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debido a que el protocolo ha concluido.
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‘ Sin otro particular por el momento, quedd de usted.

Atentamente,

Nombre y Firma del (a) Investigadér (a)
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Ciudad de México a 10 de abril 2019.

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

EFECTO DE EDULCORANTES NATURALES Y ARTIFICIALES SOBRE LA MICROBIOTA INTESTINAL Y
RECEPTORES DEL DULZOR EN UN MODELO DE RATAS WISTAR MACHO CON Y SIN OBESIDAD INDUCIDA
POR DIETA K T
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Por este conducto le informo que este protocolo ya se termino.
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1. Anexo el formato de cierre

2. Informe final 2
3. Productos de investigacion

Informe final

I. Curva de crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar
A continuacion se muestra la ganancia de peso de los grupos alimentados con una dieta alta en
grasa saturada y colesterol y 10% de cada edulcorante en el agua de bebida, exceptuando los
glucdsidos de steviol que solo se les dio a una concentracién 2.5% y sucralosa que fue administrada al
1.5%. Para ver el efecto de la combinacién de una dieta alta en grasa saturada y los edulcorantes se
incluyé un grupo con esta dieta con agua simple y un grupo con una dieta control de caseina al 14%
como lo recomienda el AIN 93. Estos tratamientos fueron administrados por un periodo de 4 meses.
| Como se puede observar en la figura 1, el grupo HFD+Sacarosa es el que mds gano peso, siendo 87.5%
mayor respecto al grupo que consumié una dieta control, mientras que cuando se consumen los
monosacdridos glucosa y fructbsa Unicamente se obtuvo una ganancia del 34.9% y 23.7%
respectivamente. Por otra parte aquelios grupos que consumieron edulcorantes caldricos con menor
refinacion, es decir mascabado y miel tuvieron ganancias del 30.8% y 25.6%. Aquellos grupos con
edulcorantes no caldricos tuvieron menor ganancia de peso, a excepcidn de la svetia® gue tuvo una
ganancia 49.9% superior a la del grupo control, mientras que los glucosidos solo obtuvieron un
Avenida Vaisnccgegleento del 1.2% respecto al control y los que consumieron sucralosa incluso fue 1.4% menor a la
Quiroga Mg gfupo control, aunque estadisticamente no fue significativo. Finalmente el grupo que consumié
‘ Colonia Befiigamente la HFD sin adicién del edulcorante tuvo un incremento del 43.3%, de ganancia de peso

Dominguez Se‘?@?Ppé%fb al grupo con la dieta AIN-93.
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Ganancia de Peso
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Figura 1. Curva de crecimiento de ratas Wistar allmentadas con una dieta alta en grasa saturada y
edulcorantes en el agua de bebida
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Respecto a la ingesta calérica, como se puede apreciar en la figura 2 se observa que el consumo
caldrico de alimentos en el grupo control y los grupos que consumieron una HFD fue el mismo, por lo
que las variaciones en el peso no se deben a una diferencia en la ingesta caldrica, sino que se debe a
la fuente de energia, ya que los grupos con edulcorantes caldricos consumian menos gramos de
alimento pero mayor volumen de agua. :
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Figura 2. Determinacion de la ingesta de alimento en ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa
saturada y edulcorantes en el agua

ll.  Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)




Esta prueba se realizd después de 3.5 meses del consumo de dieta control o la HFD con o sin
edulcorantes en el agua de bebida. Para ello se mantuvieron a los animales en ayuno durante 7 horas, se
midié el nivel basal de glucosa sanguinea y se administro via i.p. una solucién de glucosa a una dosis de
2g/kg vy se cuantifico la glucosa a los 15, 30, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion. Se obtuvo
la grafica de la CTG por grupo y se determind el drea bajo la curva.

En la figura 3 se muestran los restltados obtenidos. En el panel A se observa que el grupo control tiene
una CTG normal, incrementando los niveles séricos de glucosa entre los 15 y 30 min después de la
administracién y disminuyendo de manera gradual hasta regresar a los niveles basales a los 120 min
posteriores a la administracién; por el contrario los grupos con HFD tienen mayor incremento en la
glucosa sérica pero sin poder retornar @ |os niveles basales aun después de un periodo de 2 horas
posteriores a la administracion lo que sugiere una resistencia a la insulina, siendo mas pronunciada con el
consumo de sacarosa, sucralosa y svetia ® y menor en los grupos con glucésidos, mascabado y miel
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Figura 3. Determinacion de la curva de tolerancia a la glucosa en ratas Wistar, alimentadas con una dieta
de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida
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Dr Jorge Alberto Barrios Paydn ‘/
Coordinador del CICUAL
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Estimado Dr Barrios, RON .

A continuacién le envio copia del tonvenio de asignacion de recursos por parte de CONACYT y
la forma Unica actualizada del proyecto “Efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la
microbiota intestinal y receptores del dulzor en un modelo de rata.

Atentamente,

Dra Ni;nbke Torresiyforres
Investigadora en Ciencias Médicas F
‘Departamento de Fisiologia de la Nutricion
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Cuantificacion de pardmetros bioquimicos en suero en los diferentes grupos experimentales

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa (Figura 4), triglicéridos (Figura 5), colesterol
total (Figura 6), colesterol LDL (Figura 7) después del tratamiento (dieta control o dieta alta en grasa) con

o sin edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 6. Determinacion de la glucosa en ratas Wistar, alimentadas con una dieta de caseina al 14% o
una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 7. Determinacion de triglicéridos séricos en ratas Wistar, alimentadas con una dieta
de caseina al 14% o-una dieta.alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida




Figura 8. Determinacidn del colesterol total en ratas Wistar, alimentadas con una dieta de caseina al 14%
o} una dieta alta en grasa Yy edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 9. Determinacion del colesterol LDL en ratas Wistar; alimentadas con una dieta de caseina al 14%
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Determinacion del coeficiente respiratorio y el gasto calérico

Se determind coeficiente de intercambio respiratorio (RER) de los grupos después del tratamiento (4
mes) en la dieta por medio de calorimetria indirecta determinando el volumen de oxigeno. En la Figura
11 se presentan los resultados obtenidos para el RER y el volumen de oxigeno. En la Figura 11A y B se
muestra dicho coeficiente en intervalos de 22 min, y el drea sombreada representa la noche es decir
cuando la ingesta de alimento es mayor en los roedores mientras que en la grafica 11c se presentan el
consumo total de oxigeno te todos los puntos, tanto en periodo de ayuno (dia) y postprandio (noche).
Durante el periodo de ayuno todos los grupos tienen un RER de 0.7077 debido a que oxidan dcidos grasos,
sin embargo, durante la noche {postprandial) el del grupo control sube el RER a 0.9799 mientras que el
resto muestra un metabolismo mixto, en el caso del grupo con HFD y sacarosa, esta tiene una inflexibilidad
metabdlica es decir a no puede cambiar tan rapidamente de sustrato a oxidar para la obtencion de
energia, por lo que aunque este consumiendo carbohidratos sigue oxidando lipidos. Otro hallazgo
interesante es que el consumo de sucralosa con una dieta control parece generar una cetosis durante el




periodo de ayuno. Finalmente cabe destacar que los grupos que consumieron glucésidos, mascabado y
miel tienen una menor inflexibilidad metabdlica y un mayor gasto calérico
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Figura 10. Determinacién de coeficiente respiratorio.

Secuenciamiento por sintesis de la microbiota intestinal utilizando la plataforma MiSeq de Illumina

De la secuenciacion por sintesis en la plataforma. MiSeq Illumina se obtuvieron 5 906 496 secuencias
(40756 £ 9541 por muestra) con una longitud media de 459 + 1 pb. Las lecturas fueron asignadas a las
unidades taxonomicas operacionales (OTUs) de novo con la paqueteria de QIIME V.1.9. De esta manera,
usando la comparacion de las OTUs con QIIME contra la base de datos Greengenes, el 99.7% de las lecturas
fueron asignadas al nivel de phylum, 99.5% a orden, 99.4% a familia, el 75.2% a géneroy 24.4% a especie.
Respecto a las abundancias de OTUs, que se calcularon, incluyen matrices de abundancia en diferentes
niveles taxondmicos. Para compara rlas diferentes muestras, se hizo el corte en 18975 lecturas basandose
en el minimo de la suma de las abundancias de los taxones en RV.3.0.1. La diversidad alfa sirve para
estimar la riqueza de espec‘i\es y para ello se determind el indice shannon, el cual sugiere que existe una
mayor alfa diversidad en los grupos alimentados con miel, ya que el nimero de OTUs observado fue
mayor, mientras que el grupo HFD+sucralosa tuvo menor alfa diversidad. También se realizé el anélisis de
la curva de rarefaccion que indica mayor riqueza de especies en el grupo que consumio una dieta control
conrespecto a demasgrupos. Para analisis de la composicién de la microbiota, basado por secuenciacién
del gen ribosomal 16S rRNA, se hizo un andlisis de coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias

Sy W wro - sucnalnsa



UniFrac unweighted, el cual mostro que el consumo de una dieta alta en grasa saturada impacta
aproximadamente en un 30% en la composicion de la microbiota intestinal, mientras que el consumo de
diversos edulcorantes cambia la composicion de la microbiota un 18% aproximadamente, respecto a los
animales que fueron alimentados con una dieta control, representando en su conjunto el 50% de la
variacién de la misma
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Figura 11. Determinacion de la alfa diversidad mediante el indice shannon en ratas Wistar, alimentadas
con una dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida,

secuenciadas en la plataforma MiSeq -

Y%
@ -3 o
= =3 ©

»
o

N
[S]

Bacterialtaxa relative abundance

@ T oF ot F - 6 006 e e oo oz oz o2 a8 @ @ @ oa =

9 o
i Other Cyanobacteria %&%Lennsphaerae enericutes

i Actinobacteria Deferribacteres Proteobacteria Verrucomicrobia

™™ 7

Bacteroidetes Firm icutes




8

Figura 12. Determinacion de los Phylum mediante secuenciacién masiva (MiSeq) de la microbiota
intestinal en ratas Wistar alimentadas con una dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y
edulcorantes en el agua de bebida, secuenciadas en la plataforma MiSeq
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Figura 13. Determinacion de los Generos médiante secuenciacion masiva (MiSeq) de la microbiota
intestinal en ratas Wistar alimentadas con una dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y
edulcorantes en el agua de bebida, secuenciadas en la plataforma MiSeq

%

o
°

&

40

2

Bacterialtaxa relative abundance

Verrucomifcrobia
Axkorm ansia mucin




Figura 14. Determinacion de las Species mediante secuenciacion masiva (MiSeq) de la microbiota
intestinal en ratas Wistar alimentadas con una dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y
edulcorantes en el agua de bebida, secuenciadas en la plataforma MiSeq.

Evaluacién de los receptores de dulzor en lengua

En la actualidad existe una amplia variedad de eduleorantes, a percepcién gustativa del sabor dulce
de estos compuestos se lleva a cabo por un heterodimero de 2 subunidades proteicas, T1IR2 (receptor
gustativo tipo 1, miembro 2) y T1R3 (receptor gustativo tipo 1, miembro 3), los cuales son codificados por
los genes TAS1R2 y TAS1R3, localizados“en el'cromosoma 1. T1R2 es el componente especifico de la
percepuon del sabor dulce, ya que T1R3 a su vez esta involucrado en la percepcién del sabor umami.
Estos, TIR2 y T1R3 se expresan en el paladar y en las células gustativas de las papilas circunvaladas y
fdliadas de la lengua, sin embargo, T1R2 se ha detectado en otros tejidos clave para la regulacién
metabdlica y la homeostasis energética, tales como-€l tracto gastrointestinal, el pancreas e hipotalamo,
por lo cual se le ha considerado un receptor implicado en la ingesta de alimentos. En este estudio se
evaluo la presencia de estos receptofes tanto en lengua como en intestino ya que estudios han
demostrado que tras la activacion de estos receptores en células enteroendocrinas tiene 2 efectos: 1)
Absorber mayor cantidad de glucosa via SGLT-1y 2) liberar una mayor cantidad de incretinas; por lo que
la expresion de una mayor cantidad de estos puede explicar los cambios observados en los

transportadores de glucosa, asi como en las incretinas
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Fig 15. Determinacién de los receptores de dulzor en lengua de ratas alimentadas con una dieta
control o alta en grasa y diferentes edulcorantes en el agua de bebida

PRODUCTOS FINALES
Los productos finales son: o )
1. Primer articulo resultado de esta investigacion (se anexa).
2. Elestudiante de maestria empezaré a escribir su tesis para titularse entre julio- agosto

Atentamente,

Dra Nimbe orresy ,
Departamento de Fi
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Natural and artificial sweeteners and high fat diet
modify differentially taste receptors, insulin and
TLR4-mediated inflammatory pathways in adipose
tissue of rats. " R

-

Monica Sanchez-Tapia , Jonathan Martinez-Medina ! Armando R Tovar! and Nimbe Torres 1 *

' Departamento de Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién Salvador
Zubiran, Meéxico City,14080, México; gfbmonikic@gmail.com (MST),
ionathan.martinez@comunidad. unam.mx (IMM), armando tovarp@incmnez mix (ART),
nimbe torrest@inemnszanx (NT) ‘

* Correspondence: pimbe.torrest@incmnsz. s Tel.: (#525556553038)

Received: date; Accepted: date; Published: date

Abstract: It is difficult to know if the respons1b1e for obe51ty is the type of sweetener, the high fat
(HF) or the combination of sweetener and fat. The purpose of the present work was to study
different types of sweeteners in particular steviol glycosides (SG), glucose, fructose, sucrose,
brown sugar, honey, svetia and sucralose on the functionality of the adipocyte. Male Wistar rats
were fed for 4 months with the different sweeteners or sweetener with HF added. Taste receptors
T1R2 and T1R3 were differentially expressed in the tongue and intestine by sweeteners and HF.
The combination eof fat and sweetener showed an additive effect on circulating levels of GIP and
GLP-1 with the exceptlon of honéy, SG and brown sugar. In adipose tissue, sucrose and sucralose
stimulated TLR4, and JNK. The combination of a HF with sweeteners increased NF«kB with the
exception of SG and honey. Honey fnaintained active the insulin signaling pathway and the
smallest adipocytes in WAT and BAT and fhe highest expression of -adiponectin, PPARy and
UCP-1 in BAT. Addition of HF reduced BCAT and BCKDH and increased BCAA levels by sucrose
and sucralose. Our data suggest that consumption of particularly honey maintained functional
adipocytes despite the consumption of a HF diet.

Keywords: adipose tissue; sweeteners; taste receptors; TLR4; BCAA; insulin signaling; incretins
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1. Introduction

In the last decades there has been an increase in the consumption of natural and artificial
sweeteners!, The increase in the consumption of natural sweeteners, particularly sucrose (sugar) has
been associated with the epidemic of obesity worldwide? One of the strategies to reduce this health
problem has been the use of artificial sweeteners in order to reduce energy intake. However, in the
recent years, it has been reported controversial results about the consumption of artificial
sweeteners that have'been associated with a greater risk for overweight and obesity?. Besides that,
other studies have been focused on other monosaccharides particularly fructose 4 and few studies
have been focused on other natural complex sweeteners such as honey, brown sugar, steviol
glycosides or the artificial sweetener sucraloses. In conditions of persistent intake of sweeteners,

some taste receptors type 1 member 2 (T1R2) or member 3 (T1R3) are activated in tongue, intestine

Nutrients 2019, 11, x; doi: FOR PEER REVIEW www.mdpi.com/journal/nutrients
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and adipose tissuet®. Sugar and artificial sweetener could bind specifically one or both receptors in
different proportion and this raises the possibility that sweeteners may influence the metabolism of
adipose tissue®. Adipose tissue is a dynamic endocrine organ that responds to energy intake by
increasing size and/or number of adipocytes to facilitate lipid storage. In the intestine, sweeteners
can activate taste receptors regulating the secretion of the incretins glucose-dependent
insulinotropic peptide (GIP) and glucagon-like peptide-1 (GLP-1)'°. The GIP receptor (GIPr) is
present in white and brown adipose tissue!' and regulates insulin action 12 and pro-inflammatory
cytokine production ** leading in changes in adipocyte functionality. Many adipose
nutrient-sensing pathwayéuare involved in the regulation of the adipose tissue metabolism. Among
those are hormonal, such as insulin éfgﬁélmg Uor by regulating the secretion of adiponectin, leptin
and other cytokines's. Another possible mechanism for which a sweetener could regulate the
functionality of the adipocyte is through toll like receptors (TLR) that'in turn regulate several
inflammatory pathways in the adipocyte 6. However, the effect of natural and artificial sweeteners
on the function of adipocytes has been not fully studied. In addition, the presence of high fat in
the diet in combination with the different sweeteners could modify the different metabolic
pathways involved in the fﬁrfetioﬁalﬁy of the adipocyte. Thus, the purpose of the present work was
to study the effect of monosaccharides, disaccharides, natural complex sweeteners, particularly
brown sugar, honey, steviol glycosides and the artificial syeetener sucralose on tongue and
intestine taste receptors and its role in incretins, insulin signaling and potentially TLR 4 pathway
and branched chain amino acids in adipose tissue in the presence or absence of a high fat diet to
better understand potential molecular mec}'lani}sm (s) through which sweeteners modulate adipose

metabolism.

L

2. Materials and Methods

&

2.1. Animals and diets -

Male Wistar rats aged 5 weeks were obtained from the National Institute of Medical Sciences and
Nutrition. The animals were housed in individual cages and maintained at a controlled room
temperature with 12-h light-dark cycles and free access to water and food. Rats were randomized
into 18 groups; nine groups were fed a control diet (C) according with AIN-937 and different
sweeteners in drinking water (W) (n=6 per group); the other 9 groups were fed high-fat diet (HF)
and different sweeteners in drinking water at the following concentration: sucrose (S) , fructose (F),
glucose (G), brown sugar (BS), honey (H), svetia (SV; steviol glycosides plus sucrose) at 10%, steviol
glycosides (SG) at 2.5% and sucralose (SU)'at 1.5%, for four months (n=6 per group). The high fat
diet (HF) consisted in 17% lard (45% 1<ca'1/ from fat). A group of six rats were fed with the control
diet or high fat diet to study the effect of antibiotics on.branched chain amino acids (BCAA).
Antibiotics were provided in the drinking water for 3 weeks and the concentration of antibiotics
were 1 mg/ml ampicillin and 0.5 mg/ml neomycin. At the end of study, the rats were anesthetized
with sevoflurane before decapitation. The adipose tissue was rapidly removed and stored at -70°C
and serum was obtained by centrifugation of blood at 1500xg for 10 min and stored at -70°C. The
Animal Committee of the National Institute of Medical Sciences and Nutrition, Mexico City
approved the procedure (CINVA1735).
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I.  Curva de crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar

a) Crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar macho que consumieron
una HFD

A continuacion se muestra la gananbia de peso de los grupos alimentados con
una dieta alta en grasa saturada y colesterol y 10% de cada edulcorante en el agua
de bebida, exceptuando los glucé”sidoé de steviol que solo se les dio a una
concentracion 2.5% y sucralosa que fue administrada al 1.5%. Para ver el efecto de
la combinacion de una dieta alta en grasa saturada y los edulcorantes se incluyé un
grupo con esta dieta con agué.simple y un grupo con una dieta control de caseina al
14% como lo recomienda el AIN 93. Estos tratamientos fueron administrados por un

Avenida Va : : +
Quiroga QéOqu’cfo de 4 meses. Como se puede observar en la figura 1, el grupo HFD+Sacarosa

ggr'rq?ng;aezi;g%?yvme mas gano peso, siendo 87.5% mayor respecto al grupo que consumio una
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dieta control, mientras que cuando se consumen los monosacéridos glucosa y fructosa
Gnicamente se obtuvo una ganancia del 34.9% y 23.7% respectivamente. Por otra
parte aquellos grupos que consumieron edulcorantes caléricos con menor refinacion,
es decir mascabado y miel tuvieron ganancias del 30.8% y 25.6%. Aquellos grupos
con edulcorantes no caldricos tuvieron mehor ganancia de peso, a excepcion de la
svetia® que tuvo una gananma 49.9% superior a la del grupo control, mientras que los
glucosidos solo obtuvueron un mcremento ‘del 1.2% respecto al control y los que
consumieron sucralosa lncluso fue 1.4% menor a la del grupo control, aunque
estadisticamente no fue significativo. Finalmente el grupo que consumié Unicamente
la HFD sin adicion del edulcorante tuvo un incremento del 43.3%, de ganancia de

peso respecto al grupo con la dieta AIN-93.
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Figura 1. Curva de crecimiento de ratas Wistar alimentadas con una dieta aita en
grasa saturada y edulcorantes en el agua de bebida

Respecto a la mgesta caldrica, como se puede apreciar en la figura 2 se observa
que el consumo calorlco de alimentos en el grupo control y los grupos que
consumieron una HFD fue el mismo, por lo que las variaciones en el peso no se deben

a una diferencia en la ingesta calérica, sino que se debe a la fuente de energia, ya




que los grupos con edulcorantes caldricos consumian menos gramos de alimento

(Figura 2B) pero mayor volumen de agua (Figura 2C).

—
& 3
o
=
©
3]
X
=
8
=
o
o
> : H
£ 4sdiy L % AIN-93+AGUA @ HFD + FRUCTOSA
- A ’ @ HFD + AGUA © % HFD + GLUCOSA
‘1 % HED + MIEL “# HFD + SVETIA

* HFD + GLUCOSIDOS 2 HFD + MASCABADO
“# HFD + SACAROSA % HFD + SUCRALOSA

0 16 30 45 60 75 90 105 120

L ' ’ Dias

Figura A-C. Determinacion de la ingesta de alimento en ratas Wistar alimentadas
con una dieta alta en grasa saturada y edulcorantes en el agua

b) Crecimiento e ingesta de alimento en ratas Wistar macho que consumieron
una dieta control (AIN-93) '

A continuacion, se muestra la ganancia de peso de los grupos alimentados con
una dieta de casel’na\al 14% como lo recomienda el AIN 93 y 10% de cada edulcorante
en el agua de bebida\, exceptLando los glucosidos de steviol que solo se les dio a una
concentracion 2.5% y sucralosa que fue administrada al 1.5%. El grupo que consumid
sacarosa es el que mas gano peso, siendo 32% mayor respecto al grupo que

consumié una dieta control, mientras que cuando se consumen los monosacaridos




glucosa y fructosa no hay una diferencia muy grande, obteniendo una ganancia del

4.3% con glucosa y una pequefia disminucion de peso con la fructosa del 3%

respectivamente. Por otra parte aquellos grupos que consumieron edulcorantes

caléricos con menor refinacion, es decir mascabado y miel tuvieron ganancias del
5.1% vy 0.4%. Aquellos grupbs con edulcorantes no cal6ricos tuvieron, al contrario que
con la dieta alta engrasa una mayor ganancia de pééo, siendo del 12.2% con el
consumo de svetia®, nﬁ\ientras‘c‘;ue los gluC(’)sidos obtuvieron una ganancia de peso
menor en un 3.7% respecto al gfupb control, es decir, el uso de un vehiculo en el
producto comercial impacta significativamente en una mayor ganandia de peso.
Finalmente los animales de experimentacién que consumieron sucralosa, presentaron
un incremento del 12.2% en la ggngncia de peso respecto al grupo control, resultado
contrario al obtenido con el'consumo de una dieta élta en grasa saturada. Sin embargo
esto puede deberse a la ingesta calorica ya que como se puede apreciar en la figura
4 se observa que el consumo caldrico de alimentos en el grupo control con y sin
edulcorantes fue el mismo a excepcién del grupo con sucralosa, por otro lado, los
grupos conredulcorantes caloricos cé“nsumian menos gramos de alimento (Figura 4B)
pero mayor volumen de agua (Figl‘]ré 4C)
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Figura 3. Curva de crecimiento de ratas Wistar alimentadas con una dieta al 14%
de caseina (dieta control) y edulcorantes en el agua de bebida y Determinacion de
la ingesta de alimento en ratas Wistar alimentadas con una dieta alta en grasa
saturada y eduicorantes en el agua




Curva de tolerancia a la glucosa (CTG)

Esta prueba se realizé después de 3.5 meses del consumo de dieta control o la HFD
con o sin edulcorantes en el agua de bebida. Ffara ello se mantuvieron a los animales en
ayuno durante 7 horas, se midié el nivel basal de glucosa sanguinea y se administré via
i.p. una solucién de glucoga a una.dosis de 2g/kg y se cuantifico la glucosa a los 15, 30,
60, 90 y 120 minutos postériores é»l'as administracion. Se obtuvo la gréfica de la CTG por

grupo y se determind el area bajo la curva.

