BL6 con una dieta normal y una dieta
alta en grasa.




Tipo de objetivo:

Objetivo:

Tipo de objetivo:

Objetivo:

Tipo de objetivo:

Objetivo:

Tipe de objetivo:

Objetivo:

Tipo de objefivo:

Objetive:

Tipo de objetivo:

Objetivo:

Tipo de objetive:

General

Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre el consumo de oxigeno y la
produccién de COy en ratones C57BL6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en

grasa.

Especifico (s)

[

Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre la composicion corporal en
ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

Especifico ()

Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodic sobre los pardmetros bioquimicos

" (glucosa, colesterol y triglicéridos en plasma) de ratones C57B6 alimentados con una dieta control

y una dieta alta en grasa.

Especifico (s)

* Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre el contenido de lipidos en

higados y rifiones de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

Especifico (s)

Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre el peso del tejido adiposo
blanco de ratones C57B6 a/limentédos con una dieta control y una dieta alta en grasa.

Especifico (s)

Determinar el efecto del consumo de una dieta alta en sodio sobre la cantidad de mitocondrias
presentes en el musculo esquelético de ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una
dieta alta en grasa. :

Especifico (s)




Objetivo:

Tipo de objetivo:

Metodologia: Disefio general

(0) Comentarios

Metodologia gral:

LY

a)
b)

Determinar el efecto del consumo de una dieta-alta en sodio sobre el gen nuclear (gen
hexocinasa 2) y mitocondrial (COX-2 y 16-S) en el tejido adiposo pardo y musculo esquelético de
ratones C57B6 alimentados con una dieta control y una dieta alta en grasa.

Especifico (s)

Ve 4

Disefio del estudio: Controlado.

‘Descripcién de la maniobra o intervencion:

Modelo _Animal: Se utilizaran ratones machos de la cepa C57BL6 producidos en el
bioterio del _Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador Zubiran en
condiciones nﬁcrobiolégicas libres de paté,;;enos. Estos ratones se mantendran durante 90 dias
en el cuarto 11 del bioterio en condiciones microbiolégicas convencionales. Todos los
procedimientos con animales se realizaran de conformidad con la Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999 que regula el uso de animales de laboratorio. Todos los estudios se
repetiran para asegurar la reproducibilidad.
Alimentacion; Se utilizaran 40 ratones C57BL6 macho de 8 semanas de edad, los cuales
serdn mantenidos en el cuarto 11 del bioterio del Instituto de Ciencias Médicas y Nutricion
(INCMNSZ‘)*a“una Eemperatura de 22°C y ciclos de luz/oscuridad de 12h cada uno. La
humedad relativa requerida; en base a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-Z0O0O-1999
sera de-40 a 70%. Los gnimales se mantendrén en microaisladores ‘con cama de viruta de
glamo a una densidad de no méas de 5 ratones pér caja con libre acceso a la dieta y al
agua. El medio ambiente de los ratones sera enriquecido con tubos de PVC y algodén para
minimizar las peleas entre ellos. Los ratones se dividiran en 4 grupos, el grupo 1 tendré una
dieta control (AIN-93M), el grupo 2 tendra la misma dieta Control mas el doble de contenido
de Sal (AIN-93M + 0.26% Sal), el grupo 3 tendré una Dieta Alta en Lipidos (DAG) y por
Gltimo, el 4° grupo tendré una Dieta Alta en Lipidos mas el doble de contenido de Sal
(DAG +0.26% Sal). El contenido de sal para las dietas altas en sodio sera el doble del
contenido normal asemejando lo que pasa en la poblacion mexicana que -actualmente
consume el doble que lo establecido por la norma.
La dieta ser4 administrada por 90 dias ya que.ha sido reportado que en este tiempo es
cuando se empiezan a ver el efecto de la dieta alta en grasa en los ratones. De cualquier
forma el consumo.de alirﬁento y agua seran monitoreados para asegurar la ausencia de
toxicidad. Todas las dietas se administraran de manera sdélida -de acuerdo a la AIN-93M y
sblo se harén algunas modificaciones (afiadirles sal y manteca segin el caso). La dieta
control estara compuesta por: 465.692 g de almidon, 140 g de caseina, 155 g de
maltodexirina, 100 g de sacarosa, 40 mL de aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g de
celulosa? 35 g de mineral mix, 10°g de vitaminas mix, 1.8 g de L-cistina, 2.5 g de colina y
0.013 g de TBHQ. La dieta DAG estara compuesta por: 216.9 g de almidén, 240 g de
caseina, 102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 70 mL de aceite marca Nutrioli {(de
soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mik, 10 g de vitaminas mix, 3 g de L-cistina, 2.5 g
de colina, 0.013 g de TBHQ y 170 g de manteca. La dieta control + Sal estara compuesta
por: 465.692 g de almidon, 140 g de éaseina, 155 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa,
40 mL de aceite marca Nutrioli (de soya), 50 g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de
vitaminas mix, 1.8 g de L-cistina, 2.5 g de colina, 0.013 g de TBHQ y 2.6 g de sal marca La