8

En la figura 5 se muestran los resultados_obtehidos. En el panel A se observa que el
grupo control tiene una CTG normal mcrementando los niveles séricos de glucosa entre
los 15 y 30 min después de la adm|n|straC|on y dlsmmuyendo de manera gradual hasta
regresar a los niveles basales a los 120 min posteriores a la administracién, por el
contrario los grupos con HFD tienen maydr incremento en la glucosa sérica pero sin
poder retornar a los niveles basales aun después de un periodo de 2 horas posteriores
a la administracion lo que sugiere una resistencia a la insulina, siendo mas pronunciada

con el consumo de sacarosa, sucralosa y svetia ® y menor en los grupos con glucésidos,
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Figura 5. Determinacién de la curva de tolerancia a la glucosa en ratas Wistar,
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lll. Cuantificacién de pardmetros bioquimicos en suero en los diferentes grupos
experimentales

Se determinaron los parametros bioquimicos de glucosa (Figura 6), triglicéridos
(Figura 7), colesterol total (Figura 8), colesterol LDL (Figura 9) después del tratamiento

(dieta control o dieta alta en grasa) con o sin edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 6. Determinacion de la glucosa en ratas Wistar;ali}nentadas con una dieta
de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida
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Figura 8. Determinacion del colesterol total en ratas Wistar, alimentadas con una
dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de
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Figura 9. Determfnacic’m del colesterol LDL en ratas Wistar, alimentadas con una
dieta de caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de
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Determinacion del lipopolisacarido (LPS)

Este factor que nos ayuda a establecer la condicién de endotoxemia se determiné en
suero, mediante el uso de ELISA. Los resultados obtenidos sugieren que el grupo con
HFD muestra una endotoxemia metabdlica ya que los niveles son superiores a los

mostrados por el grupo control (Figura 10);




Figura 10. Determinacion LPS serico en ratas Wistar, alimentadas con una dieta de
caseina al 14% o una dieta alta en grasa y edulcorantes en el agua de bebida
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IV. Determinacién del coeficiente respiratorio y el gasto calérico
Se determind coeficiente de intercambio respiratorio (RER) de los grupos después del

tratamiento (4 mes) en la dieta por medio de calorimetria indirecta determinando el
volumen de oxigeno. En la Figura 11 se presentan los resultados obtenidos para el RER
y el volumen de oxigeno. En la Figura 11A y B se muestra dicho coeficiente en intervalos
de 22 min, y el area sombreada representa la noche es decir cuando la ingesta de
alimento es mayor en los roédores mientras que en la grafica 11c se presentan el
consumo total de oxigeno de-todos los puntos, tanto en periodo de ayuno (dia) y
postprandio (noche). Durante el periodo de ayuno todos los grupos tienen un RER de
0.7077 debido a que oxidan acidos grasos, sin embargo, durante la noche (postprandial)

el del grupo control sube el RER a 0.9799 mientras que el resto muestra un metabolismo




mixto, en el caso del grupo con HFD y sacarosa, esta tiene una inflexibilidad metabdlica
es decir a no puede cambiar tan répidamente de sustrato a oxidar para la obtencion de
energia, por lo que aunque este consumiendo carbohidratos sigue oxidando lipidos. Otro
hallazgo interesante es que el consumo de sucralosa con una dieta control parece
generar una cetosis durante el periodo de ayuno. Finalmente cabe destacar que los

grupos que consumieron glucésidos, mascabado y miel ti'enen una menor inflexibilidad

metabolica y un mayor gasto caldrico
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Figura 11. Determinacién de'coeficiente respiratorio

V. Secuenciamiento pbr sintesis de la microbiota intestinal utilizando la
plataforma MiSeq de illumina

Hfo - suCRALG A



De la secuenciacion por sintesis en la plataforma MiSeq lllumina se obtuvieron
5 906 496 secuencias (40756 * 9541 por muestra) con una longitud media de 459
+ 1 pb. Las lecturas fueron asignadas a las unidades taxonomicas operacionales
(OTUs) de novo con la paqueteria de QIIME V.1.9. De esta manera, usando la
comparacion de las OTUs con QIIME "contra la base de datos Greengenes, el
99.7% de las lecturas fueron asignadas al nivel de phqum, 99.5% a orden, 99.4%
a familia, el 75.2% a génerbx,y 24.4% ar'especie. Respecto a las abundancias de
OTUs, que se calcularon, inc4ll>Jyen matrices de abundancia en diferentes niveles
taxonomicos. Para comparar las diferentes muestras, se hizo el corte en 18975
lecturas basandose en el minimo de la suma de las abundancias de los taxones
en RV.3.0.1. La diversuidaqha\lfa‘_sirve para estimar la riqueza de especies y para
ello se determind el'iﬁ‘dice'shannon, el cual ’sugiere que existe una mayor alfa
diversidad en los grupos alimentados con miel, ya que el nimero de OTUs
observado fue mayor, mientras qué el grupo HFD+sucralosa tuvo menor alfa
diversidad. También se realiz6 el analisis de la curva de rarefaccién que indica
mayor ﬁqueza de especies’ en el grupo que consumié una dieta control con
respecto a demas grupos. Pé“ra'anélisis de la composicién de la microbiota,
basado por secuenciacion del genN ribosomal 16S;rRN‘A, se hizo un analisis de
coordenadas principales (PCoA) basado en las distancias UniFrac unweighted, el
cual mostro que el consumo de una dieta alta en grasa saturada impacta
aproximadamente en un 30% en la composicion de la microbiota intestinal,
mientras que el consumo de diversos edulcorantes cambia la composicion de la
microbiota un 18% aproximadaménte, respecto a los animales que fueron
alimentados con una dieta control, representando en su conjunto el 50% de la

variacion de la misma
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VI. Determinacion de la expresidn de genes y proteinas involucrados en la
inflamacion '

Se evaluo la expresion relativa de TLR-4 (Figura 17) el cual es activado por
PAMPs, principalmente el LPS, y este se encuentra en las placas de Peyer
intestinales, interesantemente se of)servé un incremento en la expresion del
mismo con la adiciéh de grasa a la dieta, comportamiento similar al obtenido en la
cuantificacion de LPS séri‘cd; sin embargo se profundizd en el estudio de la
activacion de esta viavmediante la medicion del TLR 4 y TLR 2, cuyos ligandos
principales son LPS y Peptidoglicar]o, respectivamente, mediante el uso de
Wenstern Blot,asi como de una de Iéé principales proteinas rio abajo (NFkB) en
las diferentes secciones ifitestinales, los resultados obtenidos se muestran a

continuacién en la figura 18.
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Figura 17. Determinacion de la expresion génica de TLR4 en el intestino de
ratas alimentadas con una dieta control o aita en grasa y diferentes
edulcorantes




Evaluacidn de los receptores de dulzor en lengua e intestino

En la actualidad existe una amplia variedad de edulcorantes, a percepcion gustativa
del sabor dulce de estos compuestos se lieva a cabo por un heterodimero de 2
subunidades proteicas, T1R2 (receptor gustativo tipo 1, miembro 2) y T1R3 (receptor
gustativo tipo 1, miembro 3), los cuales son c;odificados porios genes TAS1R2 y TAS1R3,
localizados en el cromosofa 1. T1 R2 es el.componente especifico de la percepcion del
sabor dulce, ya que T1R3 a su ve? &sta involucrado en la percepcion del sabor umami.
Estos, TIR2 y T1R3 se expresan en el paladar y en las células gustativas de las papilas
circunvaladas y foliadas de la lengua, sin empargo,'T1 R2 se ha detectado en otros tejidos
clave para la regulacion metabdlica y la homeostasis energética, tales como el tracto
gastrointestinal, el pancreas & hipotalamo, por lo cual se le ha considerado un receptor
implicado en la ingesta de alimentos. En este estudio se evalué la presencia de estos
receptores tanto en lengua como en intestino ya que estudios han demostrado gue tras
la activacion de estos receptores en células enteroendocrinas tiene 2 efectos: 1)
Absorber mayor cantidad de glucosa via SGLT-1 y 2) liberar una mayor cantidad de
incretinas; por lo que la expresion de una mayor cantidad de estos puede explicar los
cambios observados en los transportadorés de glucosa, asi como en las incretinas
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Determinacion de los receptores de dulzor en lengua de ratas alimentadas
con una dieta control o alta en grasa y diferentes edulcorantes en el agua de
bebida
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El protocolo ya se termino, estamos analizando los resultados, posteriormente
escribiremos el articulo, por lo que pedimos una prorroga de 6 meses con el objeto de

que si nos piden algun experimento extra lo podamos llevar a cabo en tiempo.
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PRODUCTOS FINALES

Estamos en el proceso de empezar a escribir el articulo, la estudiante de doctorado empezard a
Escribir su tesis alrededor de junio del 2019 ya que termina su doctorado hasta diciembre y
tenemos una presentacion en congreso en’junio del 2018.
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2.2. Biochemical Parameters

Serum glucose was analyzed with the autoanalyzer COBAS C11 (Roche, Basel, Switzerland). Insulin
by ELISA kit (Alpco Diagnostics, Salem, NH, USA), leptin was.determined using commercial
ELISA kits (Abcam, USA). : :

2.3. Adipose Tissue Gene Expression

The gene expression was determined by real-time PCR. First, total RNA was extracted usihg
TRIzol, following the manufacturer's instructions. The mRNA abundance was measured by
real-time quantitative PCR using S)(Bﬁ@ Green assays (Roche), using 36B4 and cyclophilin as
housekeeping gene for normalization. All primer sequences for gene expression determination are

shown in Supplementary Table 1.

2.4. Western Blot Analysis ST

Total protein of pooled adipc;se tissue samples (n = 6) was extracted, quantified by Bradford assay
(Bio-Rad, Hercules, CA, USA) and stored at —70 °C. The protein detection was performed by
electrophoresis in SDS-PAGE and then transferred to polyvinylidene difluoride membranes. All
blots were blocked with 3% BSA for 60 min at room temperature and incubated overnight at 4 °C
with the following antibodies: toll-like receptor 4 (TLR-4) (1:1000), nuclear factor-kappa B (NF-«B)
(1:1000), kinase c-Jun N-terminal (JNK) (1:1000), myeloid differentiation primary response 88 (MyD
88) (1:1000), total insulin receptor substrate (IIiS) (1:750), phosphorylated IRS (p263y-IRS) (1:2000),
total protein kinase B (AKT)(1:2500) and ];')hosphorylated AKT(1:5000). The blots were incubated
with anti-rabbit, anti-goat, or anti-mouse secondary antibodies conjugated with horseradish
peroxidase (1:15000). GAPDH (1:3500) was used. to normalize the data. Images were analyzed with
a ChemiDocTM XRS + System Irhage LabTM Software (Bio-Rad, Herculeé, CA, USA). The western

blot analysis was performed three times using independent blots.

2.5 Histological analysis. )
Adipose tissue sections 4 pum thick were stained with hematoxylin and eosin. A morphological
analysis was performed using a Leica microscope (Leica DM750 Wetzlar, Germany). Adipocyte size

measurement was performed using AdipoSoft (Image]J, 1.14 version, NIH, Bethesda, Maryland)

2.6. Statistical Analysis

The results were expressed as the mean = SEM. Statistical analysis was performed using
one-way ANOVA followed by Bonferroni’s post-hoc test, using Prism 7.0 software (GraphPad, San
Diego, CA,USA); p <0.005 was considered significant.

gl

3. Results
3.1 Body weight and biochetnical parameters

After 4 months of dietary treatment with sweeteners, rats fed with sucrose, svetia or sucralose
gained significant more weight than those fed brown sugar, glucose or honey, whereas those fed
with SG, fructose or no sweetener in the water had the lowest weight gain (p=0.04). The presence of
HEF in the diet significantly increased body weight in most of the groups with the exception of those
fed with sucralose or SG. Similar to body weight, rats fed with sucralose, sucrose or svetia had the
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highest serum glucose concentration than the rest of the groups. Those fed with glucose, fructose or
brown sugar had higher serum glucose than those fed SG, honey or without sweetener. The
addition of high fat in the diet increased serum glucose in rats fed sucralose, sucrose, SG, fructose
or no sweetener. It is noteworthy, that rats fed with honey had the lowest serum glucose (p<0.001).
Interestingly, long term consumption of sucralose produced hyperinsulinemia followed by sucrose
or svetia, whereas those fed brown sugar, honey, SG or no sweetener had the lowest serum insulin.
Insulin concentration in rats fed sweeteners plus HF in the diet followed the same pattern than
without HF. Unexpectedly, honey was the only sweetener that even in the presence of HF did not
significantly increase insulin concentration. Although rats fed sucralose, sucrose or svetia had
similar body weight, thosé fed with sucralose developed hyperleptinemia. Rats fed BS, honey or no
sweetener showed the I'Qwest serum leptin concentration. The presence of HF in the diet
significantly increased serum leptirT Concentration in all groups, however, those fed sucralose,

sucrose, svetia, glucose, fructose or no sweetener developed hyperleptinemia.

Table 1. Body weight and serum biochemical parameters of rats fed natural or artificial

sweeteners with and without high fat

e s

Group Body \A?eight (g) Glucose (mg/dL) ) Insulin {ng/mL) Leptin

(ng/mL)
C+W 5464 +126° 7919+ 3.3¢ 0.24+£0.05" 3.92+0.08¢9
HF+W 628.2+16°2 93.55 + 3.7 b 24010179 17.58 £ 0.24 ¢
C+10%S 680 + 16.33 @ 1435+ 3.52b 500+0.21°® 948+043°
HF+10%S 7202£35° 1748+7.1° 6.78+0.24° 35.62+1.17°
C+10%F 558.5+ 1.5 .. ~ 1154+ 620 283+54¢9 6.92+0.25°
HF+10%F 587.2+187° | - 1328+243ab 539+0.16¢ 15.81+£0.3 ¢
C+10%G 589.7 +22.3° 13357 b 1.72+£0.08¢ 494 +0159
HF+10%G 606.8 + 27:3 &b 137.9+453b 3.97 £0.05 2278+062°
C+2.5%SG- 562.2+17.5¢ 89.18£2.65° 0.28+0.04" 564+026°
HF+2.5%SG 540 £ 12.05° 138.6+6.92° 1.72+ 0159 948 +0.37 ¢
C+10%BS 593.2+6.5° 1084 £3.3° 0.71 £0.09" 3.63+0.27f
HF+10%BS 599.2 £ 10.73 »P 122.2+3.3" 1.76 £ 0.12¢ 7.75+0.26°
C+10%H 574.3+18.11° 857+47b¢ 0.31+0.03" 3.62+0.199
HF+10%H 591+ 11.79° 84.8+4.7 b.c 0.61+0.08" 9.57+0.29¢°
C+10%SV 609 + 19.26 > 138.7+8.1a° 3.7+0117 8.41+0.35°
HF+10%SV 634.2 £ 19.29 141.4 £3.42° 505+£020¢° 27.21+052¢
C+1.5%SU 603.3 £21.74 &P 151:5+272 6.44+035° 2554 +1.32°¢
HF+1.5%SU 540.8+104°¢° 177+65° 106 +£0.312 39.80+0.74

Sweetener <0.001 - <0.001 <0.001 <0.001

Fat 0.0349 <0.001 <0.001 <0.001

p 0.0036 <0.001 <0.001 <0.001

C, control diet; HF, high fat diet; W, water; S,‘sucrose; F, fructose; G, glucose; SG, steviol glycosides;
BS. Brown sugar; H, honey; SV, svetia; SU, sucralose

3.2 Tongue and intestine TIR2, TIR3, SGLT-1, GLUT-2 and incretins after the consumption of
natural and artificial sweeteners with and without a high fat djet.
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Tongue taste receptors TIR2 and T1R3 serve as sensors of different types of sweeteners. TIR2

was induced by SG followed by glucose, sucrose, honey, brown sugar, svetia and finally sucralose
by 153%, 120%, 102%, 94%, 83%, 66% and 57% respectively compared to the control group (C+W).
Interestingly, the presence of high fat in the diet reduced in a higher extent the abundance of TIR2,
Figure 1A. T1R3 was significantly more stimulated by sucrose than T1R2. In addition to sucrose,
TIR3 was stimulated by fructose, brown sugar and sucralose by 2.5-, 1.5-, 1.3- and 1.2-fold
respectively compared to the C+W group. Also, T1R3 was reduced by the presence of HF in the diet
with the exception of glucose and 5G, Figure 1A. '
TIR2 and TIR3 in the intestine may play a role in the post-oral absorption and metabolism of
sweeteners and could stimulate the ‘Secrétion of incretins, that in turn regulate the glucose
transporters and insulin secretion’s. The abundance of TIR2 in small intestine and colon followed a
similar pattern. Sucralose and SG stimulated the abundance of TIR2 in a higher extent than the rest
of the sweeteners followed by glucose, fructose and sucrose and in a lower extent by BS and H,
Figure 1B. Sucralose, svetia and sucrose significantly induced the abundance of TIR3. On the
contrary to the tongue, TIR2 and T1R3 abundance was stimulated by the presence of HF in the diet
in small intestine and mainly in the colon, Figure 1C. Interestingly, sodium-dependent glucose
cotransporter (SGLT) abund‘apce,’(vtr}‘{ich\is found in the enterocytes of the small intestine, was
stimulated by glucose, fructose, BS, sucrose followed by H, sucralose, SG and SV by 4.6-, 3.3-, 2.5,
2.0-, 1.6-, 1.5-, 1.2- and 0.9-fold respectively. The presence of high fat in the diet significantly
increased the abundance of SGLT-1 mainly by glucose, fructose followed by BS, sucralose and H by
5.7-, 4.1-, 3.2-, 2.7- and 2.2-fold respectively compared to the control group C+W. The glucose
transporter 2 (GLUT2), which facilitates movement of glucose across cell membrane, was induced
by all sweeteners with the lowest abundancé by SG, however the presence of a high fat diet
increased its abundance by all the sweeteners with the lowest induction by SG, Figure 1D.

Sweeteneers specifically stimulate taste feceptors that in turn can regulate the release of the
incretins glucose insulino tropic peptide (GIP) and glucagon like peptide (GLP-1)®. GLP-1 in the
small intestine was induced mainly by sucrose and sucralose by approximately 4.1- and 3.5-fold
respectively. Addition of high fat to the diet increased the abundance of GLP-1 by 2.2-fold in
comparison with the C+W group. Consumption”of a high fat with sucralose, svetia, sucrose,
glucose, fructose and SG increased significantly GLP-1 protein abundance by 8.7, 6.1-, 5.9-, 4.1-, 3.9-
and 3.2-fold respectively. Interstingly, H showed no increase in GLP-1 abundance even in the
presence of a high fat diet. GIP was induced by SV, sucralose and sucrose by 15.4-, 11.4- and
10.3-fold, and the presence of high fat in the diet induced in a larger extent GIP abundance by
sucrose, sucralose, and glucose by 21.1-, 14.9-, 12.5-fold respectively compared to the control group
C+W, Figure 1E. These results were confirmed when these incretins were measured in serum.
Sucralose and sucrose were the main stimulators of GIP and GLP-1 followed by fructose, glucose,
SV, and finally by SG, BS or H. The presence of high fat in the diet showed an additive effect on GIP
mainly by sucralose and sucrose indicating that no only the type of sweetener but the presence of
saturated fat play an important role in the /circula’Eing levels of incretins, Figure 1E, F.
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Figure 1. Taste receptors TIR2 and T1R3 in tongue (A), small intestine .(B) and colon (C); glucose
transporters (D) and incretins (E} in small intestine. Serum levels of glucose insulinotropic peptide
(GIP) (F) and glucagon like peptide (GLP-1) (G) of rats fed with different sweeteners with or
without high fat diet. The data are expressed as the mean + SEM (n = 6). Results were considered
statistically significant at p < 0.05. The differences between groups are indicated by letters, where a
>b>c>d>e>f>g.

3.3 Inflammatory pathways are differentially regulated by the type of sweeteners and high fat.

Adipocytes may play an important role.in inflammation and insulin resistance via TLR
signaling after the consumption of sweeteners. Rats fed with sucrose, sucralose and glucose showed
the highest expression of RNA and protein abundance of TLR4 followed by fructose, Figure 2A, B,
E. The lowest expression of TLR4 was observed with BS and honey. It has been demonstrated that
the interaction of TLR4 with MyD88 triggers a downstream signaling cascade, leading to activation
of the transcription factor NF-xB pathway and reciprocally induces activation of the c-Jun
N-terminal kinase (JNK) inducing a proinflammatory state?. In the present study, MyD88 followed
a similar pattern than TLR4, Figure 2A, C. The highest protein abundance of MyD88 was observed
with sucrose followed by sucralose. JNK was highly phosphorylated by SV, sucralose, sucrose and
fructose and the addition of a high fat diet significantly increase p-JNK with the exception of H,
Figure 2 A, D. Interestingly, there was no differential induction of NF«B protein abundance by any
sweetener, however the presence of high fat in the diet induced in a higher extent the protein
abundance of NFxB by sucralose followed by sucrose and there was no stimulation of NFkB by the
groups fed SG and H, Figure 2 A, E. These results indicated that both pathways regulated by MyD
88 are differentially activated by sweeteners, and in a greater extent by saturated fat. Finally, NFxB
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210 and JNK play an important role in the production of proinflammatory cytokines. In fact, cytokine
211 TNFa was stimulated mainly by sucralose, SV, sucrose, glucose and fructose and in a lesser extent

212 by SG, BS and H, and the addition of high fat significantly increased the gene expression of this
213 cytokine.
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217  Figure 2. Relative protein abundance and gene expression of inflammation markers in white

218  adipose tissue of rats fed different sweeteners with and without high fat diet (A); Protein
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abundance of toll like receptor 4 (TLR-4) (B), myeloid differentiation factor 88 (MyD88) (C); ¢-Jun
N- terminal kinase (JNK)(D); Nuclear Factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells (NFxB)
(E); Relative expression of TLR4 (F) and tumor necrosis factor alpha (INF a)(G). The data are
expressed as the mean + SEM (n = 6). Results were considered statistically significant at p <0.05. The

differences between groups are.indicated by letters, wherea>b>c>d >e.

3.4 Insulin signaling after the consumption of sweeterers.

Incretins secreted from entéroendoctinecells may play a critical role in the development of obesity
by regulating insulin signaling in adipocytes depending on the type of sweetener consumed. To
further investigate the insulin-mimetic effects of GIP via activation of AKT and its effect on GLUT4,
we studied the effect of the different sweeteners. Honey, BS and SG showed an adequate insulin
signaling by maintaining the phosphorylation of IRS and AKT, Figure 3A-C, however, sucralose
and sucrose showed a significant decrease in the phosphorylation of pT263 ®8! and pS473AKT, Figure
3A- C. The addition of high fat in the diet decreased the phosphorylation of IRS and AKT with the
exception of H and BS, Figure 3A-C As a'result, the expression of GLUT 4 was induced only by BS
and H, Figure 3D. These results indicate that sweeteners specifically regulate insulin signaling and
the presence of high fat in the diet significantly decreased the insulin signaling. On the other hand,
consumption of sucralose and in a lesser extent sucrose, produced hyperinsulinemia and
significantly increased lipogenesis mediated by SREBP-1, Figure 3E.
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Figure 3. Relative protein abundance of insulin signaling pathway in white adipose tissue.
IRS, pT263 s, AKT, and pS473AKT in rats fed different sweeteners with or without high fat diet
(A); phosphorylated IRS/total IRS ratio (B); phosphorylated AKT/total AKT ratio (C); relative
expression of glucose transporter type 4 (GLUT 4) (D), GIP receptor (E) and sterol regulatory
element-binding protein 1 (F). The data are expressed as the mean + SEM (n = 6). Results were

considered statistically significant at p < 0.05. The differences between groups are indicated by
letters, wherea>b>c>d >e.
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3.5 The type of sweetener and high fat diet differentially modify the functionality of the adipocyte
in white adipose tissue.

The adipocyte size of rats fed control diet without sweetener had a size of aproximately 4743 pm?,
and the consumption of a high fat doubled, the size of the adipocytes. Interestingly, the
consumption of specific sweetners had a significant impact in the size of the adipocytes. Rats fed
sucrose and sucralose showed the highest size of adipocytes, approximately 7.5 -and 6.3-fold higher
compared to those fed the control diet, whereas the lowest size was seen in rats fed H and BS,
Figure 4A, C. The addition of high fat in the diet had no significant effect on the size of the
adipocyte, Figure 4 B, C. Almost all sweeteners decreased the expresion of PPARy, e involved
in adipogenesis, and with some sweeteners, the addition of a high fat diet further decreased the
expression of this gene. Surprinsingly, this effect was not observed with BS, but particularly with
honey, Figure 4D. Interestingly, the gene expression of adiponectin was significantly low in rats fed
all the sweeteners with the exception of SG, H and BS that increased adiponectin mRNA abundance
by 6.4-,10.5- and 4.3-fold respectively, however the addition of a high fat diet significantly reduced
the expression of adiponectin. Leptin is an adipokine that has been shown to increase with fat mass,
and our results showed that.all sweeteners had a low impact' on the leptin concentration, however
the presence of a high fat diet significantly increased leptin mRNA abundance with all sweeteners
mainly with sucralose that had a 2-6 -fold increase with respect to the sweetener alone followed by
sucrose, fructose, SV, glucose, SG and honey. R -
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Figure 4. The type of sweetener and high fat diet differentially modify the functionality of the
adipocyte in white adipose tissue. Hematoxylin-Eosin staining (HE) of white adipose tissue of rats
fed different sweeténers with econtrol (A) or high fat diet (B); adipocyte size (C); mRNA relative
expression of peroxisome proliferator-activated receptor gamma (PPARY) (D), adiponectin (E) and
leptin (F). The data are expressed as the mean + SEM (n = 6). Results were considered statistically
significant at p < 0.05. The differences between groups are indicated by letters, where a>b >c> d>

e.
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3.6 Sweeteeners differentially regulate gene expression of adiponectin and UCP-1 in BAT.

The size of the brown adipocytes in control rats without sweetener was around 124 um2 Animals
fed with sucrose (720 um?), sucralose (630 um?) or fructose (630 pum?)showed the biggest brown
adipocyte size followed by glucose and SG, and the lowest size was observed for svetia (150 pum?),
brown sugar (261 um?) and honey (283 pm?), (Figure 5A. B) Interestingly, the histological analysis
revealed the presence of large lipid droplets in the groups of rats fed with sucralose, sucrose,
fructose and glucose indicating a possible whitening of the adlpocytes (Figure 5A). The addition of
high fat content in the diet significantly increased the adipocyte size mainly in rats fed sucrose,
glucose, SG and svetia (F1gure 5 C, D). Similar to the WAT, only the groups fed with H, BS and SG
showed the smallest size of adipocyte (Figure 5D). Also, as observed in WAT, the highest levels of
adiponectin (10-fold) were observed in H, BS and SG (Figure 5E). Interestingly, rats fed with SG, BS
or honey significantly increased uncoupled protein- (UCP-1), a thermogenesis marker, however the
presence of high fat in the diet significantly decreased UCP-1 mRNA abundance (Figure 5F).
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Figure 5. Effect of type of sweeteners on histological morphology and expression of adiponectin
and UCP-1 in brown adipose tissue. Hematoxylin-Eosin staining (HE) of BAT of rats fed different
sweetener with control (A) or high fat diet (C). Brown adipocyte size (B, D); Relative expression of
adiponectin (E) and uncoupling protein 1 (UCP-1) (F). The data are expressed as the mean + SEM (n
= 6). Results were considered statistically significant at p < 0.05. The differences between groups are

indicated by letters, wherea>b>c>d >e.
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302 3.7 High fat diet and specific sweetners increased the concentrations of branched chain amino acids.

303 Adipose tissue can metabolize substantial amounts of branched chain amino acids (BCAA), and it
304  has been reported an increase of these amino acids during obesity. For this reason we measured
305  serum branched chain amino acid (BCAA) concentration in rats fed the different sweeteners with
306  and without the presence of a high fat diet. Animals fed control diet had serum BCAA levels in the
307  range of 400 ng/mL, whereas the consumption of sucrose or sucralose increased by approximately
308  3-fold BCAA concentration, and rats fed with SG, honey and brown sugar presented the similar
309  levies than the control group. The addition of only fat-in the diet significantly increased by 1.9-fold
310 the BCAA concentration and the combination of sucrose or sucralose with HF increased by 5.6- and
311  5.5-fold the concentrationof these afn"}no acids respectively. In the rest of the groups, the presence
of fat in the diet had an additive effeet en serum BCAA concentration, Figure 6E. In order to explain
the increase of these amino acids, we measured the gene expression of the enzymes involved in the
catabolism of BCAA, BCAT and BCKD, in adipose tissue. The results showed similar expression of
both enzymes in WAT (Figure 6A,B) and BAT(Figure 6C,D) with all sweeteners, but significantly
decreased their expression in the presence of a high fat diet independently of the type of sweetener.
However, the decrease in the expression of BCAT and BCKDH did not explain the elevation of
BCAA concentration in serum. Thus, a group of rats was fed a control diet and other group was fed
a high fat diet, and after 5 weeks of dietary treatment, rats were given antibiotics in the drinking
water for one month. This treatment produced a significant decrease in the levels of BCAA by 64%
in the control group and by 55% in the high fat group (Figure 6F ) indicating that the gut microbiota
produced a significant amount BCAA.
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Figure 6. mRNA abyndance of amino acid catabolizing enzymes in white adipose tissue (WAT)
and brown adipose tissue (BAT), and circulating branched chain amino acids (BCAA) in rats fed
different sweeteners with and without high fat diet. mRNA abundance of branched chain
aminotransferase-2 (BCAT2) (A) and branched chain alpha keto acid dehydrogenase (BCKDH) (B)
in WAT and BAT (C,D). Serum BCAA (valine, isoleucine, leucine) (E). Effect of antibiotics on serum
BCAA, (F). The data are expressed as the mean = SEM (n = 6). Results were considered statistically
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significant at p <0.05. The differences between groups are indicated by letters, where a>b>c>d
>e.

4. Discussion

With the current problems of obesity, new sweeteners with low calories have been
incorporated; this situation has created confusion for the consumer about what type of sweetener is
the best option. In addition to this, the high consumption of saturated fat has been associated with
an increased risk of coronaﬁy heart disease. Thus, it is difficult to know if the responsible for obesity
is the type of sweetener, the high samgéggzd fat or the combination of sweetener and fat2!.

Our results showed that persistent consumption of sweeteners, particularly sucrose or
sucralose, stimulated T1R2 and T1R3 taste receptors in a greater extent, whereas honey stimulated
these receptors similar to the control group. Interestingly, the addition of a high fat diet reduced the
abundance of these receptors in tongue independently of the type of sweetener. Contrary to the
tongue, in small intestine TIR2 was more activated-by sucralose, svetia and glucose, whereas T1R3
was activated mainly by sucralose and svetia, a similar pattern was observed in colon. Interestingly,
the addition of high fat in the diet stimuilated in a greater extent the protein abundance of TIR2 and
T1R3 in the small intestine and: colon, mainly by sucralose, svetia, and glucose and in a lesser extent
by honey. The activation of these taste receptors in the intestine promotes the glucose absorption
from the lumen into the epithelial cells by the sodium glucose luminal transporter-1 (SGLT1)
located in the apical cell membrane. SGLT1 was stimulated by glucose, fructose, BS and sucrose and
in a lesser extent by SG and svetia. Interestingly, the abundance of GLUT2 was also increased with
all sweeteners with the exception of SG, resulting in lower serum glucose and insulin concentration
in this group. Interestingly the presence of fat in the diet increased the intestinal abundance of
GLUT2 in the small intestine. These transpérters play a role as glucose sensors in enteroendocrine
cells contributing to glucose-induced secretion of the incretins GIP and GLP-122. Consumption of
sucrose or sucralose significantly increased the abundance of GLP-1 and GIP in the intestine, and
the addition of fat in the diet had an additive effect on GIP and GLP-1 that was reflected in serum
GIP and GLP-1 concentrations with the exception of honey, SG and BS. In addition to its role as the
primary mediator of the enteroinsular axis, GIP may play a critical role in the metabolism of the
adipocyte®. The adipocyte GIP receptor was significantly induced by sucralose, svetia, glhicose and
sucrose, and in a lesser extent by BS and honey. Like insulin, GIP induces the activation of the
serine/threonine kinase protein kinase B (Akt/PKB) pathway, however, hyperinsulinemia and
hypersecretion of GIP as seen after the consumption of sucralose or sucrose with a high fat diet
reduced the insulin signaling by reducing the phosphorylation of IRSyr and Akt, indicative of
insulin resistance, and interestingly honey was the only sweetener that increased the
phosphorylation of IRS and Akt, indicative of a better insulin signaling. The inactivation of Akt, in
turn, decreased the membrane translocation of glucose transporter (GLUT4), leading to a reduced
adipocyte glucose uptake producing hyperglycemia, mainly observed in the groups fed with
sucralose and sucrose. GIP is known to increase fat accumulation and aggravate obesity?, in fact,
we observed that the area of the adipocytes was significantly larger in rats fed with sucrose and
sucralose with and without high fat in the diet that was associated with higher circulating levels of
GIP. The increase in adipocyte size in the group fed with sucralose and sucrose was aggravated by
stimulation of lipogenesis induced by hyperinsulinemia via SREBP-1, mainly by sucralose.
Remarkably, the group fed with honey showed the smallest adipocytes and reduced lipogenesis
even in the presence of high fal in the diet that was associated with the highest expression of
PPAR vy and adiponectin, indicative of an adequate adipocyte differentiation. Enlarged adipocytes
recruit macrophages and promote inflammation and the release of factors that produce insulin
resistance. The TLR4 signaling pathways are the main triggers of the obesity-induced inflammatory
response®. Studies indicate that saturated fatty acid can induce inflammation by activating the
TLR4 signaling pathway?> %. Sucralose, sucrose and glucose and the addition of high fat diet
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increased the abundance of this receptor by 144.6%, 115.5% and 68.1%, respectively compared with
the control group, indicative of a stimulation of inflammatory pathways. Honey and SG showed the
lowest abundance of TLR4. MyD 88 was increased by sucrose and sucralose independently of the
presence of fat in the diet. The cJun-N-terminal-kinase (JNK) has been associated with insulin
resistance and the activation of the transcription factor NF«B. Rats fed with sucrose, sucralose and
svetia increased phosphorylation of JNK with and without fat in the diet with the exception of
honey. It is noteworthy that only rats fed high fat diet increased the protein abundance of NF«B
with the exception of honey or SG. NF«B in turn stimulated proinflammatory cytokine production,
in particular TNFa. Interestingly, only the high fat diet stimulated the gene expression of TNFa by
125.3% with respect to the control group, and the combination of high ‘fat plus any sweetener
increased by approximateiy 70% even'more the expression of TNFo. An increase in NF«B inhibits
PPARy function, this in turn inhibits adipogenesis promoting hypertrophy of adipocytes as
observed in rats fed sucrose or sucralose. BS and particularly honey showed the opposite effect
maintaining insulin sensitivity, even in rats fed high fat diet. Insulin resistance has been associated
with high levels of BCAA in humans %, in this study, the-groups fed sucrose or sucralose showed
the highest concentration of serum BCAA with the exception of honey, SG and BS. Finally, honey
and BS maintained the phenotypic characteristics of brown adipose tissue with a significant
increase in UCP1. ; -

Although additional studies ‘will be necessary in humans to fully characterize the complex
nature and the biological significance of each sweetener, the present work demonstrated that honey
has a protective effect in the development of obesity, maintains insulin sensitivity and low levels of
serum glucose and insulin. In addition, the consumption of honey increased the functionality of the
adipocyte by increasing adiponectin and PPARYy in WAT, UCP-1 in BAT an indicator of
thermogenesis, and reducing the inflammatory state mediated by TLR4. These findings found in
honey may be due in part to the particular composition of the honey. Honey only contains 1%
sucrose and other monosaccharides, such, as glucose and fructose, around 150 polyphenolic
compounds with antioxidant capacity? 2 that could be able to maintain the adipocyte functionality.

Supplementary materials: Table S1: Primerg,used in real time PCR. -
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México Cd., Mx a 21 de febrero de 2019.

‘ No. Oficio CICUAL-104-19

DRA. NIMIBE TQRRES RRES™
Depto. Fisiologia a Nutricién
res -

P/ ente.
Estimada Dra. Torreé.:

Por este conducto le informa. que su proyecto intitulado: “EFECTO DE
EDULCORANTES NATURALES Y ARTIFICIALES SOBRE LA MICROBIOTA
INTESTINAL Y RECPTORES DSEL DULZOR EN UN MODELO DE RATAS WISTAR
MACHO CON Y CIN OBESIDAD INDUCIDA POR DIETA”, con registro FNU-1735-
15/18-1 finalizara en febrero 2019. Por lo que, le solicito de la manera mas atenta me
haga saber si el proyecto requerira una prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar al
CICUAL el periodo de 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 prérroga favor de llenar el
formato de cierre del proyecto que se anexa a la presente (en hoja membretada e
impresa) y adjunte los siguientes documentos indispensables para la conclusion del
proyecto: : o T

1. En caso de no requerir prorroga se necesita que entregue el: Formato de cierre

2. Informe final

3. Productos de Investigacion derivados del proyecto (articulos, tesis, libros,

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

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,
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México, D.F., a 17 de Noviembre del 2015
Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval
Coordinadora de la Comisién de Invest«’ga-cién en Animales

Presente.

REF: CINVA 1735, Clave: FNU-1735-15/18-1

.

Estimada Dra. Bobadilla AN

Por medio de la presente aclaro las observaciones realizadas por el comité al Protocolo de
Investigacion Experimental Titulado i

“Efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota intestinal y receptores

del dulzor en un modelo de ratas Wistar macho con y sin obesidad inducida por dieta”.

et -

1. El objetivo éeneral gueda de la siguiente manera

Determinar el efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota intestinal
y receptores del dulzor en un modelo con vy sin cbesidad inducida por dieta

2. las imagenes se incluyeron como dogumentos anexos en latis, sin embargo en este
sistema no se logran ver. Las figuras ya se incluyeron en el FAEP. Se anexan a continuacién

Firmicutes Actinobacterias

Bacteroidetes
.

Expresién relativa

CONTROL’ ) ~CID - - ° CONTROL o]]n) ] . CONTROL 6[0
Figura 1. Relacion de Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias en ratas alimentadas con una
dieta control (AIN 93) y en un grupo alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y 5% de
azUcar en el agua {DIO)
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Figura 3. Mecanismo de accién de los receptores del dulzor TIR2 y T1R3

3. Seincluy6 en el FAEP fa referencia faltante

4. Fue sustituida la leyenda del punto 19: “Los cadaveres dé los animales se almacenaran en

bolsas amarillas para residuos sélidos patolégicos y se lievaran a un congelador destinado

para el desecho de dichas residuos, para posteriormente ser entregados a la empresa

contratada para su manejo posterior” por la leyenda: “Los cadaveres de los animales se

s ~ . . . . ) .
almacenaran en bolsas amdrillas para Residuos Peligrosos Bioldgico Infecciosos (RPBI) y

se llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para

posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior”




5. Las ratas se defasaran manejando grupos de 48 en 48 animales siendo factible la entrega

y espacio para el manejo de animales

Inicio de periodo Termino de periodo Grupos en tratamiento

15-10-16 © 15.05-17

6. Los objetivos especificos quedan de la siguiente manera

>

L WY

Estudiar el consumo de edulcorantes naturales y artificiales sobre la ingesta de
alimento y la ganancia de peso en un modelo animal con y sin obesidad inducida
por dieta (OID) en ratas cepa Wistar.

Evaluar el efecto de los edulcorantes naturales y/o artificiales sobre pardmetros
bioguimicos (glucosa, ih_sulina, triglicéridos, colesterol LDL, leptina, adiponectina y
LPS en suero en un modelo animal con vy sin OID

Determinar el efecto del consumo de endulcorantes, sobre la tolerancia a la
glucosa, mediante una Curva de Tolerancia a la Glucosa

" Analizar el efecto a nivel tisujar del consumo de endulcorantes artificiales, sobre el

Higado, intestino y tejido adiposo en ratas con y sin OID

Determinar la proporcién de principales phylas, clasés-y especies de bacterias de
la microbiota intestinal al final del tratamiento ‘con edulcorantes naturales y
artificiales en un modelo con y sin ©ID, mediante la identificacién del gen 165r por
medio de secuenciacién utilizando la plataforma MiSeq de Iflumina

Evaluar el efecto de los endulcorantes sobre la expresion génica y de proteinas
involucradas en la lipogénesis (SREBP-1, FAS), oxidacion de acidos grasos (PPARa y
CPT-1), receptores del dulzor asi como proteinas involucradas en el gasto
energético como AMPK. )

Analizar el efecto del consumo de edulcorantes sobre los receptores T1R2 y T1R3
en lengua, intestino, vejiga, cerebro y tejido adiposo.

Determinar la composicion corporal por resonancia magnética (% de grasa, %
masa grasa, % de masa libre de grasa, % de agua corporal), de animales con y sin
OID que consumen diferentes edulcorantes naturales y artificiales.




» Estudiar mediante calorimetria indirecta, el gasto energético y el coeficiente
respiratorio de animales con y sin OID que consumen diferentes edulcorantes
naturales y artificiales.

Agradezco la atencién bindada a la presente,
Atentamente, .




2015, Afio del Generalisimo José Maria Mdfa 25 REMO wacwae ue CiEnciT
. . | MEDICAS Y MUTRICION

AR

INCaNS

¥ 1ONOV 2N &
INVESTIGACION BXPERIE

E - S

]\/Iexwo D.F., g 13 de NYAETERE e

Dra. Nnmbe Torres y Tcr"c"

Pt | ot b mu,Ns WACTONAL 0% CIERCIAS)
epto,Fisidlogia QIONMEDICAS Y YUTRICION
pto,Fisiglogia de- @?&j “SALVADOR ZUBIRAN™
Rresents” .

{7 NOv 2015 ,@J

DIRECCION DE -
INVESTIGACION

RN ~:

REF: CINVA-1735 FNU-1735-15/18-1

L

Estimada Dra. Torres:

Habiendo analizado detalladamente el Prot'ocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Efecto de edulcorantes naturales vy artificiales sobre la microbiota intestinal y
receptores del dulzor en un modelo de ratas Wistar macho con y sin obesidad
inducida por dieta”
Este comité ha dictaminado deJar Pendlente la aprobacion hasta que se aclaren las
siguientes Observaciones: . A :
1. En todo el protocfolo incluyendo el titulo se maneja el efecto en ratas con y sin
obesidad, sin embargo el objetivo general y los especificos se refieren exclusivamente
al modelo con obesidad. _ ,
2. Las figuras en el formato Latis no se pueden ver y no se incluyeron en el FAEP.
En el FAEP faltan referencias y en el Latis hay referencias que no se citan en el texto.

4. En el punto 19, dice “Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas
amarillas para residuos sélidos patologicos y se llevaran a un congelador destinado
para el desecho de dichos residuos”. Se “solicita ser mas especifico y corregir la
leyenda por Residuos Peligrosos Blologlco Infecciosos (RPBI).

5. Es necesario incluir un calendario de como se pretende llevar a cabo el experimento
que incluye un gran nimero de animales, ademas se requiere ponerse en contacto
con el DIEB para la planeacion del estudio y su factibilidad desde el punto de vista de
entrega de animales y del espacio para el mantenimiento de los mismos.

6. Se sugiere corregir los objetivos especificos, ya que, mas que ser objetivos parecen

Cnida V' una descripcion abreviada de los métodos.

iroga ﬁe;vgsar la ortografia de los documentos.
fonia Belisario
minguez Seccidén XVI
fegacion Tlalpan
digo Postal 14080
- xico, Distrito Federal
. (52)54870900
Jw.incmnsz.mx

w



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 vig
electronica a los correos:. narma.bobadiilas@inomns;mx y C

Sin mas por el momento quedo de usted.

AR Atie*'ri\tar}iente,

Dra. Norma~A.~\BobiadiIla Sandoval
.Coordinadora de la Comision de Investigacion en Animales

o

c.c.p. Dr. Gerardo Gamba, Divrectorde Investigacion
M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del Bioterio

AN

-

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

No. CINVA:
CLAVE: FNU-1735-15/18-1
Fecha de registro del Protocolo: 05-oct-15

Titulo del Protocolo: “Efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota
intestinal y receptores del dulzor en un modelo de ratas Wistar macho con y sin obesidad
inducida por dieta” ’

Propuesta: ay-Nueva b) Renovacién'

Investigador Responsabie del P;B;;écté.

Nombre del Investigador Titular Dra. Nimbe Toerres Torres

Institucién de Adscripcién Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
~~| Nutricién “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcion Fisiologia de la Nutricién

Teléfono e 56553038

Correo electronico B ’ C |

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre . Gradd Teléfono e-mail

Armando Roberto Tovar Palacio - - | Docter 56553038 C

N

Estudiantes

Nombre Grado a Teléfono e-mail
obtener
A Doctora 56553038 C
Maestro 57473800
: ext 5442

Vigencia del Proyecto.

Fecha de inicio del proyecto noviembre | 2015

Fecha tentativa de finalizacién. Octubre 2018
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucién en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:
General

Determinar el efécto de “edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota
intestinal y receptores del dulzor en un modelo con y sin obesidad inducida por dieta

Especificos
1. Estudiar el consumo-de edulcorantes naturales y artificiales sobre la ingesta de alimento
y la ganancia de peso en un modelo animal con y sin obesidad inducida por dieta (OID)
en ratas cepa Wistar, )

2. Evaluar el efecio de los edulcorantes naturales y/o artificiales sobre parametros
bioquimicos (giucosa, insulina, triglicéridos, colesterol LDL, leptina, adiponectina y LPS
en suero en un-modelo animal con y sin OID

3. Determinar el efecto del consumo ‘de endulcorantes, sobre la tolerancia a la glucosa,
mediante una Curva de Tolerancia a la Glucosa

4. Analizar el efecto a nivel tisular del consumo de endulcorantes artificiales, sobre el
higado, intestino y tejido adiposo en ratas con y sin OID

5. Determinar la proporcion de principales phylas, clases y especies de bacterias de la
microbiota intestinal al final del tratamiento con edulcorantes naturales y artificiales en
un modelo con y sin OID, mediante la identificacion del gen 16Sr por medio de
secuenciacion utilizando la plataforma MiSeq de lllumina

6. Evaluar el efecto de los endulcorantes sobre la expresiéon génica y de proteinas
involucradas en la lipogénesis (SREBP-1, FAS), oxidacién de acidos grasos (PPARa y
CPT-1), recepiores del dulzor asi como proteinas involucradas en el gasto energético
como AMPK. q

7. Analizar el efecto del consumo de edulcorantes sobre los receptores TIR2 y T1R3 en
lengua, intestino, vejiga, cerebro y tejido adiposo.

8. Determinar la composicién corporal por resonancia magnética (% de grasa, % masa
grasa, % de masa libre de grasa, % de agua corporal), de animales con y sin OID que
consumen diferentes edulcorantes naturales y artificiales.

™ - . . . .

9. Estudiar mediante calorimetria indirecta, el gasto energético y el coeficiente respiratorio

de animales con y sin OID que consumen diferentes edulcorantes naturales y
artificiales.
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3) Justificacién del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Existe una gran confusién tanto para el consumidor como para el cientifico si los diferentes
edulcorantes artificiales tienen un impacto benéfico o adverso sobre la salud. También existe
confusion si todos los edulcorantes artificiales generan un cambio similar sobre la microbiota
intestinal. Ademas no existe mucha informacién si cambios en la microbiota se asocian con
cambios en la expresion de los receptores del-dulzor.
El consumo de edulcorantes ameIales (aspartame, sucralosa, sacarina) asi como el consumo
de azucares (sacarosa, fructosa) o edulcorantes naturales (Stevia rebaudiana, xilitol) han
causado una dran controversia- en .Jos Ultimos afios. Basado en diversos estudios
epidemiolégicos se han observado cambios importantes en los patrones de alimentacion en los
hogares de México mostrando una disminucién en el consumo de alimentos tradicionales,
vegetales y frutas; con un incremento en azlcares refinados, grasas y refrescos (1). Durante la
tltima década se observo un incremento sustancial en el namero de productos que contienen
edulcorantes y en el consiguiente consumo-de los mismos. En Estados Unidos salieron al
mercado mas de 6000 productos con edulcorantes entre 1999 a 2004. Por otro lado el azlcar
proporciona hidratos de carbono- que se absorben rapidamente y al encontrarse en una gran
cantidad de alimentos, da- ~Iugar a una ingesta de energia excesiva, ganancia de peso y
sindrome metabdlico. Por ello las personas escogen los edulcorantes no caléricos sobre el
azulcar, con la intencién de perder o mantener el peso corporal (2).