Fina. La dieta DAG + Sal estara compuesta por: 216.9 g de almidén, 240 g de caseina,
102.67 g de maltodextrina, 100 g de sacarosa, 70 mL de aceite marca Nulrioli (de soya), 50
g de celulosa, 35 g de mineral mix, 10 g de vitaminas mix, 3 g de L-cistina, 2.5 g‘ de colina,
0.013 g de TBHQ, 170 g de manteca y 2.6 g de sal marca La Fina. La dieta sera elaborada
en recipientes previamente desinfectados y el personal portard una bata limpia, guantes,
cofia, y cubrebocas para disminuir el riesgo de contaminacion durante la preparacion. La
dieta se mantendra en un contenedor cerrado a cuatro grados y seré transportada en un
Cdntenedor cerrado al bioterio. »

Evaluacion del gasto eneraético: El gasto de energia sera evaluado utilizando calorimetria

indirecta usando el equipo Oxymax de Columbus Instrumens. Los animales serén
colocados en una camara con un flujo de aire constante que serd monitoreado por
flujometro sensible a masas. Las concentraciones de oxigeno y CO2 serén evaluadas a la
erif(ada y a la salida de la camara para calcular el consumo de oxigeno y el coeficiente de
resbiracién (ﬁcﬁi Los animales se colocan de 32 a 48 horas en la camara, las lecturas de
las primeras 12 horas corresponden al perl’odb de adaptacion y las lecturas poste_ridres 50N
utiizadas para el andlisis. Los animales se colocan con alimento ad libitum a excepcion de
un periodo de 6 horas (de 11 a 17h) para registrar lecturas en el estado de ayuno. Es
necesario registrar datos en el estado de ayuno para evaluar los cambios en la utilizacion
de sustratos en los estados metabdlicos de ayuno y postprandio. Durante toda la prueba los
animales tendran libre acceso al agua. _

Evaludcién de la_composicion corporal: La composicion corporal de los ratones sera

evaluado utilizando un equipo de resonancia magnética EchoMRI. Los animales despiertos
seran colocados en un tubo con el tamafio adecuado, el cual se introducido en el equipo. El
equipo emite una radiofrecuencia a cierta secuencia y el software del equipo regisira el
espectro de cada ratén por 47 segundos. Se realizan tres escaneos independientes y los
datos generados son régistrados en una base de datos. Los datos obtenidos se expresan
como masa magra, masa grasa, y fluidos libres. La lectura toma cinco minutos por raton.