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inclusién de 5% de sacarosa en
el agua méas una dieta alta en grasa saturada significativamente incrementan las anormalidades
de parametros bioquimicos de ratas que consumieron esta dieta por 7 meses, como son:
triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, insulina, leptina, intolerancia a la glucosa y un
desequilibrio significativo en la proporcion de bacterias en el intestino (disbiosis) incrementando
significativamente los Firmicutes y disminuyendo significativamente los Bacteroidetes.

o
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Figura 1. Relacién de Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias en ratas alimentadas con una dieta control (AIN 93) y
en un grupo alimentadas conh una dieta a|ta‘en grasa saturada y 5% de azUcar en el agua (DIO)

Interesantemente, los estudios epidemiolégicos sugieren que los edulcorantes artificiales no
ayudan a la pérdida de peso. Estudios de cohorte prospectivos correlacionan de manera
positiva el uso de edulcorantes artificiales y“la ganancia de peso. Las bebidas dletetlcas de
amplio consumo en la pobIaC|on se han relacionado con un incremento de 0.16 Kcal/m® en el
indice de masa corporal por cada porcidon de bebida consumida. Esto resulta relevante dado
que los edulcorantes no aportan, o aportan una cantidad minima de energia (2).

El mecanismo por el.cual el sabor dulce es Util para predecir la ingesta energética (calorica) se
ve alterado al utilizar edulcorantes, ya que el organismo prepara una respuesta en el tracto
gastrointestinal para el procesamiento de los hidratos de carbono asociados al sabor dulce, que
no se lleva a cabo con la ingestién de los edulcorantes; la consecuencia es la disociacién de la
dulzura de ia ingesta energética (13). Experimentos en roedores sugieren que el dar un
edulcorante natural genera una respuesta que mantiene el consumo de energia constante,
mientras que esto no ocurre con el consumo de edulcorantes artificiales que pueden ocasionar
una ingesta energética compensatoria mayor asociada al bajo contenido calérico del
edulcorante artificial (2). Otros estudios con edulcorantes artificiales demostraron que estos
influyen en la diferenciacion de los adipocitos estimulando la adipogénesis y que este
mecanismo es dependiente de la dosis utilizada (3). Los diferentes hidratos de carbono
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impactan de maneras diferentes el metabolismo de los lipidos. La fructosa incrementa la
lipogénesis de novo, provoca dislipidemia, disminuye la sensibilidad a ia insulina e incrementa
la adiposidad visceral; interesantemente el consumo de glucosa provoca un incremento en la
adiposidad subcutanea en roedores (4).

Estas alteraciones fisiolégicas contribuyen al desarrollo de enfermedades cronicas, cuyas
causas alln tienen maltiples incégnitas, que |mpactan a millones de personas a nivel mundial.
La obesidad y Diabetes mellitus han alcanzado proporciones epidémicas que representan un
costo sustancial para los sistemas de salud alrededor del mundo. Los tratamientos
desarrollados a través de la investigacion representan una esperanza para los afectados, ya
que aln no se encuentra una cura. Estas patologias se encuentran asociadas a diversos
factores de riesgo como. inactividad fisica,. exceso de grasa corporal, habitos alimenticios
inadecuados, disbiosis de la microbiota intestinal, sefializacién hormonal (leptina), y otros
factores que contribuyen a estados sistémicos patologicos. Por lo anterior, es fundamental
realizar mayores estudios para comprender los mecanismos de accién a nivel molecular de los
diferentes edulcorantes sobre las alteraciones metabolicas generadas por una disbiosis en la
microbiota. Actualmente.se sabe que la microbiota es considerada como un nuevo organo por
su impacto sobre la salud. -

La microbiota intestinal se define.como_la comunidad microbiana que habita un medio ambiente
especifico, en nuestro casd.la ‘microbiota de interes es la intestinal. Las principales phylas
bacterianas que conforman la microbiota intestinal son los Firmicutes (64%), Bacteroidetes
(23%) Actinobacterias (3%), Proteobacterias (8%) y Verrucomicrobia (2%). Se ha demostrado
en varios estudios que durante el desarrollo de la-obesidad se presenta un desequilibrio de
estas bacterias favoreciendo la presencia de Firmicutes y disminuyendo la de Bacferoidetes. El
tipo y la concentracion de polisacaridos no digeribles pero fermentables, asi como la presencia
de algunos compuestos bioactivos . modulan la proporcion de bacterias, sin embargo la
presencia de azucares o edulcorantes _puede afectar la fermentacion de los polisacaridos
modificando los productos de fermentacmn que son los acidos grasos de cadena corta (acetato,
propionato y butirato). §

Recientemente se publicé en la revista Nature (5) que el consumo de edulcorantes artificiales,
particularmente la sacarina, producen disbiosis en la microbiota intestinal resultando en
intolerancia a [a glucosa. Los cambios obsefvados en la microbiota intestinal de roedores
incluyen un incremento en B. vulgatus y disminucion de Akkermansia muciniphila cuyas vias
metabdlicas estan asociadas a obesidad y diabetes mellitus.: Los autores asumen que la
respuesta es similar para ofros edulcorantes artificiales, y que provocan intolerancia a la
glucosa, sin embargo no toman en cuenta la estructura quimica de cada edulcorante (Figura 2)
y ademas no lo demuestran, lo que sugiere que el efecto en la microbiota puede cambiar
significativamente dependiendo de la estructura de cada edulcorante.
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Figura 2. Estructura quimica de los edulcorantes.

Cabe mencionar que algunos edulcorantes naturales, como Stfevia rebaudiana, se han asociado
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a algunos efectos benéficos como la actividad antioxidante y esto ha incrementado su uso en
productos comerciales. Sin embargo, al analizar su efecto in vifro sobre la microbiota intestinal
se demostré que inhibe el crecimiento de Lacfobacillus reuteriy se observa un pH més elevado
gue en los controles, indicando una posible modificacion en el microambiente (6). Por lo que es
necesario conocer el efecto in vivo de este edulcorante a largo plazo sobre la microbiota

Los mamiferos se inclinan por la preferencia del sabor dulce debido a que est4 relacionado a la
presencia de hidratos de carbono que indican |a disponibilidad de energia y nutrimentos. El
sabor se percibe por los receptores de la familia T1R, de los cudles T1R1, TIR2 y T1R3 se
ubican principalmente en las papilas gustativas (7). Las células en las papilas gustativas envian
la informacion al sistema. nervioso central que da la percepcion del sabor. El sabor dulce es
detectado por la combinacién de T1 R2+T1R3-(Figura 3) que tienen diversos sitios de unién para
diferentes compuestos. Principaimente se distinguen 3 dominios en cada receptor, la unién de
los edulcorantes a estos receptores permlten la percepcién del dulzor (8).

Figura 3. Mecanismo de accion de los receptores del dulzor TTR2y T1R3

L

Los receptores del dulzor estan asociados a proteinas G, mediante la interaccion con GPCRs
de las células receptoras del gusto. Los T1R también se han encontrado en intestino, cerebro,
tejido adiposo, vejiga y otros 6rganos. Su localizacion en estos 6rganos sugiere muchas teorias,
entre ellas la posibilidad de detectar diferentes nutrimentos y mantener la homeostasis de los
mismos (9). En el caso de los roedores, T1IR2 y T1R3 expresados en el intestino, se proponen
como los sensores de glucosa a nivel del tracto gastrointestinal (14).

Asociaciones entre el metabolismo energético y los receptores del dulzor en tejidos extraorales,
sugieren que son una parte importante de la homeostasis energética. La glucosa es
metabolizada por la insulina que es sintetizada en las células pancredticas, que también
expresan receptores asociados a proteinas G para detectar aminodacidos y lipidos; este mismo
mecanismo es el usado para la deteccién del sabor dulce a través de T1R2 y T1R3. Se reporta
que el receptor que detecta la glucosa facilita el metabolismo de succinato mitocondrial, pero se
desconoce el mecanismo por el que esto ocurre y como se regula el metabolismo de glucosa
(15). Existe evidencia reciente donde se ha demostrado que ratones libres de germenes
presentan una sobre-expresién del receptor T1R3, sin embargo se desconoce si los
edulcorantes naturales o artificiales modifiquen la microbiota y de ahi la expresion de los
receptores del dulzor (17).

En conjunto los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes artificiales debido a su
estructura diversa pueden modificar de manera diferencial a la microbiota y de ahi generar
diferentes alteraciones en el metabolismo de lipidos, asi como en la expresién de los receptores
del dulzor que modulan el metabolismo energético de la célula
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4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

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

Categoria B. :

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca o ninguna angustla
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

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

A

Categoria D

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

Categoria E

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

L

Para mas informacidn consultar: www.ccac.ca/Dosuments/Standards/Guide mccmpan ix/ﬁ%i\z?/{ 58, pdf

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

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

Se decidio trabajar con ratas Wistar ya que por experiencias previas en el laboratorio
se he desarrollado de manera exitosa un modelo de obesidad inducida por dieta, el
cual se acerca mas a la realidad en la actualidad sobre los pacientes obesos, con
riesgo de desarrollo de otras enfermedades crénico-degenerativas, por lo que el
estudio en modelo in vivo nos da una mejor perspectiva de la realidad

Cada uno delos grupos experimentales tendra una n=6, ya que esta es la minima
cantidad necesaria para obtener resultados relevantes, de acuerdo a otros estudios en
modelos animales de rata.

Finalmente, los animales seran sometidos a procedimientos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo
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6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacién de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.

No se requeriré el transporte o movilizacién de animales.

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

Género — Especie. - Caﬁti,dad | Rango de peso | Rango de edad | Sexo

Ratas- Wistar " 96 « - 180-220 3-4 semanas machos
No. de Grupos experimentalés: _ 16

No. de animales porgrupo: -~ =7 7 6

No. TOTAL DE ANIMALES: 96

8) Especificar el fiempo que permaneceran los animales en el bioterio.
Los animales permaneceran en-el bioterio entre 7 'y 8 meses.

T

Las ratas se defasaran manejandg\grupos de 48 en 48 animales siendo factible la

entrega:y espacio para el manejo de animales

Inicio de periodo Termino de periodo Grupos en tratamiento
1-02-16 31-09-16 1-8 n=48
15-10-16 15-05-17 9-16 n=48

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento ‘ NO | S| | Frecuencia, cantidad y via.
Restriccion de agua y/o alimento por méas de 8 X

horas.

Toma de muestra sahguinea. - X | Inmediatamente después del

sacrificio mediante puncién
cardiaca para cuantificar
parametros bioquimicos

Colocacion de canula.

Técnica para modificar conducta.

Inoculaciones de agentes. ‘X | En la dieta de ingesta diaria

Procedimientos quirdirgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion.

XIX|X[ XX

Uso de adyuvantes (indicar cual)
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Estudios LD50 o 1D50

Restriccion fisica (maximo 6 horas)

XXX

Restriccion fisica (menos de 6 horas)

Confinamiento o aislamiento X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos
en una caja metabdlica durante
un dia.

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Sustancias quimicas toxmas

Implantes N

s<I><|><[><|>| X

Estudios estereotaxicos.

Otros:

10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, niimero de veces de muestreo,
volumen de aplicacion y volumen de toma de muestra, etc.

A) Se utilizaran 16 grupos con una n=6 por grupo, en total 96 ratas Wistar. Las dietas se
preparan en la planta piloto dél‘depart”amento de tecnologia de alimentos
= Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones
del AIN-93 (American Institute of Nuittition).

s Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente | % | |
Almidon » 39.749 |

“Gaseina | 55

]‘ Maltodextrina i 132 ‘

“Sacarosa - o

Aceite de soya | 7 :

Celulosa \‘ g ‘

Mineral mix 35 "

“ Vitaminas mix [§ . 1 |

| LCistina 3

. "Goiina \ o3
] TBHQ ' 0.0014

= Tratamiento 2 (Control+5%Sacarosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sacarosa al 5%

= Tratamiento 3 (Control+5%Fructosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
fructosa al 5%
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Tratamiento 4 (Control+5%Glucosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con

glucosa al 5%

Tratamiento 5 (Control+5%3tevié): Diéta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con

stevia al 5%

Tratamiento 6 (Cantrol+5%Sucralosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones-del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con

sucralosa al 5% ° e s

Tratamiento 7 (Control+5%mascabado): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con

mascabado al 5%

Tratamiento 8 (Control+5%Sacarina): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con

sacarina al 5% -~

Tratamiento 9 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

Z

"DAGS

Ingrediente

Almidon ™

%

v N

Caseina

24

Maltodextrina

e

Sacarosa

10267 .

Aceite de soya

Celulosa

Mineral mix

Vitaminas mix

7
25 .
'35

L-Cistina

- Colina

0.25

- TBHQ

0.0014

- Inulina

Manteca

2.5
i

Tratamiento-10 (DAGS+5%Sacarosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida

con sacarosa al 5%

Tratamiento 11 (DAGS+5%Fructosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida

con fructosa al 5%

Tratamiento 12 (DAGS+5%Glucosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida

con glucosa al 5%

Tratamiento 13 (DAGS+5%Stevia Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con
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étevia al 5%

= Tratamiento 14 (DAGS+5%Sucralosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sucralosa al 5%

= Tratamiento 15 (DAGS+5%mascabado): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con mascabado al 5%

= Tratamiento 16 (DAGS+5%Sacanna) -Dieta alta en grasa saturada y agua de beblda
con sacarina al 5% : -

B) Para estudiar el efecfo del co}ﬁ;sﬁusmoAde los diferentes endulcorantes en un modelo animal
con y sin OID, se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendrdn a temperatura
controlada (22 + 2°C), bajo.ciclos de luz/oscuridad de 12h/12hy 50-55% de humedad.

Las ratas se dividiran en los 16 grupos antes mencionados y se alimentaran con esas dietas
durante el periodo de 7 meses, durante el mismo, se tendra un registre de!l peso corporal de 2
veces por semana, de-la ingesta cal6rica. Durante el tratamiento se medira cada mes la
composicién corporal por’medio” de resonancia magnética. Al final de los tratamientos se
medira el gasto energético y el coeficiente respiratorio por calorimetria indirecta, de acuerdo a
fo previamente reportado (18). Una semana antes de finalizar el tratamiento se realizara una
curva de tolerancia a la glucosa, después.de un-ayuno durante la noche (de 6 a 8 h), se
administrara glucosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sanguinea de la cola del animal
a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracidon de la solucion glucosada
y al final del tratamiento se obtendrad muestras de sangre para la determinacién de
pardmetros bioguimicos y heces para la determinacién de la composicion de la microbiota

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de los diferentes endulcorantes y se aislgra el DNA de la muestra y se llevara a cabo la
amplificacién de phylas especificas por medio de gPCR utilizando primers especificos para
cada phyla y con la plataforma de secuenciacién masiva MiSeq de lllumina

Transcurridos los 7 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, rifion, musculo, lengua, cerebro, ‘colon, y el tejido adiposo visceral (gonadal y
retroperitoneal) y subcuténeo localizado en la zona inguinal e intercostal de todos los grupos
asi como tejido adiposo pardo y las muestras se congelaran en nitrégeno liquido y se
almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se extraera ARN para estudiar la
expresion de los genes lipogénicos (SREBP-1,FAS,ACC), genes involucrados en la oxidacion
de acidos grasos (PPARa, CPT-1), sensores de energia (AMPK), transportadores de glucosa
dependientes de insulina (GLUT4) en tejido adiposo y musculo). Adicionalmente, parie de los
tejidos (higado, lengua y tejido adiposo) se ‘destinara a estudios histol6gicos para observar la
morfologia y la presencia de inflamacion y acumulacién de grasa. Respecto al cerebro se
realizaran analisis histolégico e inmunochistoquimico, para determinar marcadores de
inflamaci6n, asi como nimero y morfologia de las espinas dendriticas y estrés oxidativo

Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuantificar
parametros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, leptina, colesterol HDL y LDL, mediante
pruebas enzimatico-colorimetricas y por_ ultimo se tomaran muestras de heces para la
determinacion de la microbiota.

C) El tamaiio de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha
demostrado que es el nlimero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en la expresion de genes

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.

10
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E) La asignacién del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 16 grupos experimentales de tratamiento

11) Si el protocolo.incluye la restriccion de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempo de inmovilizacién y los dispositivos para lograrlo.

v 4y

Los animales no se privaran de movimiento, ni se les inmovilizara.

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

Especie Agente Dosis Via de admon. Frecuencia.

Rata Sevofluorano Inhalada 1vez

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

Se corisiderara que el animal esta anestesiado cuando no haya una reaccion (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentilmente se genera presion en la porcion proximal de la
cola, puede ser con los dedos o con una pinza). Otra técnica consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una
respuesta de retiro de la pata.

Ademas, puede considerarse que permanezca en posicién dectibito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento.

También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no esta anestesiado.

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

No habra pchedimienT(os quirdrgicos

15) Evaluacién de signos de dolor de su proyecto piloto.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccidn, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,

11




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

cambios en comportamiento social...

- Respuesta a estimulos externos

- Signos clinicos: ‘
i. Respiracion: normal, laboriosa...
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones.
v. Descarga nasal, salivacién

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

[N .

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal 3 X
b) Apariencia - X
¢) Signos clinicos (Temp., FC., FR., etc.) X
d) Conducta espontanea. X
e) Conducta provocada. X

16) ¢ Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario™?

Criterios de punto final :
Baséndose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
déterminar en gue momento se procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cudrtificars€” asignando valores arbitrarios segln la gravedad que
presenten.

L

a. Variacion de peso corporal:

1. ¢ Aceptable una disminucién del 5-10%

2. Moderada del 10-20%

3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden

valorarse segun la escala:

1. Osiesnormal. -

2. 1 si el pardmetro en cuestion se ve ligeramente alterado

3. 2siesta afectado

4. 3siesta 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 déterminacién 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.

Se tomara en cuenta que los tratamientos a evaluar fienen un efecto modesto en la reduccién
del peso corporal, por lo que es de esperar que éste, cambie.

Sin embargo, como cirterios de punto final, se pueden considerar ciertas variables, por ejemplo:
el peso corporal, cambios en la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua,
la temperatura, que presente convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala sera la
siguiente y se asignara un score final al cuantificar los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.

1 si el parametro en cuestién se ve ligeramente alterado
2 si esta afectado

3 si estd muy afectado.
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.

Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se
considerara que al animal habra que hacerle la eutanasia (asfixia con CO,)

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

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano) -

Recomendaciones para el Saériﬁcio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie R Método - Dosis Via
. Pentobarbital
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg IV, IP
- Pentobarbital .
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
) Pentobarbital B
Jerbo Asfixia con GO, - 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital .
Conejo . Pistola de perno_cautivo 120 mg/kg IV, IP
- " Asfixia con CO, )
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg vV
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

18) El protocolo representa riesgo biolégico?

a)No- = b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
Wiipu A cde, goviblosafety/publications/omblS/BMBLE sect V.pdf

e

19) ¢Cual seréa el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los caddveres de los animales se almacenardan en bolsas amarillas para residuos sélidos
patolégicos y se llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para-su manejo posterior.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacién de acuerdo con los lineamentos éticos
y humanitarios que rigen la" experimentacién con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00-1999. ~ -

Nombre y firma del Investigador Responsable

Dra. Nimbe Torres Torres
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FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR
LA CINVA DEL INCMNSZ.
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ANTECEDENTES:

E| consumo de edulcorantes artificiales (aspartame, sucralosa, sacarina) asi como el con
(sacarosa, fructosa) o edulcorantes naturales (Stevia rebaudiana, xilitol) han ca
controversia en los ultimos afios. Basado en diversos estudios epidemiolégicos se han ol
importantes en los patrones de alimentacion en los hogares de México mostrando una
consumo de alimentos tradicionales, vegetaies y frutas; ‘con un incremento en azycares. 1
refrescos ADDIN EN.CITE (1). Durante la Ultima década se observo un incremento sustanciz
productos que contienen edulcorantes y en el consiguiente consumo de los mismos. E
salieron al mercado mas de 6000 productos con edulcorantes entre 1999 a 2004. Por ¢
proporciona hidratos de carbono que se absorben rapidamente y al encontrarse en una
alimentos, da lugar a una ingesta de energia excesiva, ganancia de peso y sindrome m
las personas escogen los edulcorantes no caldricos sobre el azlcar, con la intencion de |
el peso corporal (2).

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inclusion de 5% de sacaro:
una dieta alta en grasa saturada significativamente incrementan las anormalidade
bioquimicos de ratas que consumieron esta dieta por 7 meses, como son: triglicérido
colesterol LDL, insulina, leptina, intolerancia a la glucosa y un desequilibrio significativo e
bacterias en el intestino (disbiosi§) incrementando significativamente los Firmicutes
significativamente los Bacteroidetes.

k2

Figura 1. Relacion de Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias en rtas alimentadas cot
(AIN 93) y y en un grupo alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y 5% de azuca

EDULCORANTES Y GANANCIA DE PESC

Interesantemente, los estudios epidemioldgicos sugieren que los edulcorantes artificiale
pérdida de peso. Estudios de cohorte prospectivos correlacionan de manera positiva el us
artificiales y la ganancia de peso. Las bebidas dietéticas, de amplio consumo en la j




relacionado con un incremento de 0.16 Kcal/m? en el indice de masa corporal por cada
consumida. Esto resulta relevante dado que los edulcorantes no aportan 0 aportan una ci
energia (2).

El mecanismo por el cual el sabor dulce es Util para predecir la ingesta energética (calri
al utilizar edulcorantes, ya que el organismo prepara una respuesta en el tracto gastr
procesamiento de los hidratos de carbono asociados al sabor dulce, que no se lleva a cat
de los edulcorantes; la consecuencia es la disociacién de la dulzura de la ingeste
Experimentos en roedores sugieren que el dar un edulcorante natural genera una respue
el consumo de energia constante, mientras que esto no ocurre con el consumo de edulc
que pueden ocasionar tina ingesta energética compensatoria mayor asociada al bajo con
edulcorante artificial (2). Otros 'estudios con edulcorantes artificiales demostraron que e:
diferenciacion de los adipocitos estimulando la adipogénesis y que este mecanismo es -
dosis utilizada (3). Los diferentes hidratos de carbono.impactan de maneras diferentes ¢
los lipidos. La fructosa incrementa la lipogénesis de novo, provoca dislipidemia, disminuy
la insulina e incrementa la adiposidad -visceral; interesantemente el consumo de gl
incremento en la adiposidad subcutanea en roedores (4).

‘/5‘ -~
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Estas alteraciones fisiologicas contribuyen &l desarrollo de enfermedades cronicas, ¢
tienen multiples incégnitas, que impactan a millones de personas a nivel mundial. La ob
mellitus han alcanzado proporciones epidémicas que representan un costo sustancial pai
salud alrededor del mundo. Los tratamientos desarrollados a través de la investigacior
esperanza para los afectados, ya que ain no se encuentra una cura. Estas patologi
asociadas a diversos factores de riesgo como inactividad fisica, exceso de grasa
alimenticios inadecuados, disbiosis de la microbiota intestinal, sefializaciéon hormonal
factores que contribuyen a estados sistémicos patolégicos. Por lo anterior, es fundamente
estudios para domprender los mecanismos de accion a nivel molecular de los diferentes e
las alteraciones metabolicas generadas por una disbiosis en la microbiota. Actualment
microbiota es considerada como un nuevo organo por su impacto sobre la salud.

La microbiota intestinal se define como la comunidad microbiana que habita un medio arr
en nuestro caso la microbiota de interes es la intestinal. Las principales phylas bacterian
la microbiota intestinal son los Firmicutes (64%), Bacteroidetes (23%) Actinobacterias (3%
(8%) y Verrucomicrobia (2%). Se ha demostrado en varios estudios que durante el
obesidad se presenta un desequilibrio de estas bacterias favoreciendo la presencia
disminuyendo la de Bacteroidetes. El tipo y la concentracion de polisacaridos n
fermentables, asi como la presencia de algunos compuestos bioactivos modulan la propot
sin embargo la presencia‘de azucares o edulcorantes puede afectar la fermentacion de
modificando los productos de fermentacion que son los &cidos grasos de cadena corta (a

~

y butirato). .

Recientemente se publico en la revista Nature (5) que el consumo de edulcor
particularmente la sacarina, producen disbiosis en la microbiota intestinal resultando er




glucosa. Los cambios observados en la microbiota intestinal de roedores incluyen un
vulgatus y disminucién de Akkermansia muciniphila cuyas vias metabdlicas estan asocie
diabetes mellitus. Los autores asumen que la respuesta es similar para otros edulcorante:
provocan intolerancia a la glucosa, sin embargo no toman en cuenta la estructura
edulcorante (Figura 2) y ademas no lo demuestran, lo que sugiere que el efecto en la
cambiar significativamente dependiendo de la estructura de cada edulcorante.

ve o w

Figura 2, Estructura quimica de los edulcorantes.

&

Cabe mencionar que algunos edulcorantes naturales, como Stevia rebaudiana, se han a
efectos benéficos como la actividad antioxidante y esto ha incrementado su uso en prodt
Sin embargo, al analizar su efecto in vitro sobre la microbiota intestinal se demos
crecimiento de Lactobacillus reuteri y se observa un pH mas elevado que en los control
posible modificacién en el microambiente (6). Por lo que es necesario conocer el efec
edulcorante a largo plazo sobre la microbiota

Los mamiferos se inclinan por la preferencia del sabor dulce debido a que esta relacionz
de hidratos de carbono que indican la disponibilidad de energia y nutrimentos. El sabor
receptores de la familia T1R, de los cudles T1R1, T1R2 y T1R3 se ubican principalme
gustativas . Las células en las papilas gustativas envian la informacion al sistema nervios
percepcion del sabor. El sabor dulce es detectado por la combinacion de T1R2+T1R3 (Fi
diversos sitios de unién para diferentes compuestos. Principaimente se distinguen 3 « '
receptor, la unién de los edulcorantes a estos receptores permiten la percepc
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Figura 3. Mecanismo de accién-de-los receptores del dulzor T1R2y T1R3

Los receptores del dulzor estan asociados a proteinas G, mediante la interaccion con GP(
receptoras del gusto. Los T1R también se han encontrado en intestino, cerebro, tejido
otros érganos. Su localizacion en”estos 6rganos sugiere muchas teorias, entre ellas
detectar diferentes nutrimentos y mantener la homeostasis de los mismos (9). En el cas
T1R2 y T1R3 expresados €n el intestino, se proponen como los sensores de glucosa
gastrointestinal(14). - '

Asociaciones entre el metabolismo energético y los receptores del dulzor en tejidos ext
que son una parte importante de la homeostasis energética. La glucosa es metabolizada |
s sintetizada en las células pancreéticas, que también expresan receptores asociados &
detectar aminoé&cidos y lipidos; este mismo mecanismo es el usado para la deteccion
través de T1R2 y T1R3. Se reporta que el receptor que detecta la glucosa facilita e
succinato mitocondrial, pero se desconoce el mecanismo por el que esto ocurre y ¢
metabolismo de glucosa (15). Existe evidencia reciente donde se ha demostrado que
germenes presentan una sobre-expresién del receptor T1R3, sin embargo se desconoce ¢
naturales o artificiales modifiquen la microbiota y de ahi la expresién de los receptores del

.
. =

En conjunto los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes artificales debic
diversa pueden modificar de manera diferencial a la microbiota y de ahi generar diferent
el metabolismo de lipidos, asi como en la expresién de los recpetores del dulzor

metabolismo energético de la célula
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DEFINICION DE PROBLEMAS :

Actualmente .existe un consumo excesivo de edulcorantes artificiales, pero no
el impacto en el metabolismo asi como en la salud gastrointestinal del cor
sustancias

JUSTIFICACION :

Existe una gran confusion tante para el consumidor como para el cientifico si los difere
artificiales tienen un impacto benefico o adverso sobre la salud. Tambien existe conft
edulcorantes artificiales generan un cambio similar sobre la microbiota intestinal. Ademéas
informacion si cambios en la microbiota se asocian con cambios en-la expresion de |
dulzor. '

El consumo de edulcorantes naturales o artificiales modularan de diferente manera la
microbiota intestinal, los receptores del dulzor y el metabolismo de lipidos.

et

Determinar el efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota intestine

dulzor en un moedelo de obesidad inducida por dieta.
Especificos:

1. Estudiar el consumo de edulcorantes naturales y artificiales sobre la ingesta de alim
de peso en un modelo de obesidad inducida por dieta (OID) en ratas cepa Wistar.

2. Determinar la conéentracién de parametros bioquimicos (glucosa, insulina, trigli
LDL, leptina, adiponectina. y LPS en suero en un modelo animal con OID y el efecto di
naturales y/o artificiales.

~

3. Determinar la curva de tolerancia a la glucosa en el modelo de OID al final di
edulcorantes naturales vy artificiales.




4. Andlisis histolégico del higado, intestino y tejido adiposo.

5. ldentificacion del gen 16Sr por medio de secuenciécién utilizando la plataforma |
para determinar la proporcion de principales phylas, clases y especies de
microbiota intestinal al final del tratamiento con edulcorantes naturales y artificiales.

6. Determinacion de la expresién génica y de proteih‘as involucradas en la lipogénesis
oxidacion de &cidos grasos (PPARa y CPT-1), receptores del dulzor asi como proteinas
gasto energético como AMPK -« +.

7. Analizar mediante inmunohistoquimica los réceptores T1R2 y T1R3 en lengua
cerebro y tejido adiposo.

8. Determinacién de la composicion corporal por resonancia magnetica (% de grasa,
de masa libre de grasa, % de agua corporal)

-

9. Determinacién del gasto energético y el coeficiente respiratorio utilizando calorimet
Oxymax. : T .

A) Se utilizaran 16 grupos con una n=6 por grupo, en total 96 ratas Wistar. Las dietas
planta piloto del departamento de tecnologia de alimentos '

3

ratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones del
Institute of Nutrition). -

~




ratamiento 2 (Control+5%Sacarosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sacarosa al 5%

ratamiento 3 (Control+5%f—'ructosa): ‘Dieta con casel’né al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con fructosa al 5%

ratamiento 4 (Control+5%Glucosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomend:
(American Institute of Nutrition) y agua de bebida con glucosa al 5%

e

&

ratamiento 5 (Control+5%Stevia): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomend:
(American Institute of Nutrition) y agua de bebida con stevia al 5%

ratamiento 6 (Control+5%Sucralosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sucralosa al 5%

ratamiento 7 (Control+5%mascabado): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las rec
AIN-93 (American Inistitute of Nutrition) y agua de bebida con mascabado al 5%

ratamiento 8 (Control+5%Sacarina): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sacarina al 5%




i'ratamiento‘9 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

Almidén
Maltodextrina
Aceite de soya

Mineral mix

L-Cistina

Manteca

Tratamiento 10 (DAGS+5%Sacarosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con ¢

Tatamiento 11 (DAGS+5%Fructoéa): Diéta alta en grasa saturada y agua de bebida con fru

ratamiento 12 (DAGS+5%Glucosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con gl

~
S

‘ratamiento 13 (DAGS+5%Stevia Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con stevia

‘ratamiento 14 (DAGS+5%Sucralosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de-bebida con ¢




“ratamiento 15 (DAGS+5%mascabado): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida -
5%

ratamiento 16 (DAGS+5%Sacarina): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con sz

B) Para estudiar el efecto del Cdnsumo de los diferentes endulcorantes en un modelo ani
se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22
de luz/oscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad.

KRS -

Las ratas se dividirdn en los 16 grupos antes mencionados y se alimentaran con esas
periodo de 7 meses, durante el mismo, se tendra un registro del peso corporal de 2 vec
la ingesta caldrica. Durante el tratamiento se medira cada mes la composicion corp
resonancia magnética. Al final de los tratamientos se medira el gasto energético y el coef
por calorimetria indirecta, de acuerdo a lo previamente reportado (Chavez Santoscoy, 2
antes de finalizar el tratamiento se realizara una curva de tolerancia a la glucosa, des
durante la noche (de 6 a 8 h), se administrara glucosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar r
de la cola del animal a los.15, 30, 45“;‘ 60, 90y 120 miﬁdtos posteriores a la administrac
glucosada y al final del tratamiento se obtendran muestras de sangre para la determinac
bioquimicos y heces para la determinacion de la composicion de la microbiota

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior &
diferentes endulcorantes y se aislara el DNA de la muestra y se llevara a cabo la ampl
especificas por medio de gPCR utilizando primers especificos para cada phyla y cor
secuenciacién masiva MiSeq de lllumina

.

-

Transcurridos los 7 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfi
a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el higado, rifion,
cerebro, colon, y el tejido adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) y. subcutéaneo loc
inguinal e intercostal de todos los grupos asi como tejido adiposo pardo y las muestras




nitrégeno liquido y se almacenaran a -70°C hasta el dia de las. determinaciones. Se ¢
estudiar la expresion de los '

genes lipogénicos (SREBP-1,FAS,ACC), genes involucrados en la oxidacion de acido
CPT-1), sensores de energia (AMPK), transportadores de glucosa dependientes de in:
tejido adiposo y musculo). Adicionalmente, parte de los tejidos (higado, lengua y f

destinaré a estudios histoldgicos para observar la morfologia y la presencia de inflamac
de grasa. Respecto al cerebro se realizaran anélisis histolégico e inmunohistoquimice
marcadores de inflamacién, asi como numero y morfologia de las espinas dendriticas y e

Se tomardn muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuar
biogquimicos como la glucosa, friglicéridos, leptina, colesterol HDL y LDL, mediante pr
colorimetricas y por Ultimo se tomaran muestras de heces para la determinacion de la mic

RN ~

C) El tamario de la muestra seré de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos
que es el nimero minimo de animales para poder observar cambios representativos ¢
genes

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.

E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 1.6 grupos experimentales de tratamiento

A) Ratas machos de la cepa Wistar, de péso entre 180-220 g.
B) Se excluiran ratas hembras

C) Se eliminaran del estudio las ratas que no aumenten de peso o que presenten
comparacion con las ratas que reciban esta dieta

Variable Definicion Muestra Tipo de Escala de
) variable medicion
Glucosa Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl

plasmatica de glucosa
por ensayo enzimatico continua




Cuantitativa

Triglicéridos Concentracion Suero mg/dl
plasmatica de continua
triglicéridos por ensayo
enzimatico
Colesterol HDL | Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de ‘ continua
colesterol HDL por
‘ ensayo enzimatico
Colesterol LDL | Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
colesterol LDL por
' ensayo enzimatico
SREBP-1 Medicion de la | Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por . continua arbitrarias
RT-PCR
FAS Medicion de la Higado Cuantitativa | Unidades
expresion genica por ‘ -continua arbitrarias
RT-PCR
ACC Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por : continua arbitrarias
RT-PCR
CPT-1 Medicion de la | Higado Cuantitativa Unidades
expresion genica por- ’ continua arbitrarias
RT-PCR ‘
PPAR-a Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica:por continua arbitrarias
RT-PCR '
NOX Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
| expresion génica por tejido |-continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
TNF-a Medicion de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo ‘
PPAR-y Medicion de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR f
XBP-1 Medicion de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR - | adiposo’ :
BIP Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
ATF-6 Medicion de la Higadoy Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo ~
Leptina Medicidn de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR _
Adiponectina Medicidn de la Tejido Cuantitativa Unidades




expresion génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

APP Medicion de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

GFAP Medicion de la Cerebro Cuantitativa Unidades
expresion genica por continua arbitrarias
RT-PCR ‘

SREBP-1 Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por - continua arbitrarias
medio de
Western blot "

FAS Medicion de-la: Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por : continua arbitrarias
medio de
Western blot

PPAR-a Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por : continua - arbitrarias
medio de
Western blot

PPAR-y Medicion de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | adiposo continua arbitrarias
mediode -

Western blot

AKT Medicion de la o Higadoy “|-Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido - | continua arbitrarias
medio de "~ | adiposo
Western blot :

AKT-P Medicion de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot

IRS-1 Medicién de la Higado'y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot

IRS1-P Medicion de la Higadoy Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot _

Higado y Cuantitativa Unidades

Medicion de la




expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
IRS2-P Medicioén de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot ' :
AMPK Medicion de la ) Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot
GLUT-4 Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua ’ arbitrarias
medio de Musculo
Western blot
T1R2 Técnicas "~ 7 Lengua Cuantitativa Unidades
inmunohistoquimicas continua arbitrarias
T1R3 Técnicas Lengua Cuantitativa Unidades
inmunohistoquimicas i continua arbitrarias
GFAP Medicion de la Cerebro Cuantitativa Unidades
expresion proteica por ' continua arbitrarias
medio de . _
Western blot
Insulina Cuantificacion por RIA | Suero “l"Cuantitativa ng/mL
continua
Densidad total | Técnicas Cerebro Cuantitativa Unidades
de espinas inmunohistoquimicas continua arbitrarias
dendriticas ‘
Morfologia de Técnicas Cerebro Cuantitativa Unidades
espinas inmunohistoquimicas continua arbitrarias
dendriticas '
Analisis estadistico.
Las variables continuas seran expresadas en promedios con error estandar y se evalual
Kolmogorov-Smirnov para- analizar su tipo de distribucion. En caso de que los datos
distribuciéon normal, se realizara la transformacion logaritimica antes del anélisis.
‘bioguimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol HDL y colesterol LDL se analizaran r
de ANOVA de una via, comparando los grupos tratados con el grupo control. Posteriormer
prueba post hoc de Bonferroni. De igual manera, se analizara la expresion génica y de pr«
como valor significativo de p cuando sea menor a 0.05. _

BENEFICIO DIRECTO:




Conocer el efecto metabélico y sobre la composicion de la microbiota intestinal de los endulcorantes naturales y artific:
control como en un modelo de obesidad inducida por dieta

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : nguna
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : nguna
EFECTOS ADVERSOS : Ninguno

EFECTOS PSICOLOGICOS : dI}Iinguno‘

METODOS DE SEGURIDAD : Observacién diaria de los modelos animales para determinar si existealguna alteracién
control del peso y consumo de alimento. ,

PROCEDIMIENTOS : consulta con el veterinario

OTRO TIPO DE RIESGO : Nionguno

COSTOS TOTALES D»E\ LA INVESTIGACION
Admon. Gastos pacientes $ 0.00
Animales $0.00 . -
[Equipos ‘ $ 0.00
Estudios , $0.00
Materiales $000 ~ -
IPersonal $0.00 ¢+ 7
Publicaciones : $ O..O() o
Suscripciones $ 0.00
Varios $0.00
Viaticos $0.00
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CONVENIO DE ASIGNACION DE RECURSOS
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EN SU CARATUTER DE f‘&J{thF FEA
n}(ap OPRA PARTE. BL/LA I
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> AL 5 ANTEC ' ARACIORES Y (/LA‘*AJ&E{J_J'&&; SEGUIENTES:

Wi ) Tecnologia (LOyT), contenido en su artfculo 1. consiste en regular los

5

wdo.a otorgar, para impulsar, fortalecer y desarrollar 1a investigacidn cientffica

. Uno de 1os objetos primordiales de la Ley de CR
apoyos que el Gobiemo Federal se encuenira oblip
¥y tecnouldgica en ¢l pals, as{ como para determinar os m\!mn entos jurldicos, financieros v administrativos, mediante los cuales

1
H

cumplird con esta obligacidn de apoyoe. o

L4
2. La Ley Organica del Conseio Macional de Ciencia vl
parte del (on‘;c;;n f‘!(«Cf mal de Clencia y Lcumloou en aa!dasm d "f‘f‘NM’ Y""" 4 programas, proyectos,
as en sus diferentes modalidades y cuslquier otro apoyo o ayuda de, cardcter

estudic

S0

investigacion yrgamiento de

€CONGNico que convenga o proporcione, estard siempre su;»ta a la celebracidn de un contrato o convenio, seglin sea el caso.

3. Con fecha 4 de diciembre de 2002. Ja Secretaria de Educacidn Piblica y el "CONACYT™. con fundamento en los articulos 15,
fraccion I 17 y 18 de ta Ley para el Fomento de la Investigacién Cientffica y Tecnoldgica. actusimente 23, fraccidn 11, 25 v 26
1 Ja LCYT, celebraron un Convenio para est tablecer ef "FO

FBO", mismo que fue modificado con fecha 21 de septiembre de
2009, con el objeto de ampliar fa vigencia de dicho instrumento y actualizarlo para continuar la operacién del “FON

4. Con fecha 27 de diciembre de 2002, of "COMACYT" en su calidad de Fideicomitente, celebrd con Nacional Fipanciera,
SNLC, en su calidad de Institucidn Frduciaria, -el (on frato de Fideicomise del "FONDO SECTORIAL DE
INVESTIGACION PARA LA EDUCACIGN". en lo sucesivo el “CONTRATO. sicndo momﬁcadn con fechas 21 de

piicmbre de 2009, 15 de j ymm de 2002 y 22 de marzo de 2012 a través del Primer v Segundo Convenio Modificatorio al

Contrato de Fideicomiso. respectivamente.

BN TREONDOT en térmings del articulo 25, fd{ cidn 11 de fa L

T. considera como sujetos de apoyo a las Universidades e

W

Instituciones de Educacidn bupmmr piblicas vy particulares, centros. laboratorios. empresas piiblicas y privadas v demds
personas gue se inscriban en ¢f Registro Madi ﬁaj de Instituciones y Empresas Clentificas y Teenoldgicas (RENIECYT). los

cuales son elegidoy medis ntu concwrso ¥ bajo las modalidades que expresamente determine ef Comité Téenico vy de
Administracion con apego o las Reglas de Operacion del Fideicomiso v segiin la Convoecatoria de Investigacidn Clendffica
Bisica 2615

&. Con el fin de ajustar la operacidn v administracicn del “FONDO™, el Comité Técnico v de Administracidn en su Décimo Qctava
Sesidn Ordiparia, de fecha 15 de diciembre de 2011, mediante acuerdo nimero 86-SORDIS-11 aprobs modificaciones a Jag

Reglas de Operacidn del "WWB@" lo que hace necesario ajustay e} “CONTRATO™.

7. Fl Plan Nacional de Desas 1’01 o (PN D} 2013-2018. publicado en el Diario Oficial de la Federacion el 20 de mayo de 2013.
establece en su Objetivo 3.5, Hacer del desarrollo cientifico, teenoldgico y la innovacion pilares para el progreso econdmico y
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social sostenible

Federaciéa e] 30 de

&. El Programa Especial de Ciencia. Tecnologia e lonovacion (PECTTY). publicado en el Diario Oficial
julio de 2014, cuyos objetivos, estrategias y lineas de accidn deberdn alinearse con la Meta 1 y el Objetivo 3.5 del PND, que
establecen la obligacidn de Conwribuir a gue la inversion muml‘i en investigacion cientifica ¥ desarrollo teenoldgico crezea

10
n

anualmente ¥ alcance un nivel de 1% del PIB: Contribuir a la formacidn y alecimiento del capital humano de alto nivel;
Impulsar el desarrollo de las vocaciones y capacidades mﬁmf’rm‘ tecpoldgicas ¥ de innovacida locales. para fortalecer ol

desarrolio regional sustentable e Incluyente; Contribuir a la fransfesencia v apm\ echamiento del conocimiento, vinculando a Jas
instituciones de educacion superior v los centros de investigacion con Jos sectores pidlico. social y privado; y (¢ puribuir al
fortalecimiento de la infracstructurs cientifica y tecnolépica del pals.

LraleY:

54 01

Ciencin F J’ i ta Junta de Goblemo del

i ﬁ,pmhadm por

. El subprograma de

noh}g:z . fortalecer Eus postgxados s ampliar la infracstructura

P

conoCismento, mqomt ia ualfﬁcl\l de la_educacin eu clencia ¥
atifica v teenolGgica nacional. e

e

<

cvaluactdn o que se
junio de 26

wico ¥ de Ademinisiy . PrEVIO pro
,en su Sesidn Ordinaris ndmere 25, de focha 14
3 [d (,LU;MW

OWNDOY a través de gu Seereta

3, designd al Lic, Rodolfo ID r>mel‘ri<‘ Alor Mufioz como

<*ui'izu‘ como Secretario Administrativo Suplent
"‘ai. e Operacids

ha 20 de nmw rs ”()

ec

La Secretarfa de Fducacion Piblica, con fi
Secretarie Admidpistrative del "FONDO
derechos v obligaciones contenidos en ef *

B. El Comité Técnico v de Administracidn del "F DO en su Quinta Sesidn Extraordinaria, de fecha 6 de junio de 2013,
mediante acuerdo #7-SEXTES-13, se dio por enterado v yalificd 1a designacion del-Lic. Rodoifo Demetrio ~\Im Mumv como
Seeretario /&dmirmir 1tive del ‘*F@*‘«IE}O” A%immno. E"!uii&[ te zcm,rdo $9-SEXT05-13 tomd conocimiento de la designacion
del CP Aried Gémez 4 .gu;l ar como Seerstario Ad

3o T

o
J

Con fecha 23 de julio de 2013, ol O.P Aviel Gémez Agui su cardcter de Director General Adiunte, adscrito a la Secretarfa
de Bducacidn Publica. solicité a Nacional Financiera, 5.0.C. 1LB.D., se otorgue poderes ausudfes ara pleitos y cobranzas,
actos de administracidn v para cubrir v manejar cuentas ?‘nemca ias al Secretario Administrativo Su ylu;ia del “FONDO”. por
ausencia definitiva del Secretario Administrativo, con fundamento en el Capitulo HIL numeral 3.3 de las Reglas de Operacicn d: 1

“FONDO”.

¢

D . Mediante Carta de Instruccidn GCR-123/2015. de fecha 27.de juiio de 2013, Nacional Financiera, S.MN.C.. 1L.B.D., cn sy calidad
de Institucidn Fiduciaria del “EONDPC”, otorgd un poder general para pleitos y cobranzas, actos de administracion y para cubyir
¥y manejar cueentas bancarias, al C.P Ariel (mme/ Aguilar. en su cardcter de F}: cretario Administrativo Suplents, mismo que se
hace constar a través del testimonio de la escritura piblica ndmero 143.301. de fecha 31 de julic de 2015, otorgada ante Ia fe del
Lic, Ignacio Soto Borja v Anda, Notario Piblico nume’o 129°del Distrito %et rab. por virtud del cual comparece a la celebracion
del presente Convenio.

£, Tiene establecido su domicilio en Avenida (nsur
Alvaro Obregén, Cédigo Postal 01020, Ciudad de Mmim Mismo que scnala para IO\ hms ¥ nfc‘ tO' 3 cga Ic,s de este ( ony unu

. Para efectos de notificaciones Yelacionadas con la administracidn, ejec C n y seguimicnto de este Convenio sedala Ia calle
Repiblica de Argentina ndmero 28, Delegacién Cuavhiémoc. Centro Histdrico, Codigo Postal 06020 Ciudad de México.

I, El"SUJETOQ DE APOYO" a través de su Representante declara gue:

Y \1( T

Ri("IO'\‘b !V E)(){/UBIxA’~

CON L(} Dié? JESTO EN LOS ARTIC j/x DL L/— "DI\/ H\ ,%"
FEDERAL: 2. 14 Y 15 DE LA LEY {“{‘E}FRAL Dif LAS FNF?DL\f)Fw PARAESTATALES: 1, 3
FRACCION III DE LA LEY DE LOS INSTITUTOS NACIONALES DE SALUD. PUBLIC /‘DA LN EL T)Y—XI?I() ()Fi(’IAL
DE LA YERACION EL 26 DE MAYO DE 2000: 3 FRACCIONES 1, II, XIV; 34 FRACCION I DEL ESTATUTO

~
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ORGANICO DEL INSTITUTO, PUBLICADO EN EL DIARIO OFICIAL DE LA FEDERACION EL 20 DE OCTUBRE DE

2009 ..

B DAVID , o, tal y
como se-desprende $ ritura piiblica n 37237, de fecha 71 L f b DE ZOEZq paswéa Ania ia 2 ’lei C.LEC,
{GHACIO SOTO BORIA, Notario Publico ) 128 RiT EXICO. D.F manifestando que a la Fecha
de fivma del presente instrumento, sus E‘a.cu!!:ades nole h' adas en forma o icwa

- Bl Registro Federal de Contribuyentes inscrito en Ya Secretarfa de Haclenda v Crédito Priblico e

!

Convocatoria Z@EJ presentd a concwrsv la propuesia d
FICEA Y AZX SOBRE LA MIICROBIC

' I A POR 1{} i ﬁ
(3 mismo que se

.':’, con clave nimero

. que forma parte del

Ln q ue s
nvenio.

At
AW

Jitlel

acvedita con la

¥

o de fo di spu SEO poz cl ‘ﬂim’ o

wctividades de tuve
s innovacién qm sean M,y*‘- {Ee ﬁ;pqﬁfms em tér &Y serdn iy erwﬂ‘“ ment

cuenta para el ofergamiento de apoyos posteriores™.

uesto 1o ant NEE se obligan de acuerdo con las siguienies:
‘t °
Y -
e
3 CLAUSULAS

SrEeey,

PRIMERA. OBJETO

El objeto del presente Convenio consiste en canalizar los recussos asignados por el "FGNBO" en favor del "SUJETO DE APOYO",

para la realizacidy de I "“R%'}YL MAtH 7pmhﬂco denominado 1O L)F L }UL& ()9{ I\UE NATURALES, ARTIFICIALES
AZUCAR SOBRE LA MICROBIOTA [INAL Y RECEPTOR RN UN M(JDL;_,( ) D OBESIDAD

INDUCIDA POR DIETA EN RATAS WIS lAR cuya responsabilidad de ¢ ;Pcucxul v ccutmia aplicacidn de los recursos. queda, desde
este momento, plepamente asumida por el "SUJETO DE APOYO".