Obtencion de muestras y tejidos: Se practicaré eutanasia mediante la exanguinacion por via

porta previa anestesia con isofluoranc. De acuerdo a la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
ZOO-1999; los anestésicos inhalables como ‘el.isoflucranc inducen rapidamente la
inconsciéncia y no afectan las mediciones: posteriores. Brevemente, el animal sera
colocado en un receptaculo cerrado que contenga un algodén o gasa empapada de
isofluoranc’al 2-3%. Se verificara la inconsciencia del animal mediante la ausencia de
reflejo.caudal, reflejo ocular, reflejo por estimulacion del dolor interdigital y ausencia
de movimiento de vibrisas. La posterior exanguinacion por via porta se llevara a cabo una
vez que se haya cerciorado de la real inconsciencia def animal, pues se desea obtener
tejidos que no tengan contaminacion quimica que alteren los resultados de nuestras
determinaciones asf.como para obtencién de un volumen adecuado de sangre para la
determinacion de diferentes parametros quimicos, ya que segln la norma mencionada es
un medio para obtener tejidos y fluidos corporales libres de contaminacion quimica y/o
tejido cerebral integro. De esta manera, una vez realizadas las pruebas fisioldgicas, los
animales serdn sometidos a un ayuno de 8 horas para la eutanasia. Se obtendrad el
volumen total de sangre, del cual se separara el suero por centrifugacion y se almacenara a
-80°C: para futuras determinaciones. Posteriormente, se obtendran muestras de higado,
rifiones, tejido adiposo pardo, tejido adiposo blanco y masculo esquelético mediante una
.. escision quirdrgica. Las muestras de estos tefidos se colocaran en criotubos, se congelaran
‘ inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenaran a -70°C para su posterior andlisis, el
cual incluye expresién génica por RT-PCR y determinacién de mitocondrias por la tincion
SDH. '
En las muestras obtenidas se realizaran los esiudios siguientes:
1.~ Perfil Bioquimico: Se evaluara la concentracion de glucosa, triglicéridos y colesterol en suero
utilizando ensayos enziméticos—colorimétn’cosw(Cobas C111, Roche). v
2 .- Contenido lipidico en higado y rifiones: Se extraeran los lipidos totales de acuerdo al método de
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Folch, el cual se basa en la separacion de la fraccién lipidica de un tejido al ser homogenizado en
una solucién solvente que al afiadir agua y centrifugar forma dos fases. En la fase acuosa se
encuentran los compuestos hidrofilicos y en la superior se encuentra la fase organica que contiene
los lipidos. Se evapora para concentrar el contenido de lipidos en el fondo del tubo. La pastilla
lipidica se resuspende en isopropanol/iriton al 10%. Finalmente, se determina la concentracion de
triglicéridos en el extracto por los métodos anteriormente mencionados.

3. Expresion génica en tejido adiposo pardo y masculo esquelético: Se identificaran los genes COX-
2 y 16 S mitocondrial, asf como el gen hexosinasa 2 nuclear mediante PCR en tiempo real, el cual
es una pruebade alta sensibilidad que se utiliza para determinar cuantitativamente la cantidad
inicial de acidos nucleicos. Se ampglifica un fragmento de ADN y asi se determina la cantidad exacta
de ADN, presente en la solucién estudiada después de cada ciclo. Se llama en tierﬁpo real porque
la cantidad de ADN amplificado se determina a medida que la reaccién se produce. Se puede
combinar @on PCR de Transcripcion inversa para medir la cantidad de RNA mensajero. Esta
ampliﬁcaoién selectiva requiere de 2 oligonucledtidos cebadores (primers) de alrededor de 15 — 25
pares de bases. Los primers son complementarios de las secuencias de ADN en los exiremos 3'de
la region del ADN que se va a amplificar. Durante el PCR, las moléculas de ADN de cadena doble
se desnaturalizan, cada cadena sirve como molde para la sintesis de una nueva cadena, y luego se
renaturalizan (se unen nuevamente) con una cadena complementafia. El PCR es una reaccion en
cadena de 25 — 35 ciclos, los cuales involucran 3 reacciones controladas en tiempo y temperatura
en los termoqiclad_ones automaticos, dura alrededor de 1 a 5 min. Esta técnica utiliza reporteros
fluorescentes. *Esta fluorescencia es capturada en la etapa de extensién de cada ciclo y es
proporcional al nimero de copias de ADN de doble cadena obtenidas en cada ciclo de la PCR. El

- reportero més usado para estos fines es el SYBR Green, la cual es una molécula cargada

positivamente que, cuando esta en solucion sin unirse al -ADN de doble cadena, no emite
fluorescencia, pero cuando se une al ADN, incrementa hasta mil veces su fluorescencia.