El objetivo del “PROYECTOM es -

Cjetivo general

Determinar el electo de eduleorantes naturales y artificiales v sacarosa sobre la microhiota in nal y receptores del dudzor en un

modelo animal de obesidad inducida por dieta.

v L ~ -
Objetivos especificos :

studiar el consumo de edulcorantes naturales (glucosa, sa fructosa) y artificiales (sucralosa y estevia) sobre la ingesta de
alimento y [a ganancia de peso en un modelo animal de Ob“\lddt_{ inducida por dieta {OID).

2. Determinar la concentracion de glucosa. insulina. feptina y adiponectina en ldids con OID y ef efecto de los edulcorantes naturales y/o
amhuale

3. Determinar la carva de tolerancia a la glucosa en ratas con OID al final del tratamiento con edulcorantes naturates, arfificial
sacarosa.

@—M 8/25/16,11:21 AM
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4. Analisis histoldgico del higado vy tejido adiposo.

5. tdentificacidn de a microbiota (p ¢ especie) por secuenciumienty masivo (MiSeq. Hhwming), al final del tratamients con
edu;corames nas artificiales.

res de 1

a lipogénesis, oxidacion de deidos grasos.,

6. Determinar fa e"f;‘mcﬁi(’m génica de fac ranseripcicn ¥ enzimas inwiur adda

receptores del dulzor asf como protefnas involuc SEHCO COMO
7. Anglizar mediante inmunohistoguimica los rucmaoi es TIRZ y TIR3 en lengua. intestino, vejiga. cerebro v tejido adipos

. Determinacicn de la composcidn corporal (% de grasa. % masa g

diferentes sustratos metabdlicos).

Stico (uiitizacidn de

MDA, CANALIZACION DE RECURSOS

et

ey
el J'

Ve 4 .

1 cumplinyento al acues

L CFOMDO”, canalizard log recurs 10s establecidos en el &

z iiberada la primera ministracidn v a la conclusidn de I primera etapa del ©
i el Informe Téenico y el Informe Financiero, a efecto de gue se redlice Ia minisuacidn ¢ nrwmamd!u;te al perfodo sig
i conclusion del CPROYECTO",

mr-uf ey

ivamente. hasta |

su} fen favorables, de

endid fa

’ ;wmn. evalus

ey v*s hiasta

ue laf eval Lmum £8 NO ¥

e i fas observacione

o

Los Anexos que forman parte integral del presente Convenio se componen por 1o siguiente’

(2514

I Bl Anexo Uno contiene el Desglose Financiero del “PR

2.E

nexe Bos contiene jos objetivos. metas, actividades, entregables v plazos con los que se aprobd of “PROVECTO

Los Anexos solo podrdn ser modificados por voluntad de las paries. a través de comunicaciones escritas en las que se hagan constar sus
que deberdn integrarse al presente fustrumento, sin necesidad de celebrar un Convenio Modificatorio para tal efecto.

acuerdos,

3

CUARTA. OBLIGACTONE!

a) Canalizar al “SUJETC *los recursos econdraicos a que se refierc la Cldusuia Primera de este instrumento, en
unt (érimino no mayor a 34 (tre d) dias naturales, contados a partir de que el “SUFETC DE APOYG” haya entregado la
documentacion gue para tales efectos le requiera el “FOND”", mismos que serdn entregados en términos de lo presentado en la
propuesta confenida en of Anexo ﬁinm a través de las ministraciones correspondientes a cada una de las etapas que conforman

21 su conjunto el "PROYECTO”,

d.ebi('i' aplicacién v adecuado
e al contenido de

byVigilar por conducto del Secpetario
aprovechamiento de 108 recursos «
los Anexos Uno v Dos

YO, confo

¢JEl "RORDGT . a través de los medios gue considere pertinentes, podra en cualquier monento realizar auditorias y/o practicar
visitas de supervision, con € propdsito de constatar el grado de avance en el desarrolio de los trabajos y la correcta aplicacién de
los recursos canalizados al "SUJETO DE APOYO", '

a suscripeidn del presente
* para poder Hevar a cabo fa

a)se obliga 2 entregar en un término no mavor a 3¢ (freinfa) diss naturales. contados a partir fi
instramento Jurfdico. fa documentacion que le requiera o] Beeretario Administrative del “FON
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canalizacion de los recursos.

idad fos recursos econdmicos ministrados por el “""F@W’@
con o dispussto en ¢l presente Convenio v los Anexc

53

PSe obliga a destinar bajo su méds espicia v
exclusivamente alare mmcmu dz*i “PROYECTO™, Lu)snnrm,i
forman parte integral dej misn

CECY conformie a lo contenido on los

bliza a desarrollar
presente { ‘fm eI,

paya

THTANCLET

a proporcionar fas facilidades n

.asf como para mostrar fa informacicn tée

sobre e}

£iDeherd guardar toda aquella informacidn téenica-financiera que se genere para_realizar futuras svaluacione
PE ) afios posteriores a a conclusion del mismao.

35 alt { como contar con

Wfﬂ"?(‘h

ientos inancieros relabive

i enal 4

&
o s caso,
@ En su caso. estados de cuenta bancarios gue sef movimienfos de I cuenta,
PR
o EBn caso de gque por fa normalividad institucional no se pueda abriv una cuent pc(.mut para ¢}
‘ PR ", respaldo documental de los movimientos financicros relacionados con el
* © Copia del recibo institucional o comprobante fiscal digital para soliciar fa ministracién de recursss.

o Documentos relacionados con movimicntos téenicos vio financieros.

CCOMACY asi come al Area de Quejas v Responsabitidades del Organo Interno de C‘.«)mmi en la Secretarfa de Bducacién
Piblica. en el caso de que algin servidor ptfb ico del “CONACYT™ o de la Secretaria, por 8i, 0 por interpdsiia persona solicite o
iinero o cunlquier otpa dediva, o acepie una promesa, para hacer o dejar de hacer actos

JrEs

=
g)5e obliga a informar de manera inmediata al Area do Quejas v kcspﬂnmnl d es del Organo Interno de Control en ¢l
\

snte para s o para oly
sionadas con el cumplimiento del presente instrumento jurfdico.

bida

reciba in
O acciones re

onyento.

APCGY O deberd presentar los informes vespecto del avance del “PROYECTO?, de conformidad con o sicuiente:
¥ A =

fose establecido en ¢l Anexo Uno del “PROYECTO”.

I, Informe Financiero acorde al P

B1}Se obliga a rendir los informes a que bace referencia lo Cldusula Sexia de este C

Los biformes mencionados deberan contener los entregables comprometidos para ess - fos
recursos canalizados, v una valoracion razonuble sobre la viabilidad de alcanzar e » del

“SUIETO DE APOYO”.

luados tanto por
samente. para proceder

suftad

f.a recepeidn de los Infor WES COMO sepoite, 1o implica 1o aceptacidn definitiva de I 5, ¥a gt
el Secretario Téenieo (Informe Téenico). como por el Beeretario Administrative (Informe Financiero) 1

a la entrega de la ministracidn correspondiente.

Al término del "PROYECTG, of "SUFETO DE APGYO" deberd presentar al Secretario cor adicnte un Informe Final Téenico
¥ uno Financiero dentro de los 38 (treinta) dias naturales contados a partir de la fecha de conclusién del “PROYECTO. Bl Informe
ﬁn(muuu deberd estar auditado preferentemente por un Despacho de Auditorfa agreditado ante la Secretar(a de la Funcién Priblica.

El Informe Financiero d berd consideray la vendicidn de cusntas del monto total del apo
realizados de los recursos no ejercidos.

5 otorgado. incluyendo Tos reembolsos
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nanciera. serd indispensable que al tdrmino del "PROYECTO". e
no haya aplicado al desarrollo del
e} dias habiles posteriores a Ja

Pam la expedicidn de la Constancia de Conclusién Téeniea y
DE APOYO" reembolse al "FORDO" Ja O‘fd, 1dad de los recursos econdmicos gue
FLOAN en ia cued M gue se determine para tat efecto. en un plazo no mayor 2 i85

X

* incimpla con im uhmmuc hes i«uhcudm o3t}

b

.g(‘mdm tes en t€rminos de las leyes

que el

PTIMiA. AREAS DE COORDINAC

Ve L

wimiento fing

neiero ¥ administrativo del uso de jos recur 7 por ef

TECTG” apoyado con log re asf como la

T}ﬁ" /H%“".

Fa 3y

CRICOS, tc,munrxa come ob ligacidn ;wmmpa? 33 dq, mmdmar cl
supervisar el liel cumaplimiento del pre

S
TV, presentar ef informe de

En caso de ausencia temporal mayor a 386 (freinta) dias naturales
deberd de ar al sustituto. con ef acuerdo por escrito del
(guince} dias na’{ma}a s posteriores a que éste se ausente.

Hara al
obligacion directa ¢l manejo de fos recursos
contables y administrativos de] “PROYECTO”. .

En caso de ausencia temporsl mayor a 3 (freints) dias naturades
gnar al sustifuto, notificandof de ’E :d Sceretario Administra

AF{EVO’“ det mcm d

Bl “SUFETG DE APOYO” deberd disponer de una cuentu de cheques, a través de fa cual se le canalizardn las ministaciones
correspondicntes a cada C’-Mp‘}. debiendo estar a nombre del “81J 'ﬂ_""é} DE APOYO™, la cual serd operada mancomunadamente por el
Responsable Técnico y el Responsable Administrativo a que se refiere la Cldusula anferfor, dnicamente para administrar los recursos
canalizados &l "PROVECTG". por lo que serd necesario que la misma se encuentre acreditada ante e} "FONBO", previamente a la

.

entrega de la primera ministracidn.

cuentas copce debeid asignar una cuenta es ica para ¢l

trative. 2 fin de que se ‘wwéiic fa misma.

En
“PROYEC

de que ¢l "SUJETO E}’*Z
WEO notificando de ello ¢

En caso de que las cuentas de cheques o concentradoras generen rendimientos. éstos deberdn ser reintegrados al "FONDO" 4l término

GYRCTO”, a través de la cuenta que se determine para tal efecto.
\ asignados al *FROYECTO” deberdn permanecer en la cucnta especifica del mismo. hasta en tanto no sean ejercidos en
términos dc lo aprobado por el Comité Téenico v de Administracion. Los recursos dqaomadm en la cuenta no podrdn transferi

ofras cuentas que no estén relacionadas con el obj em del “PROYECTO.

{.as ministraciones que se otorguen para la rcui zacion de los proye le no formardn parte del patrimonio del “SUIETCG DE APGYO™,
ni de su presupucsto ¥y su gjercicio so por o estipulado on las Reglas de Operacién del Fideicomiso y lo que determine of Comité
Téenico v de Administracién del “FONDO".

Es obligacion del Responsable Administrative del "PROYECTO" cumplir con fodos los requisitos administrativos v contables
derivados del presente Convenio.

Asimismo, las aportaciones liquidas. concurrentes y/o complementarias se deberdn depositar en Ja misma cuenta bancaria. para aplicarse
en los rubros comprometidos de conformidad con las cantidades y conceptos aprobados que se detalian en el Anexo Uno, el cual forma
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gral del presente Convenio.

parte in

SAITO Eo def

iz
AP{)‘ \,{( }; ;)revm ia
complementarias ad &

para ef d \«}e‘:fi*\{,iﬁ“@}” por el ©§

La titularidad de los derechos de autor de muammm p&tmmm ial v los derechos de propiedad industrial de las obras, procesos. patentes,
marcas, modelos de utilidad. i otro productoe de investigacidn que realice o prod
durante el desarrollo def © ’ ;vor ¢ "EUTE en forma ndividual o con la colaboracidn con otros, en
virfud del “PROYECTO. sdad duica y exclusiva de quien eonforme a derecko corresponda, respetando an todo momento
los derechos morales de qm ones mecne_n gan en su realizacion. ‘ ‘

3 1o 1'(,7{2 lu en 24 Ley Federal del Derecho de Autor, en ln Loy de la Propiedad

En lo no pfc";%o en fa pres

Ve g
Industrial v en los demds oui enamien ’
i obligado o inform: 3 ito al “f ¥ sobre el estado que guarden los citados derechos

ce gue eflo ;eme\

a3 o radacion

pondiente al ¢

€n ague [w‘x CUE0S on que existy un inlerds

en log Convenios correspondientes. ) -
INFORMACION CONMY
§ s¢ compromeRen a tratar como confidencial toda a informacion relacionada con fos datos personales del
7. asf conw aquella que con (al caracter proparcionen’

4 : wigy g . -
Fl “SUJET E APGYOY, so compromete a proporcionar I informacion del “PR OYECTO a través de una Ficha que contenga la
m!oamau'm ha\“zm de lx)& x)h;eu‘ % dei CPROYECTOM v sus reswltados, misma que se wnv:dumu informacidn pmiblica en términos de

.coeso ala hlLfrmamnn Piblica Gubernamental, su Reglamento. la Ley General de Trans
15 disposiciones jurfdicss aplicablos.
£l “5UIETO DE APGYO” se comprom ;‘smp{‘arcicmm‘ la mformacion del “PROYECTOY grado de
Hl’ﬁa@fﬂi&fﬂﬂ}ﬁ sobre Imvestigacién Clentifica, Desarrolio Tecnoldgico ¢ Innovacitn (SIHCYT) que opera ¢f “CONACYT. Dicha
informacidn serd publicada en su pdgina if* Internet, dando con ello cumplimien i a fas dispo 'mia’mes de la Ley Federal de
Transparencia ¥ Acceso a fa luformacidn Publica Gubernamental v Ia Ley General de Transparencia y Acceso a la Informacion Prblica.
.
5 total o parcmmn—nw b5 O gue hayan

; ftados, asf como 1 f? rivada de lag
actividades a i(kt‘ﬂi(,db uu:uf;cd» lxvcno!ugif s v de innovacidn n z(mmi internacional, deberd ; 3 iones contenidas
en log Lineamientos Genersles ;mm el Repositorio Macional y los Ré positorios Institucionales, asf como por los Lineamientos Téenicos
para el Repositorio Nacional y los Repositorios Institucionales.
DECIMA SEGUNDA. COMUNICACION PUBLICA DE LA CIENCIA

&y

gica v la innovacion puede ser aprovechado por la sociedad mexjcana
ondniico. particularmente u,ichn conocimiento debe convertirse en
s sucaso, ef conocimiento del ializase para tener un impacto real.

El conocimiento generado por la inves(gacidn, cienufica, tecnold
en su proceso permanente de transf maczcn. rrollo social
motor de desurrollo y en factor dinamizador del cambio social.

De conformidad con el articulo 12, fraceidn XV de la Ley de Ciencia y Tecnclogfa, los beneficiarios de los apoyos que olorza ef
Gobierno Federal en materia cis‘m{ﬁ(*m tecnoldgica v de innovacién, mLm( n 4 la sociedad sug actividades v los resultados 3
investigaciones y desarroilos. sin perjuicio de los d hos de propiedad intelectual correspondientes. y de la informacién que. por razdén
de su naturaleza, deba reservarse, ’

DECIMA TERCERA. RESCISION
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E “FONDO™ podrd rescindir ¢l presente Convenio al “SUJETO BE APOYO", sin necesidad de declaracién judicial previa ni de dar
avizo por escrito, cuando éste incurra cn alguno de los supuestos de mcumphmimzm quc de manera enunciativa mds ne limitativa, a
continuacidn se sefialan: - i

bt

con finalidades distinias a la realizacion direcia dej

ayAphque fos recursos canalizados por el

écnteos ¥ Floancieros al clerre de cada elaps o no atienda las

BINo presente los Informe:
instuncias de evaluacidn v seguimiento. . .

¢ acceso a la informacidn. o a lag donde se administra v desarrolla ¢l

N N
.

ROYECEGY no guarde congruencia con fos | 'aiﬂzm;s hasta cse momento presentados.

fa vtapa 4

ida aplicncidn de fos recursos <

T para transferirios a otras cuentas no relacionadas con el objeto

: JHncurra en algun ofro incumplimiento a este Convenio y sus Anexos.

gw, ite ef devecho contenido en la p ; SV veembolswd el remanente de
} 2 cyon canalizados en va plazo o mayor a8 fmxnmics, contados a partir del z‘c«:;ucn
que se le i"()rmuif: pl a!cs efectos. con independendia de que’Se haga acreedor 2 Ja sancidn a que se refiere Ja Clidusula si

DECIMA CUARTA . CAN ‘LLL‘%LE&‘)N DEL RENIECYT ,

En los casos en que el mcumplimiento por parte def _
nstnunento Iegai. gue impi(Zi.y;‘()l‘lf””"" con of desarrollo 2 18 requeriimienios del
Thenico, ¢ “FONDG” previo acuendo del (,,wnme i v e Adwministracid sol citara a 14 Unidad de Asuntos

Beorstario 1
Juridicos a wravés de Direccidn de Procesos Juridicos. se convog

lo conducente respeciy a la procedencia de ¢ n< dar‘m uu

—~

wion y Funcionamiento del Registro

DECIMA GUINTA. CASG FORTUITO Y/O FE

sea por consecuencia de caso fortuito o causas de
leb wrxdo wemhul\ax en m cuenta que para tal efecto se determine,
dos <i§ esarrolio del “Pf 7, que no sean clogibles y que no

iermine para al efecio, en un

En aquelios casos en que el incumplimiento por pas
fuerza mayor, deberd notificar ol “FONDG” dichas circur
cl remanente de los recursos coondmicos que po hayan sido apl ¢
estén debidamente comprobados ni justificados por ef sujeto de apoyo, en la cuenta gie . @I’% 3P de
plazo no mayor a 3¢ (treinta) dias naturales contados a partir.de la notificacién correspondiente.

e

Para efectos de este Convenio se entenderd p(n o fortuito y fuerza mayor, @ 1os sucesos de la naturateza o de hechos del hombre gue,
stendo extrafios al “SUJETO DE APGYO", lo dfectan impidiéndole temporal o definitivamente el cumplimiento parcial o rotal de sus
obligaciones.

-

DECIMA SEXTA. PROHIBICION PARA UTILIZAR LA INFORMACION PARA FINES POLITICOS

onvenio derivan de programas de
sos provienen de los lmpuestos

rédcter publico, los cuales no son patrocinados ni promovidos

Los Pompmn 508 asumnidos ca este C ca
que pagan todos los contribuyentes. Esta prohibido ef uso del

por partido politico alguno ¥ sus rec

.

contenido csu este Convenio y del “PROYECTO” con {ines politicos, electorales. de hicm otros distintos a los establecidos. Quien
haga uso indebido de tos recursos de este Convenio y del “PROYECTO” deberd s ciado y sancionado de acuerdo con la Ley

aplicable y ante 1a autoridad competente

HMACION ANTIC
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El “FGRNDO” podrd dar por terminado de manera anticipada el presente f‘on'ﬂer*io. cuando a su |
f ¥ previa notificacion por escrito que se hagd

impidan continuar con ¢l desarrollo de] *F
na anticipacion minima de 5 (cineo) dias naturales,

presepie Conveni . 4 " reembolsard en depdsilo al “FO
4 L‘)mmiad de l(w recursos de apoyo econ mHeo gue, &nsu caso. no haya dpil"dda} al
inee} dias naturales mni ados a partir de la fecha de conelusidn del mismo,

En el supuesio de levminucidn tmiui!dd
s que se determine para Lai
TOYECTO, en un plazo no may

84 LBEYVOLUC

JI»«A A

ante ia en m

v comprobar dicha develucidn med
que el recurso devuelto sea identificado inmedistamente:

es 0o endrin reg tcios que pudisran cassarse como

te por el paro de labores scadémicas o ad ministrativas, en la inteligencia de

I

expresaments ;7:1' de gue las fm,
consecuencia l ‘uerza mayor, particularme
QUE Una Vez sup«‘mdos estos © *\’«311105‘ se reanudaran fas activi Lult‘s en la forma vy términos que dictaminen las partes.

G Y BE SEGUE

! QYO se obliga a cumplir y hacer cumplir durante el desarrollo del “PROYECTO™ v hasta su conclusion la
Iegmldf: én aphcd’m, especialmente en materia fscuiﬁg ca, de proteceitn a la bloseguridad y la biodiversidad. asi como a respetar Jas
convenciones ¥ protocolos en materia ética aplicada a la Investigasidn,
&

Asimismo, ol ¢ TG DE APOYO” se obliga a considerar la f;quidad de gum ta no discrininacidn po

origen é!’ﬂica ;,xp AL creligidn vio cu 13quw1 ofro atributo i sona., que pudieran inter
imi i ia de \&‘VLETH L

s

'O DE APOYOY tendrd fa obligacidn de informar a fd i‘nucu(m de Procesos Jurldicos adseriia a la Unidad de Asuntos
Juridicos, entre otros cambios fos de su sitnacis al, razén o denominacidn social o representante

6n econdmica. cambio de domicilio feg
legal. Asimismo. el “SUSETO DE APOYO" se obliga a mantener actualizada sut inscripeidn ¢ informacidn en ol REMIECYT.

NCIA '

VIGHSIMA TERCERA.

El presente Convenio tendrd una vigencia de 36 weses. contados a ; sartiv de Ia fecha de [a primera ministracion, entendigndose como
formalizado al momento en que se cuente con la firma de todas y cada wna de las partes que intervienen en el mismo.

Ne obstante, la vigencin al Convenio podrd p;mmgm s¢ siempre que se cuenie con el cousentimiento de las partes por escrito y ¢l
Acucrdo que al respecto emita ol Co Xairthy] SRORDOY.

Las oblig del "BIJE ETO DE APOYO" concluyen hasta que el "FOMNDO" expida la Constancia de Conclugién

Téenica v Fi

VIGESIMA CUARTA, ASUNTOS NO PREVISTOS _ .

Los asuntos relacionados con el ohjete de este Convenio ¥ que no gueden expresaments previstos en sus Cldusufas, ni en sus Anexos.
serdn im.erpra-:tadov ¥y resueltos de comin acuerdo por las partes, apelando a su buena fo v consecucidn de mismos propositos, haciendo
constar sus decisiones por 4“§Lil((¥.

VIGESIMA QUINTA. CONSE ENTO BLECTRONICD

N¥

8/25/16, 11:21 AM




En términos del articulo 1803,

ool cm i del Cadigo Civil Ft‘
contenido obligacional ipe

34 iraves o

‘w50 del pre

Las partes manifiestan que en fa ce
fe u ol 'ra cxrczm‘;i'mcxa quc af

bracion del presente convenio no ha mediado ciroun

te o vicie la plena v omm‘m con que pelebran el presente in Ai rume ni'v por fo que ¢l mismo ¢
ducentes.

“ara la solucidn a toda. cont,r«:jwersia ;ue se pudiera suscitar con molivo de la interpretacidn, ejecucion v cump

Tribunales 1‘4“(10; ales co ug I‘MC” te
en razdn de sus respectivos domic

C.P ARIEL GOMEZ AGUILAR 7 DR, BAVID KERSHENOBICH STALNIKOWITZ
SECRETARIC ADMINISTRATIVO SUPLENR REPRESENTANTE LEGAL
| . "
LUIS HUM LO DRA. MIMBE TORR
SECGRE 1 wuwm BESBONSABLE

; \ TERESA RAMIREZ CAZARES
RESPONSABLE ADMINISTRATIVO
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guna gue induzea a error. dolo, mala
s vilido para

imiento del presenie
derales vigentes y
pudiem corvesponder
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EDEN,

ACE@ T“‘

2 EN UN MO

UBLICC wE

PARA

2
i

e~ ~

Etapa: 001

Tipo de Recurso Categoria del réc“urso Subcategoria del recurso Descripcién de Subcategon’a Importe del recurso

FONDO
FONDO

Tipo de Recurso Categoria del recurso Subcatedoria del recurso
FONDOG

Tipo de Recurso Categoria del recurso
NDO

FONDO
FONDO
FONDO
FONDO

GCORR
GINVE

GCORR
GCORR

GCORR
GCORR
GCORR
GCORR
GCORR

326
212

Trana s B0
pt 1§

[LLi}%

326

321 S

326

Za[ixi 003

Subcategoria del recurso

L

s

Materiales de uso dir

Equipo de fabor

Descripcion de Subcategoria Importe del recurso

Materiales de uso directo

Honorarios por serv. profesion

20000

‘total de etap:

492817

@&
-

&

\J}
-
[\
)
~d

Descripcion de Subcategoria Importe del recurso

Materiales de uso directo 15000
Pasajes 40600
Viaticos 13000
Cuotas de inscripeidn 6800
Vidticos 29730
Pasajes 22130

Public ediciones e impresiones 45100

Begeripeidn De La § Descripeidn De

Eézag}zb: eseripe
# i
11of 16

Etapa

Mieta

Actividades

Producios

Fechy inicial
DR/

DR

terming

| Fecha miforme
1 avance vy final -
D E-RVL- A A“ Ak
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I5e evardn a
jeabo las
siguientes
aotividades
dicion dm’,
CORSUINL
HieyZatiiel
v el peso L
corporal cada

Kumplimicato
covcer dia He los ohjetivos |
durante toda la fFiPecriicos
lduracicn def  joEserito
Jestudio, Esto so

i con el $TO¥E
OnoCer
dde fos §
dulcorantes
jnaturales y
Al uud!{f
jsobre la

o ol objeto de
jestudiar si ¢l
consumo de
cduleor

liluﬁbi"u} ;
fartificiales en

fieln

[ d

‘f"n:n‘;r(u} i,
f??l‘ ultn

151

1dos del
microbiot defeoin .;:
slimenta
cepa Wistar con
diferentes azucares
naturales

S H

mposicior
feorp
mediante

Adnimmu G

oral

e

ficial Tonoeer ol efecto defresonancia
Jartificiales por un A
v o d IH leduleorantes Jmagnéticn vy el
eriodo de 5 meses, LI

i naturales y fzaste

Durants este I o5
3 qartificales a fargoe

peso. la

it ie)
E -

meriodo se evaluardn
los siguientes p!a/o ;i}in fa alormetifa energético. 2,
001 fpardmetros: peso |} 00 e - [Resultadosdel | 050092016 | 040072017 | 0470972017
fcorporal. consumo ?compowic}én urante 21 fecto de fos
de alimento, v " alcorantes .
o corporal, gasto fioras. G 58 -
|fonposicion energéfico v Hévard a cabo
pardmetros con ef fin de
ihi foquinticos :COHOL ey el
>focto de los
fsdricas dc glucosa, | ] i Teo Iséricas de
colesterol total, ] n‘:xm §03W Qsa,
Jriglicéridos. erol total
insulina. leptina, Ty
jadiponcctina y LPS | riglicdéridos
" dipopolisacarido) G, lepiina,
Ipara estudiar si el " Ynsulina,
cfocto de estos fadiponecting. 3.
edulcorantes Wesultados de 1a] .
jpudiera ocasionar Jourva de ;
:G'I"Uﬂ tipo de foleranciaala |
Inflamacidn ;
mediada por LPS
erol total. ]
ghicéridos, |
h inguling, fienei

lq,;mm. LD la . ;

adiponectina pntolerancia a la |

Imediante glucosa

CHSRYOS
CRzOmaticos.
colorimétricos
v ensayoes de
Elisa, |
ilevard a cabo
con el fin de

o SE
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130f 16

Conocer el

en

Determinacid
e o proeba¢
toleranciaala
wliucosa con el
iin de ver s el
efecto de fos

lodulCOrantes”
faturale

d OFD.
jReaiizacion de
jcortes
thistoldginos®
Ipara e

scto de fos
cdulcorantes
naturales y

fder ;m;%(.: de
forasa en ef
{hizado

snomenio de la
recoleccidn del |
segunde grupo §

tudiar el |
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1002

En esta segunda
ctapa se estudiard el |

=fecto de fos

fedulcorantes

nafurales v

srtificiales en ¢}
Jdesarrollo de la
lobesidad. Para lo
leual se alimentardn
Jratas con una diets
mlta en grasa
Jsaturada junto con
lel edulcoranse

natural y/o artificial
por un periodo de 3

lambien s
sanancia de peso.

‘conaumo de
alimenio, olerancia

4 2 glocesa,

feonmpos sicidn

corporal, gaste

fedulcorantes
fnaturales y
wrtificiales en un

Jver su efecto en el
idesarrello o control

meses. Bn esta etapalds fa obesidad
valuara |

Conocer el efecto dely o peso

Imodelo de ghesidad
finducido por dicia y

1ae Hevardn a
abo fas

ACORSUNIO ¢
limento d Lzr'

feorporal cada
fercer dia
durante toda la
{L”’if o0 dei

realizard con el
fin de conocer
el efecto de los
antes
naturales y
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LA CINVA DEL INCNMINSZ,

PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucién en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

2) Obijetivos generales y especificos del protocolo:
General

1. Determinar el efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota
intestinal y receptores del dulzor en un modelo de obesidad inducida por dieta.

[N

Especificos
s 1. Estudiar el consumo de edulcorantes naturales y. artificiales sobre la ingesta de alimento
y la ganancia de peso en un modelo de obesidad inducida por dieta (OID) en ratas cepa
Wistar. )

2. Determinar la concentracion d& parametros bioquimicos (glucosa, insulina, triglicéridos,
colesterol LDL, leptina, adiponectina y LPS en suero en un modelo animal con OID y el
efecto de los edulcorantes naturales y/o artificiales.

3. Determinar la curva de tolerancia a la glucésa en el modelo de OID al final del
tratamiento con edulcorantes naturales y artificiales.

4. Andlisis histolégico del higado, intestino y tejido adiposo.

5. ldentificacion del gen 16Sr por medio de secuenciacion utilizando la plataforma MiSeq
de lllumina para determinar la proporcién de principales phylas, clases y especies de
bacterias de Ia microbiotajntestinal alfinal del tratamiento conedulcorantes naturales y
artificiales. ‘

8. Determinacion de la expresion génica y de proteinas involucradas en la lipogénesis
(SREBP-1, FAS), oxidacién de 4cidos grasos (PPARa y CPT-1), receptores del dulzor
-asi como proteinas involucradas en el gasto energético como AMPK.

7. Analizar mediante inmunohistoquimica los receptores T1R2 y T1R3 en lengua,
~ intestino, vejiga, cerebro y tejido adiposo.

8. Determinacion de la composicidon corporai por resonancia magnetica (% de grasa, %
masa grasa, % de masa libre de grasa, % de agua corporal)

9. Determinacion del gasto energético y el coeficiente respiratorio utilizando calorimetria
indirecta Oxymax.

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

Actualmente hay un consumo excesivo de diversos endulcorantes tanto naturales como
artificiales, sin embargo, existe una gran confusién tanto para el consumidor como para el
cientifico si los diferentes edulcorantes artificiales tienen un impacto benéfico o adverso
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sobre la salud. También existe confusion si todos los edulcorantes artificiales generan un
cambio similar sobre la microbiota intestinal. Ademdés no existe mucha informacion si
cambios en la microbiota se asocian con cambios en la expresién de los recepiores del
dulzor.

Recientemente se publicé que el consumo de edulcorantes artificiales, particularmente la
sacarina, producen disbiosis en la microbiota intestinal resultando en intolerancia a la
glucosa. Los cambios observados en la microbiota intestinal de roedores incluyen un
incremento. en B. vulgatus y disminucion de Akkermansia muciniphila cuyas vias
metabdlicas estan asociadas a obesidad y diabetes mellitus. Los autcres asumen que la
respuesta es similar para otros edulcorantes artificiales, y que provocan intolerancia a la
glucosa, sin embargo.no toman en cuenta fa estructura quimica.de cada edulcorante (Fy
ademas no lo demuestran, lo-que sugiere que el efecto en la microbiota puede cambiar
significativamente depéndiendo-de la estructura de cada edulcorante. Estudios previos en
nuestro laboratorio han demostrado que la inclusion de 5% de sacarosa en el agua mas
una dieta alta en grasa saturada significativamente incrementan las anormalidades de
parametros bioquimicos de ratas que consumieron esta dieta por 7 ‘meses, COmo Son:
triglicéridos, colesterol total, colesterol LDL, insulina, leptina, intolerancia a la glucosa y
un desequilibrio significativo en la proporciéon de bacterias en el intestino (disbiosis)
incrementando significativamente los Firmicutes y disminuyendo significativamente los
Bacteroidetes, por lo que es.necesario el estudio_del consumo de endulcorantes en
modelos animales con y-sin obesidad en ratas Wistar

4) Clasificacion del proyecto de acuerdo.al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A Cee
Experimentos o ejercicios de ensefianza que involucran anlmales 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. o

&

Categoria B. s

Experimentos o ejercicios de ensefianza que se espera produzcan poca 0 ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas.

Categoria C

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

Experimentos que provocan angustia, molestla o dolor significativo e inevitable en especies
vertebradas. Los expenmentos en esta categoria exigen la responsabifidad 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
tolerancia, en animales vertebrados conscientes, no anestesiados. Los experimentos en esta
categoria no se aprobaran sin la justificacién completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

Para mas informacién consultar: www.ccac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX15B. pdf
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Categorfa: | A: ' |B: X | C: | D: | E:

5)

Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.

Para mayor informacién consultar:
http://ec,europa,eu/health/opinions/en/\non—hgman-primates/glOssar\,!/tuv/three—rs-principle, him

Se decidio trabajar con ratas Wistar ya que por experiencias previas en el laboratorio
se he desarrollado de manera exitosa un modelo de obesidad inducida por dieta, el
cual se acerca mas a la realidad en la actualidad sobre los pacientes obesos; con
riesgo de desarrollo de otras enfermedades cronico-degenerativas, por lo que el
estudio en modelo in vivo nos da una mejor perspectiva de la realidad

Cada uno delos grupos exﬁeﬁmentales tendra una n=6, ya que esia es la minima
cantidad necesaria para obtener resultados relevantes, de acuerdo a otros estudios en
modelos animales de rata. '

Finalmente, los animales serdn sometides a procedimientos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo

e s ~
N B

N

6) Describircomo se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.
No se requerira el transporte o movilizacién de animales.
: -
7) Mencione el nimero y las especies anlmales asi como el género que seran usados en
las actividades de este protocolo.
Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Ratas- Wistar 96 180-220 3-4 semanas machos
No. de Grupos experimentales: 116 . i
No. de animales por grupo: , 6
No. TOTAL DE ANIMALES: 96
8) Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.
Los animales permaneceran en el bioterio entre 7 y 8 meses.
9) Procedimientos que se realizaran con los animales.
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Procedimiento ‘ ‘NO | 8| | Frecuencia, cantidad y via.

Restriccion de agua y/o alimento por méas de 8 X

horas.

Toma de muestra sanguinea. © | X | Unicavez
Inmediatamente después del
sacrificio mediante puncion
cardfaca para cuantificar
parametros bioquimicos

Colocacion de cénula. X

Técnica para modificar conducta. X

Inoculaciones de agentes. " | X | En la dieta de ingesta diaria

Procedimientos quirtirgicos con recuperacion. X )

Procedimientos quirtirgicos sin recuperacién. | X

Uso de adyuvantes (indicar cudl) i X

Estudios L.D50 o ID50 X

Restriccion fisica (maximo 6 horas) X

Restriccion fisica (menos de 6 horas) X :

Confinamiento o aislamiento - X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos

) _ en una caja metabolica durante
Seo TN T un dia.

Produccién de anticuerpos monoclonales o X

policlonales. '

Induccion de lesiones X

‘Agentes teratogénicos o carcinogénicos X

Sustancias quimicas toxicas X

Implantes X X

Estudios estereotaxicos. . X

Otros:

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

A) Se utilizaran 16 grupos con una n=6 por grupo, en total 96 ratas Wistar. Las dietas se
preparan en la planta piloto del departamento de tecnologia de alimentos

= Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de aéuerdo a las recomendaciones
del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

_ Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente “ %
~| Almidén. | 39.749
| Caseina . 20
Maltodextrina 13.2
| Sacarosa | 10
| Aceite de soya 7
Celulosa ' 5
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Mineral mix \ 35 |

Vitaminas mix “ 1 |
| L-Cistina \ - 03 1
| Colina N 025

TBHQ 0.0014 g

Tratamiento 2 (Control+5%8acaroéa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sacarosa al 5% - »

Tratamiento 3 (Control+5%Fructosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN—93‘(American.Institute of Nutrition) y agua de bebida con
fructosa al 5% K e s \

Tratamiento 4 (Control+5%GIucosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
glucosa al 5% :

Tratamiento 5 (Control+5%Stevia): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American [nstitufe of Nutrition) y agua de bebida con
stevia al 5% A ’ ’

Tratamiento 6 (Control+5%Sucralosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American.Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sucralosa al 5%

Tratamiento 7 (Control+5%mascabado): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
mascabado al 5%

Tratamiento 8 (Control+5%Sacarina): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sacarina al 5%

Tratamiento 9 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

DAGS

Ingrediente % |
Almidén : 23.903
Caseina C 24
Maltodextrina =~ | 10.267
Sacarosa ’ 7.778
Aceile de soya 7
Celufosa 2.5

~ | Mineral mix 3.5
Vitaminas mix _ 1
L-Cistina 0.3
Colina 0.25
TBHQ 0.0014
Inulina 25
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- Manteca o 17

= Tratamiento 10 (DAGS+5%Sacarosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sacarosa al 5%

= Tratamiento 11 (DAGS+5%Fructosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con fructosa al 5%

= Tratamiento 12 (DAGS+5%Glucosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con glucosa al 5%

= Tratamiento 13 (DAGS+5%Stev1a Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con
stevia al 5%

= Tratamiento 14 (DAGS+5%Sucralosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sucralosa al 5% ,

= Tratamiento 15 (DAGS+5% mascabado): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con mascabado al 5%

= Tratamiento 16 (DAGS+5%Sacarina): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sacarina al 5%

B) Para estudiar el efecto del consumo de los diferentes enduicorantes en un modelo animal
con y sin OID, se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura
controlada (22 + 2°C), bajo ciclos de luz/oscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad.

Las ratas se dividiran en les 16 grupos antes mencionados y se alimentaran con esas dietas
durante el periodo de 7 meses, durante el mismo, se tendra un registro del peso corporal de 2

© veces por semana, de la ingesta cal6rica. Durante el tratamiento se medird cada mes la

composicién corporal por medio de resonancia magnética. Al final de los tratamienios se
medira el gasto energético y el coeficiente respiratorio por calorimetria indirecta, de acuerdo a
lo previamente reportado (18). Una semana antes de finalizar el tratamiento se realizara una
curva de tolerancia a la glucosa, después de un ayuno durante la noche (de 6 a 8 h), se
administrara glucosa via intraperitoneal 2g/kg y-fomar muestra sanguinea de la cola del animal
a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracién de la solucién glucosada
y al final del tratamiento se obtendran muestras de sangre para la determinaciéon de
parametros bioquimicos y heces para la determinacion de la composicion de la microbiota

Para la determinacion de ia microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de los diferentes enduicorantes y se aislara el DNA de la muestra y se llevara a cabo la
ampiificacién de phylas especificas por medio de gPCR utilizando primers especificos para
cada phyia y con la plataforma de secuenciacién masiva MiSeq de lllumina

Transcurridos los 7 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, rifion, musculo lengua, cerebro, colon, y el tejido adiposo visceral (gonadal y

kretroperltoneal) y subcutaneo lotalizado en la zona inguinal e intercostal de todos los grupos

asi como tejido adiposo pardo y las muesiras se congelaran en nitrégeno liquido y se
almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se extraerd ARN para estudiar la
expresién de los

genes lipogénicos (SREBP-1,FAS,ACC), genes involucrados en la oxidacién de &cidos grasos
(PPARa, CPT-1), sensores de energia (AMPK), transportadores de glucosa dependientes de
insulina (GLUT4) en tejido adiposo y mdsculo). Adicionaimente, parte de los tejidos (higado,

lengua y tejido adiposo) se destinara a estudios histoldgicos para observar la morfologia y la

7
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presencia de inflamacion y acumulacién de grasa. Respecto al cerebro se realizaran analisis
histolégico e inmunohistoquimico, para determinar marcadores de inflamacién, asi como
nimero y morfologia de las espinas dendriticas y estrés oxidativo

Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuantificar
pardmetros bioquimicos como la glucosa, triglicéridos, leptina, colesterol HDL y LDL, mediante
pruebas enzimatico-colorimetricas y por Ultimo se tomaran muestras de heces para la
determinacién de la microbiota.

C) El tamafio de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha-
demostrado que es el nimero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en la expresion de genes - - '

D) Las ratas son machos de peso ini'c'i'al de 200g aproximadamente.

E) La asignacion del tratamiento sera de fo\rma aleatorizada.

F) Se tendran 16 grupos experimentales de tratamiento

Pal e

11) Si el protocolo incluye la restriccién de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempo de inmovilizacién y los dispositivos para logrario.

Los animales no se privaran de movimiento, nise les inmovilizara.

12) Agentes analgésicos, anestésic"osn'y/o' tranquilizantes que se utilizaran.

e

Especie Agente ¢ Dosis , Via de admén. Frecuencia.

Rata . Sevofluorano Inhalada 1vez

’

13) ¢Qué parametros empleard para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
agente a utilizar? ‘

.

Se considerara que el animal estd anestesiado cuando no haya una reaccién (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentilmente se genera presion en la porcién proximal de la
cola, puede ser con los.dedos o con una pinza). Otra técnica consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una
respuesta de rgtiro de la pata.

Ademas, puede considerarse que permanezca en posicién decubito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento.

También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no esta anestesiado.




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

14)

Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugias) especificar los
cuidados pre y post-operatorios (utilizacion de antibidticos, analgésicos, limpieza y
desinfeccion.

No habra p'rocedimientos quirdrgicos

15)

Evaluacién de signos de dolor de su proyel:to piloto.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios.en peso.corporal
- Apariencia fisica: pllo ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: apancxon de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos:
i. - Respiracién: normal, Iabonosa
ii. Temperatura -
iii. Temblores
iv. Convulsignes ..
v. DeScarga nasal, salivacion

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

(e
-
N
w

Parametro e

a) Peso corporal , X

b) Apariencia

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

d) Conducta espontanea.

e) Conducta provecada. -

XXX

16)

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

Criterios de punto final
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 parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segin la gravedad que
presenten. ‘ . .
a. Variacién de peso corporal:
1. Aceptable una disminucién del 5-10%
2. *Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden
valorarse’segun la escala:
1. Osies normal.
2. 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 siesta afectado
4. 3 si esta muy afectado.

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

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

Se tomara en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccion
del peso corporal, por lo que es de esperar que éste, cambie.

Sin embargo, como cirterios de punto final, se pueden considerar ciertas variables, por ejemplo:
el peso corporal, cambios en la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua,
la temperatura, que presente convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala sera la
siguiente y se asignara un score final al cuantificar los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.

1 sl el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
2 si esta afectado S

3 si esta muy afectado. -

Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total symen >5 como score final, se
considerara que al animal habra que hacerle la eutanasia (asfixia con CO»)

17) ¢Cudlsera el método de sutanasia que utilizara? -

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Expérimentacion.

Especie Método Dosis Via
Ratn e, 210 mg/kg IV, IP
Rata A A, 120 mgkg IV, IP
Jerbo el 270 mgkg IV, IP

Pentobarbital ) 5
Conejo Pistola de’ perno cautivo’ 120 mg/kg - v, IP
Asfixia con _COZ )

Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg W

Rana Pentobarbital ) 100 mg/kg ‘ ] P

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

*

18) El protocolo representa riesgo biolégico?

a—)—Nee . b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) reguerido. Se
recomienda consultar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
htip/iwww.cde. govibiosafety/publications/bmbl5/BMBLS sect V.pdf

N =

19) ¢Cual sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenardn en bolsas amarillas para residuos sélidos
patolégicos y se llevaran a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior.

10
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' Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacién de acuerdo con los
lineamentos éticos y humanitarios que rigen la experimentacion con animales, asi como cumplir
los aspectos relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen
en la NOM-062-Z00-1999.

Nombre y ﬁm?a del Investigador Responsable

Dra. Nimbe Torres Torres

Integrantes de la CINVA "~~~ Cargo - Firma
Dra. Norma Bobadilla Sandoval Coordinadora
, -Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario”
M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal
| Dra. Elena Zambrano Gonzalez .l vocal
1 Dr. Alejandro Zentella Dehesa + " \ocal
| Dra. Nimbe Torres y Torres . " | Vocal
‘ " Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal
Dra. Maria Elena Flores Carraéco Vocal Externo
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No. CINVA:
CLAVE: FNU-1735-15/18-1
Fecha de registro del Protocolo: 05-oct-15

Titulo del Protocolo: “Efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota
intestinal y receptores del dulzor en un modelo de ratas Wistar macho con y sin obesidad
inducida por dieta ”

Propuesta: arNueva .b) Renovacion

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular -1 Dra. Nimbe Torres y Torres
Institucion de Adscripcion - Instituto Nacional de Ciencias Médicas y

Ses ~ Nutricion “Salvador Zubiran”
Departamento de Adscripcions Fisiologia de la Nutricidén
Teléfono 56553038
Correo electronico

C
Investigadores que Participaran en el Proiocolo
Nombre Grado, Teléfono e-malil
Armando Roberto Tovar Palacio | Doctor 56553038 h C | |
Estudiantes
Nombre Grado a " Teléfono - e-mall
’ obtener
A Doctora 56553038 C
Maestro | 57473800
ext 5442

Vigencia del Proyecto.

Fecha de inicio del proyecto

Fecha tentativa de finalizacion.
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.,

1) Institucion en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

2) Objetivos generales y especificos del protocolo:

[ TN

General
Determinar el efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microbiota
intestinal y receptores del dulzor en un modelo con y sin obesidad inducida por dieta
Especificos

S m -

1. Estudiar el consumo-de edulcorantes naturales y artificiales sobre la ingesta de alimento
y la ganancia de peso en un modelo animal con y sin obesidad inducida por dieta (OID)
en ratas cepa Wistar. '

2. Evaluar el efecto de los edulcorantes naturales y/o artificiales sobre parametros
bioquimicos (glucosa, insulina, triglicéridos, colesterol LDL, leptina, adiponectina y LPS
en suero en un modelo animal con vy sin OID

3. Determinar el efecto del consumo de endulcorantes, sobre la tolerancia a la glucosa,
mediante una Curva de Toleranhcia a la Glucosa

4. Analizar el efecto a nivel tisular del consumo de endulcorantes artificiales, sobre el
higado, intestino y tejido adiposo en ratas con y sin OID

5. Determinar la proporcion de principales phylas, clases y especies de bacterias de la
microbiota intestinal al final del tratamiento con edulcorantes naturales y artificiales en
un modelo con y sin OID, mediante la identificacion del gen 16Sr por medio de
secuenciacion utilizando la plataforma MiSeq de lllumina

6. Evaluar el efecto de los endulcorgntes sobre la expresion génica y de proteinas
involucradas en la lipogenesis (SREBP-1, FAS), oxidacion de acidos grasos (PPARa vy
CPT-1), receptores del dulzor asi como proteinas involucradas en el gasto energético
como AMPK. -

7. Analizar el efecto del consumo 'ae edulcorantes sobre los receptores T1R2 y TtR3 en
lengua, intestino, vejiga, cerebro y tejido adiposo.

8. Determinar la composicion corporal por resonancia magnética (% de grasa, % masa
grasa, % de masa libre_de grasa, % de agua corporal), de animales con y sin OID que
consumen diferentes edulcorantes naturales y artificiales.

9. Estudiar mediante calorimetria indirecta, el gasto energético y el coeficiente respiratorio
de animales con y sin OID que consumen diferentes edulcorantes naturales y
artificiales.
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3) Justificacion del experimento y los procedimientos en el uso de animales:

Existe una gran confusion tanto para el consumidor como para el cientifico si los diferentes
edulcorantes artificiales tienen un impacto benéfico o adverso sobre la salud. También existe
confusion si todos los eduicorantes artificiales generan un cambio similar sobre la microbiota
intestinal. Ademas no existe mucha informacién si cambios en la mlcroblota se asocian con
cambios en la expresion de los receptores del dulzor

El consumo de edulcorantés artiﬁciales (aspartame, sucralosa, sacarina) asi como el consumo
de azucares (sacarosa, fructosa) o edulcorantes naturales (Stevia rebaudiana, xilitol) han
causado una gran controversia en los Ultimos afos. Basado en diversos estudios
epidemioldgicos se han observado cambios importantes en los patrones de alimentacion en los
hogares de México mostrando una disminucién en el consumo de alimentos tradicionales,
vegetales y frutas; con un incremento en azlcares refinados, grasas y refrescos (1). Durante la
ultima década se observo un incremento sustancial en el nimero de productos que contienen
edulcorantes y en el consiguiente -eonsumo de los mismos. En Estados Unidos salieron al
mercado mas de 6000 produ¢tos con edulcorantes entre 1999 a 2004. Por otro lado el azlcar
proporciona hidratos de carbono que se absorben rapidamente y al encontrarse en una gran
cantidad de alimentos, da lugar a una ingesta de energia excesiva, ganancia de peso y
sindrome metabdlico. Por ello las personas escogen los edulcorantes no caléricos sobre el
azucar, con la intencion de perder o mantener el peso corporal (2).