4. Cantidad de mitocondrias en misculo esquelético: Se identificaran las mitocondrias mediante la
tincion SDH (Succinato deshidrogenasa), la cual es una tincion oxidativa sensible y especifica en
patologia mitocondrial. Tifie el acimulo de mitocondrias a nivel Subsarcolemal. La tincion SDH es
una técnica EHQ (enzimohistoguimica), cuyo sustrato es &l Succinato sodico, con un pH de 7.4, su
captador de colof es el NBT (Nitrobiue tetrazolium) y su solucion tampén es el tampdn fosfato. Su
funcion es valorar la actividad mitocondrial en el complejo Il de la respiracion mitocondrial y la
diferenciacion de las fibras musculares. La SDH utiliza NADH como un receptor de electrones para
reaccionar con Nitrato Azul Tetrazolio (NBT), una sal de color plrpura. Esta reaccion produce una
tincién granular de las mitocondrias que refleja la abundancia de las mitocondrias y la actividad de
la SDH. Cuanto mayor sea la actividad de la SDH en el mésculo (v por lo tanto las mitocondrias),
mayor seréd la intensidad de la tincion SDH en las fibras musculares. Generalmente las fibras
musculares de contraccion lenta, tienden a oxidar mas, por lo que tendran una tincién plrpura maés
densa. Por lo que este andlisis histoquimico, refleja la capacidad oxidativa relativa de las fibras
musculares »

¢) Tamario de la Muestra: El Calculo del nimero de muesira (n). se realizo segin la ecuacion

para muestras independientes: n22S%(Za+ZB)?%/A%. En donde: S=Desviacion estandar. Se
utilizaron datos obtenidos en un estudio usando el peso corporal de ratas control y
alimentados con una dieta alta en grasa con un valor de +31g. A= Diferencia minima en el
peso corporal entre los grupos control y alimentados con una dieta alta en grasa con un
valor de 64g. a=0.05 (Tasa de error), f=0.8=80% (Poder de la prueba), Za+Zf=1.96+0.84

(Constantes). Por lo tanto, n2 2(31)2(1 .96+0.84)2/(64)2, n23.7. Con base en lo anterior se
necesita utilizar un ndmero promedio de 4 ratones por grupo + 20% por las pérdidas n=5
ratones por grupo y el experimento se realizara por duplicado. El nimero total de animales
es de 40. . :

d) Mecanismos de asignacion del tratamiento: Los animales se dividirdn de acuerdo a lo
establecido en la descripcion de la maniobra o intervencion. La distribucién de los grupos



se hara de manera aleatoria.
e) Grupos de tratamiento: Los grupos se encuentran descritas en la descripcién de la

maniobra o intervencion. Se resumen de la siguiente manera:

-Grupo 1: Dieta Control.

-Grupo 2: Dieta Control + Alta en sal.

-Grupo 3: Dieta Alta en grasa

-Grupo 4: Dieta alta en grasa + Alta en sal.

Las dietas a utilizar cubren los requerimientos de proteina y de grasa de los ratones en base
a la Nomma Oficial Mexicana NOM-062-Z00-1999 y a las tablas de NRC (Requerimientos
Nutricionales en-Animéles de Labératorio) que han sido establecidas en base a diferentes criterios
incluyendo el crecimiento, reproduccion; edad, cepa, eritre ofros. Las dietas que seran utilizadas en .
este protocolo seran elaboradas en base a las dietas de referencia esténdar desarroltadas y
evaluadas"por el comité del _lnstitufo Americano de Nutricion (AIN-93). El porcentaje de proteina que
contienen las dietas coritroles es de 14.73% (los valores ya esfan ajustados de acuerdo a la pureza
del productb que se emplea como fuente de proteina, mientras que el de grasa es del 9.47%. El
alimento cumplird con las siguientes caracteristicas: Estara libre de aditivos, ‘drogas, hormonas,
antibiodticos, pesticidas y contaminantes. Estara dentro de su periodo de caducidad. Se almacenarg
en un lugar seco y ventilado en-un contenedor especial. Agua: Se utilizara agua potable, en
bebederos individuales de pléstico con capacidad de 500 mlL para administrarse las 24 h. la
cantidad a mantener.er cada bebedero sera de 300 mL cada 8 dfas.

f)  Duration del seguimiento individual: El seguimiento sera de 90 dias para todas las dietas.

Metodolegia: Criterios de seleccion

(D) Comentarios

Criterios de seleccién del protoco lo: : : I

Se eliminaran dél estudio los animales que presenten signos evidentes de enfermedad, como

a‘pelaje hirsuto, secrecion ocular o nasal, iritabilidad, conducta anormal, diarrea o. letargia
persistentes. También se eliminaran los animales bajo tratamiento que presenten una disminucion
en el peso corporal mayor al 10%.

s

Beneficio {s) del estudio

§) Comentari
Beneficio: No Aplica.
Tipo de beneficio: Beneficios directos esperados

~

-

Metodologia: Desenlace y variables

{0) Comentarios



Metodologia de descenlace y variables:

A)

Manejo de confidencialidad

) Com mtarios

Acciones, estrategias y precauciones gue  Ng aplica.

serdn tomadas para proteger la
confidencialidad de la informacién de los
pacientes.:

Variables/desenlaces principales a medir: Peso corporal, consumo de alimento, masa
magra, masa grasa, VO2, VCO2, Glucosa en plasma, Colesterol, Triglicéridos, Electrolitos
en orina. Cantidad de mitocondrias en musculo.

Variables/desenlaces secundarios a medir: Expresién génica y cuantificacion de lipidos en
higado y rifion. ]

Frecuencia de las mediciones: El peso corporal y el consumo de agua sera evaluado una
vez a la semana, ‘mientras que el consumo de alimento serd evaluado 2 veces por
semana. La composicién corporal y la utilizacion de sustratos se mediran una vez al mes y
el resto de las mediciones-al final del tratamiento.

Criterios de éxito y falla: NO APLICA.

Andlisis estadistico: Los resultados se presentaran como el promedio + error estandar de
la media (SEM). Los datos con una distribucién variable se ftransformaran
Iogéritmiwhgnfé antes de su andlisis. Los datos seran evaluados usando un analisis de
varianza de 2 vias y cuando la interaccion resulte significativa se realizara la prueba PLSD
de Fisher. Las diferencias se consideraran -significativas con una p<0.05. Todos los
andlisis se realizaran en el programa Graph Pad para PC.

Ponderacién gen eral de risgo s co n troben dicio s dd estudb  pro puesd

{H Com mtarios

Ponderacién general de riesgos conira

No aplica
beneficios del estudio propuesto:

Riesgo () del estudio

() Comentarios

Molestias generadas por el estudio:
Complicaciones del procedim &nto:

Efectos adversos reportados de
medicamentos o sustancias utilizadas:

Métodos de seguridad para el diagnéstico 1y, aplica.

oportuno y prevencion de Ios riesgos:

Procedimientos a seguir para resolver los

No apiica.
No aplica.

No aplica.




.
riesgos en caso de que se presenten: No aplica

Otro tipe de riesgo: " No aplica.

Consentimiento informado

() Comentarios . ' : .

‘Hoja de informe al paciente: No_aplica docx

Carta de consentimiento informado: e Gy

No aplioa,doci‘

Declaracién de los investigadores

{0) Comentarios AN
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A) SE TESTA NOMBRE 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.

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.

C) 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.