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inclusion de 5% de sacarosa en
el agua mas una dieta alta en grasa-saturada significativamente incrementan las anormalidades
de parametros bioguimicos de ratas que consumieron esta dieta por 7 meses, como son:
trigliceridos, colesterol total, colesterol LDL, insulina, leptina, intolerancia a la glucosa y un
desequilibrio significativo en la proporcion de-bacterias en el intestino (disbiosis) incrementando
significativamente los Firmicutes’y disminuyendo significativamente los Bacteroidetes.

Firmicutes Actinobacterias

Bacteroidetes

@
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Figura 1. Relacion de Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias en ratas alimentadas con una dieta control (AIN 93) y
en un grupo alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y 5% de aztcar en el agua (DIO)

CONTROL CONTROL

Interesantemente, los estudios epidemioldgicos sugieren que los edulcorantes artificiales no
ayudan a la pérdida de peso. Estudios de cohorte prospectivos correlacionan de manera
positiva el uso de edulcorantes artificiales y la ganancia de peso. Las bebidas dietéticas, de
amplio consumo en la poblacivn, se han relacionado con un incremento de 0.16 Kcal/mz,en el
indice de masa corporal por cada porcion de bebida consumida. Esto resulta relevante dado
que los edulcorantes no aportan, o aportan una cantidad minima de energia (2).

El mecanismo por el cual el sabor dulce es Util para predecir la ingesta energética (caldrica) se
ve alterado al utilizar edulcorantes, ya que el organismo prepara una respuesta en el tracto
gastrointestinal para el procesamiento de [os hidratos de carbono asociados al sabor duice, que
no se lleva a cabo con [a ingestidn de los edulcorantes; la consecuencia es |la disociacion de la
dulzura de la ingesta energética (13). Experimentos en roedores sugieren que el dar un
edulcorante natural genera una respuesta que mantiene el consumo de energia constante,
mientras que esto no ocurre con el consumo de edulcorantes artificiales que pueden ocasionar
una ingesta energética compensatoria mayor asociada al ‘bajo contenido caldrico del
edulcorante artificial (2). Otros estudios con edulcorantes artificiales demostraron que estos
influyen en la diferenciacion de los adipocitos estimulando la adipogénesis y que este

mecanismo es dependiente de la dosis utilizada (3). Los diferentes hidratos de carbono
' 3
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impactan de maneras diferentes el metabolismo- de los lipidos. La fructosa incrementa la
lipogénesis de novo, provoca dislipidemia, disminuye la sensibilidad a la insulina e incrementa
la adiposidad visceral; interesantemente el consume de glucosa provoca un incremento en la
adiposidad subcutanea en roedores (4). |

Estas alteraciones fisioldgicas contribuyen al desarrollo de enfermedades crénicas, cuyas
causas aun tienen mdultiples incégnitas, que impactan a millones de personas a nivel mundial.
La obesidad y Diabetes mellitus han alcanzado proporciones epidémicas que representan un
costo sustancial para los sistemas de salud alrededor del mundo. Los tratamientos
desarrollados a través de la mvestlgamon representan una esperanza para los afectados, ya
gue aln no se encuentra una cura.. Estas patologias se encuentran asociadas a diversos
factores de riesgo como inactividad fisica, exceso de grasa corporal, habitos alimenticios
inadecuados, disbiosis de la microbiota intestinal, sefializacion hormonal (leptina), y otros
factores que contribuyen a estados sistémicos patologicos. Por lo anterior, es fundamental
realizar mayores estudios para comprender los mecanismos de accién a nivel molecular de los
diferentes edulcorantes sobre las alteraciones metabolicas generadas por una disbiosis en la
microbiota. Actualmente se sabe gue la microbiota es considerada como un nuevo organo por
su impacto sobre la salud. .. «

La microbiota intestinal se define como la comunidad microbiana que habita un medio ambiente
especifico, en nuestro caso la microbiota de interes es la intestinal. Las principales phylas
bacterianas que conforman la microbiota intestinal son los Firmicutes (64%), Bacteroidetes
(23%) Actinobacterias (3%), Proteobacterias (8%) y Verrucomicrobia (2%). Se ha demostrado
en varios estudios que durante el desarrollo de la obesidad se presenta un desequilibrio de
estas bacterias favoreciendo la presencia de Firmicutes y disminuyendo la de Bacteroidetes. El
tipo y la concentracion de polisacaridos ho digeribles pero fermentables, asi como la presencia
de algunos compuestos bioactivos modulan la proporcion de bacterias, sin embargo la
presencia de azucares o edulcorantes puede afectar la fermentacion de los polisacaridos

‘modificando los productos de fermentacion gue son los acidos grasos de cadena corta (acetato,

propionato y butirato). e

Recientemente se publico en la revista Nature (5) que el consumo de edulcorantes artificiales,
particularmente la sacarina, producen disbiosis en la microbiota intestinal resultando en
intolerancia a la glucosa. Los cambios observados en la micfobiota intestinal de roedores
incluyen un incremento en B. vulgatus y disminucion de Akkermansia muciniphila cuyas vias
metabdlicas estan asociadas a obesidad y diabetes mellitus. Los autores asumen que la
respuesta es similar para otros edulcorantes artificiales, y que provocan intolerancia a la
glucosa, sin embargo no toman en cuenta la, estructura quimica de cada edulcorante (Figura 2)
y ademas no lo demuestran, lo que sugiere que el efecto en la microbiota puede cambiar
significativamente dependiendo de la estructura de cada edulcorante.
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Figura 2. Estructura quimica de los edulcorantes.

Cabe mencionar que algunos edulcorantes naturales, como Stevia rebaudiana, se han asociado

4




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

a algunos efectos benéficos como la actividad antioxidante y esto -ha incrementado su uso en
productos comerciales. Sin embargo, al analizar su efecto in vitro sobre la microbiota intestinal
se demostro que inhibe el crecimiento de Lactobacillus reuteri y se observa un pH mas elevado
gue en los controles, indicando una posible modificacion en el microambiente (6). Por lo que es
necesario conocer el efecto in vivo de este edulcorante a largo plazo sobre la microbiota

Los mamiferos se inclinan por la preferencia del sabor dulce debido a que esta relacionado a la
presencia de hidratos de carbono que indican la disponibilidad de energia y nutrimentos. El
sabor se percibe por los receptores de la familia T1R, de los cuales T1R1, T1IR2 y T1R3 se
ubican principalmente en las papilas gustativas (7). Las células en las papilas gustativas envian
la informacién al sistema nervioso“central que da la percepcion del sabor. El sabor dulce es
detectado por la combinacion de T1R2+T1R3 (Figura 3) que tienen diversos sitios de unién para
-diferentes compuestos. Principalmente se distinguen 3 dominios en cada receptor, ta union de
N los edulcorantes a estos receptores permiten la percepmon del dulzor (8).

- RECERTOR
CARIBO A
s B

et o=

\

: ' Figura 3. Mecanismo de dccion de los receptores del dulzor TIR2 y T1R3
Los receptores del dulzor estan asociados a proteinas G, mediante la interaccion con GPCRs
de las células receptoras del gusto. Los T1R también se han encontrado en intestino, cerebro,
tejido adiposo, vejiga y otros érganos. Su localizacion en estos 6rganos sugiere muchas teorias,
entre ellas la posibilidad de detectar diferentes nutrimentos y mantener la homeostasis de los
mismos (9). En el caso de los roedores, TIR2 y T1R3 expresados en el intestino, se proponen

como los sensores de glucosa a nivel del tracto gastrointestinal (14).

Asociaciones entre el metabolismo energético y los receptores del dulzor en tejidos extraorales,

sugieren que son una parte importante de la homeostasis energetica. La glucosa es

metabolizada por la insulina que es sintetizada en las células pancreaticas, que también
expresan receptores asociados a proteinas G para detectar aminoacidos vy lipidos; este mismo
mecanismo es el usado para la deteccién del sabor dulce a través de T1R2 y T1R3. Se reporta
que el receptor que detecta la glucosa facilita el metabolismo de succinato mitocondrial, pero se
desconoce el mecanismo por el que esto ocurre y como se regula el metabolismo de glucosa

(15). Existe evidencia reciente donde se ha demostrado que ratones libres de germenes

presentan una sobre-expresion del receptor T1R3, sin embargo se desconoce si los

edulcorantes naturales o artifigiales modifiqguen la microbiota y de ahi la expresion de los

receptores del dulzor (17).

En conjunto los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes artificiales debido a su
estructura diversa pueden modificar de manera diferencial a la microbiota y de ahi generar
diferentes alteraciones en el metabolismo de lipidos, asi como en la expresion de los receptores
del dulzor que modulan el metabolismo energético de la célula
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4) Clasificacion del proyecto de acuerdo al nivel de invasividad en los animales.

Categoria A

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

Categoria B.

Experimentos o ejercicios, de ensefianza que se espera produzcan- poca o ninguna angustia,
incomodidad o dolor en espemes anlmales 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 proporcion del nivel y la duracion de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables.Los ejercicios"de ensefianza que involucran procedimientos
dentro'de esta categoria requieren de una fuerte justificacion de sus objetivos académicos.

.~ -~
"

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

Categoria E

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

&

Para mas |nformaCIon consultar: vy, GoEL. C:i/D(}é:i snis/Standards /(aumﬁsé nes/Soanis/ANEXASE pdf

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

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccion y refinamiento.
Para mayor informacién consultar:
hitp:/fec.europs. eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/thres-rs-principle.hitm

Se decidio trabajar con ratas Wistar ya que por experiencias previas en el laboratorio
se he desarrollado de manera exitosa un modelo de obesidad inducida por dieta, el
cual se acerca mas a la realidad en la actualidad sobre los pacientes obesos, con
riesgo de ‘desarrollo de otras enfermedades cronico-degenerativas, por lo que el
estudio en modelo invivo nos da una mejor perspectiva de la realidad

Cada uno delos grupos experimentales tendra una n=6, ya que esta es la minima
cantidad necesaria para obtener resultados relevantes, de acuerdo a otros estudios en
modelos animales de rata.

Finalmente, los animales seran sometidos a procedimientos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo
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6) Describir como se realizara la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.

No se requerira el transporte o movilizacién de animales.

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

LN

Género — Especie. Cantidad Rango de peso Rango de edad | Sexo
Ratas- Wistar 196 180-220 _| 3-4 semanas “machos
No. de Grupos experimentales: 16

No. de animales por grupo: 6

No. TOTAL DE ANIMALES: | 96 -

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

Los animales permaneceran en’el bioterio entre 7 y 8 meses.

et

&

Las ratas se defasaran manejando grupos de 48 en 48 animales siendo factible la

entrega y espacio para el manegjo de animales

Inicio de periodo Termino de periodo Grupos en tratamiento
1-02-16 31-09-16 1-8 n=48

15-10-16 15-05-17 9-16 n=48

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento NO | S| | Frecuencia, cantidad y via.
Restriccion de agua y/o alimento por mas de 8 X

horas. ‘
Toma de muestra sanguinea. X | Inmediatamente después del

sacrificio mediante puncion
cardiaca para cuantificar
parametros bioguimicos

Colocacion de canula. X
Técnica para modificar conducta. X
Inoculaciones de agentes. X | En la dieta de ingesta diaria
Procedimientos quirurgicos con recuperac;lon. X )
Procedimientos quirtrgicos sin recuperacion. X

X

Uso de adyuvantes (indicar cual)
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Estudios LD50 o ID50

Restriccion fisica (maximo 6 horas)

XXX

Restriccion fisica (menos de 6 horas)

Confinamiento o aislamiento . . X | Unicamente durante la prueba de
calorimetria, se mantendran solos
en una caja metabdlica durante
un dia.

pad

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales. «

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogéricos

Sustancias quimicas toxicas

Implantes

x| 31| x|

a Estudios estereotaxicos.

Oftros:

|

1 ‘ —

| .10) Describir detalladamente los procedimientos a realizar incluyendo material, sujecion,
vias de administracion o toma de muestra, frecuencia, niumero de veces de muestreo,
volumen de aplicacion y volumen dé toma de muestra, etc.

; A) Se utilizaran 16 grupos con una n=6 por grupo, en total 96 ratas Wistar. Las dietas se
preparan en la planta piloto del departamepto de tecnologia de jglli‘mentos

= Tratamiento 1 (Control):cDieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones
del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente %
Almidon - 39.749
Caseina ; ) 20
Maltodextrina 13.2
Sacarosa , 10 |
Aceite de soya ’ 7
Celulosa 5

“Mineral mix 35
Vitaminas mix 1
" LCisfina 0.3
Colina . 0.25
TBHQ 00014

= Tratamiento 2 (Control+5%Sacarosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sacarosa al 5%

= Tratamiento 3 (Control+5%Fructosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
fructosa al 5%
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Tratamiento 4 (Control+5%Glucosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
glucosa al 5%

Tratamiento 5 (Control+5%Stevia): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition). y agua de bebida con
stevia al 5%

Tratamiento 6 (Coritrol+5%Sucralosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las .
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de beblda con
sucralosa al 5%

Tratamiento 7 (Control+5%mascabado): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
mascabado al 5%

Tratamiento 8 (Contro‘l+5%Sacanna) Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con
sacarina al 5%

Tratamiento 9 (DAGS): Dieta alta en.grasa saturada

! ~ DAGS

| Ingrediente. = - Y%
Almidén D 23.903 ..
Casefna 24 .

. Maltodextrina - - 10.267

- Sacarosa 7.778

- Aceite de soya - 7

“Celulosa . 2.5

- Mineral mix 3.5
Vitaminas mix ) 1
it 63
o i

TBHQ | 00014
Inulina , o 25
Mahteca S 7

-

Tratamiento 10 (DAGS+5%Sacarosa): Dleta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sacarosa al 5%

Tratamiento 11 (DAGS+5%Fructosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con fructosa al 5% :

Tratamiento 12 (DAGS+5%Glucosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con glucosa al 5%

Tratamiento 13 (DAGS+5%Stevia Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con
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stevia al 5%

= Tratamiento 14 (DAGS+5%Sucralosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sucralosa al 5%

= Tratamiento 15 (DAGS+5%mascabado) Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida
con mascabado al 5%

= Tratamiento 16 (DAGS+5%Sacar|na) Die‘ta alta en grasa saturada y agua de bebida
con sacarina al 5% :

B) Para estudiar el efecto del consumo de los diferentes endulcorantes en un modelo animal
con y sin OID, se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura
controlada (22 + 2°C), bajo Ciolos de luz/oscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad.

Las ratas se leldlran en los 16-grupes antes mencionados y se alimentaran con esas dietas
durante el periodo de 7 meses, durante el mismo, se tendra un registro del peso corporal de 2
‘veces por semana, de la ingesta caldrica. Durante el tratamiento se medira cada mes la
composicién corporal por medio de resonancia magnetica. Al final de los tratamientos se
medira el gasto energético y el coeficiente respiratorio por calorimetria indirecta, de acuerdo a
lo previamente reportado (18). Una semana antes de finalizar el tratamiento se realizara una
curva de tolerancia a la glucosa, después de un ayuno durante la noche (de 6 a 8 h), se
administrara glucosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sanguinea de la cola del animal
alos 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion de la solucion glucosada
y al final del tratamiento se obtendran muestras de sangre para la determinacién de
parametros bioquimicos y heces para la determinacion de la Comp08|C|on de la microbiota
Para la determmamon de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de los diferentes endulcorantes y se aislara el DNA de la muestra vy se llevara a cabo la
amplificacién de phylas especificas por medio de gPCR utilizando primers especificos para
cada phyla y con la plataforma de secuenciacion masiva MiSeq de lllumina

Transcurridos los 7 meses, las ratas se iran sactrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncion cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, rifion, musculo, lengua, cerebro, colon, y el tejido adiposo visceral (gonadal y
retroperitoneal) y subcutdneo localizado en la zona inguinal e intercostal de todos los grupos
asi como tejido adiposo pardo y las muestras se congelaran en nitrogeno liquido y se
‘almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se extraera ARN para estudiar la
expresion de los genes lipogénicos (SREBP 1,FAS,ACC), genes involucrados en la oxidacion
de &cidos grasos (PPARa, CPT-1), sensores de energia (AMPK), transportadores de glucosa
dependientes de insulina (GLUT4) en tejido adiposo y musculo). Adicionalmente, parte de los
tejidos (higado, lengua vy tejido adiposo) se destinara a estudios histologicos para observar la
morfologia y la presencia de inflamacion y acumulacion de grasa. Respecto al cerebro se
realizaran analisis histolégico e inmunohistoquimico, para determinar marcadores de
inflamacion, asi como numero,y morfologia de las espinas dendriticas y estrés oxidativo

Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuantificar
parametros bioquimicos como la glucosa, trigliceridos, leptina, colesterol HDL y LDL, mediante
pruebas enzimatico-colorimetricas y por ultimo se tomaran muestras de heces para la
determinacion de la microbiota.

C) El tamafio de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha
demostrado que es el numero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en [a expresion de genes

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.
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E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 16 grupos experimentales de tratamiento

..
MR

11) Si el.protocolo incluye fa *restriccion de movimiento de los animales consientes,
indique el grado y tiempo de inmovilizacion y los dispositivos para logrario.

. Los animales no se privaran de movimiento, ni se les inmovilizara.

AN ~

LY

12) Agentes analgésiéos, anestésicos y/o tranquilizantes que se utilizaran.

s Especie ‘ Agente Dosis Via de admdn. Frecuencia.

Rata Sevofluorano Inhalada 1 vez

2 -
13) ¢Qué parametros empleara para conocer el grado de Anestesia o analgesia del
- agente®a utilizar? -

Se considerara que el animal esta anestesiado cuando no haya una reaccion (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentiimente se genera presion en la porcion proximal de la
‘ cola, puede ser con los dedos o con una pinza). Otra técnica consiste en pellizcar las
garras, ya sea con los dedos o con pinza, un animal anestesiado no debe tener una
respuesta de retiro de la pata.
Ademas, puede considerarse que permanezca en posicion decubito dorsal sin
moverse y que las vibrisas no estén en movimiento. ‘
También se monitorean los signos vitales, dado que la frecuencia cardiaca y
respiratoria se incrementan si no esta anestesiado.
\
|

14) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugias) especificar los
cuidados pre y post-operatorios (utilizacion de antibioticos, analgésicos, limpieza y
desinfeccion.

No habra procedimientos quirdrgicos

15) Evaluacién de signos de dolor de su proyecto piloto.

Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccion, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamientos estereotipados, agresividad,

11
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cambios en comportamiento social...

- Respuesta a estimulos externos

- Signos clinicos:
i. Respiracion: normal laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones L
v. Descarga nasal, salivacién

K (S SI WY
Escala: 0 si es normal, 1 si e! parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si esta muy afectado.

Parametro 0 1 2 3
a) Peso corporal - X
b) Apariencia X
¢) Signos clinicos (Temp., FC FR. etc) X
d) Conducta esponténea. = . X
e) Conducta provocada. X

16) ¢Cuales seran los criterios para establecer el “punto final humanitario”?

Criterios de punto final . . .
Basandose en los parametros seleccionados para evaluar la condicién del animal hay que
determinar en que momento se protedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segun la gravedad que
presenten. . ™ -
a. Variacion de peso corporak
1. Aceptable una disminucion del 5-10%
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social efc., pueden
valorarse segun la escala:
1. 0 sies normal.
2. 1 siel parametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2 siesta afectado
4. 3 siesta muy afectado.

Hay que tener en cuenta ‘que no existe un criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propic protocolo de determinacién de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en ctianto a proteccion de los animales utlhzados en experimentacion y por
otra se evite la pérdida de datos del estudio.

Se tomaré en cuenta que los tratamientos a evaluar tienen un efecto modesto en la reduccion

del peso corporal, por lo que es de esperar que éste, cambie.

Sin embargo, como cirterios de punto final, se pueden considerar ciertas variables, por ejemplo:
el peso corporal, cambios en |la conducta motora, el consumo de alimento, el consumo de agua,
la temperatura, que presente convulsiones o hemorragias, entre otras. La escala sera la
siguiente y se asignara un score final al cuantificar los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.

1 si el pardmetro en cuestion se ve ligeramente alterado
2 si esta afectado

3 si esta muy afectado.

12
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Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se
considerara que al animal habra que hacerle la eutanasia (asfixia con CO,)

17) ;Cual sera el método de eutanasia que utilizara?

B

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)’

Ve 4y

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.

Especie Metodo Dosis Via
Raton entobarbital 210 mg/kg IV, IP
Rata Sl 120 mg/kg IV, IP
Jerbo e, 270 mg/kg IV, 1P

* * Pentobarbital

Conejo ‘ Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg Vv, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital . " 90 malkg v
Rana Pentobarbital [ 100 mg/kg P

* Método aceptado Gnicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicécic’m requiere
una justificacion cientifica por parte del Investiador Responsable

L

18) El protocolo representa’ riesgo biolégico?

: ajNe- - b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consuitar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
hitpffwww cde govibiosalety/publications/bmbis/BMBLE sect Vopdf

¢

19) ¢Cuadl seréa el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos sdlidos
patolégicos y se llevaran-a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacion de acuerdo con los lineamentos éticos

y humanitarios que figen la experimentacion con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00-1999. '

Nombre y firma del-nvestigador Responsable

i

Dra. [ﬁimbe TGFL‘éS y Torres
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Cuando un score sea de 3 en alguna variable o que en total sumen >5 como score final, se
considerara que al animal habra que hacerle la eutanasia (asfixia con COy)

17) ;Cual sera el método de eutanasia que utilizara?

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)’

Ve

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.

Especie Meétodo Dosis | Via
Raton P 210 mglkg IV, IP
Rata o S 120 mg/kg IV, IP
Jerbo e, 270 mg/kg IV, IP

* * Pentobarbital

Conejo , Pistola de perno cautivo’ 120 mg/kg IV, 1P

Asfixia con CO,
Pentobarbital

Cerdo . " 90 mgrkg v

Rana Pentobarbital [ 100 mg/kg P

* Método aceptado unicamente bajo ciertas condiciones establecidas por el comité. Su aplicécic’m requiere
una justificacion cientifica por parte del [nvestiador Responsable

L

18) El protocolo representa riesgo biolégico?

: ayNe- - b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consuitar la clasificacion del Center for Disease Control and Prevention.
htiofwww cde govibiosalety/publications/bmbiS/EMBLS sect V.pdf

19) ¢Cual seré el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos sdlidos
patolégicos y se llevaran -a un congelador destinado para el desecho de dichos residuos, para
posteriormente ser entregados a la empresa contratada para su manejo posterior.

Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacion de acuerdo con Ios lineamentos éticos

y humanitarios que figen la experimentacion con animales, asi como cumplir los aspectos
relativos al cuidado, manejo y uso de los animales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-2Z00-1999. '

Nombre y firma d L{r{vestigador Responsable

Dra. \limbe Tokiés y Torres

13
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/ANTECEDENTES:

'El consumo de edulcorantes artificiales (aspartame, sucralosa, sacarina) asi como el con:
(sacarosa, fructosa) o edulcorantes naturales (Stevia rebaudiana, xilitol) han ca
controversia en los Ultimos afios. Basado-en diversos estudios epidemiolégicos se han ol
importantes en los patrones.de alimentacion en los hogares de México mostrando una
consumo de alimentos tradit;ipnales, vegetales y frutas; con un incremento en azucares r
refrescos ADDIN EN.CITE (1). Dirante la Gltima década se observé un incremento sustancis
productos que contienen edulcorantes y en el consiguiente consumo de los mismos. E
‘salieron al mercado méas de 6000 productos con edulcorantes entre 1999 a 2004. Por c
proporciona hidratos de carbono que se absorben rapidamente y al encontrarse en una
alimentos, da lugar a una ingesta de energia excesiva, ganancia de peso y sindrome m
las personas escogen los edulcarantes no caléricos sobre el azucar, con la intencion de |
el peso corporal (2). =+ ' ’

Estudios previos en nuestro laboratorio han demostrado que la inclusién de 5% de sacaro:
una dieta alta en grasa saturada significativamente incrementan las anormalidade
bioguimicos de ratas que -consumieron esta dieta por 7 meses, como son: triglicérido
colesterol LDL, insulina, leptina, intolerancia a la glucosa y un desequilibrio significativo e
‘bacterias en el intestino (dis‘biosirs) incrementando_ significativamente los Firmicutes
significativamente los Bacteroidetes.”

Figura 1. Relacion de Bacteroidetes, Firmicutes y Actinobacterias en rtas alimentadas col
(AIN 93) y y en un grupo alimentadas con una dieta alta en grasa saturada y 5% de azuca

~

£

EDULCORANTES Y GANANCIA DE PESO

Interesantemente, los estudios epidemiolégicos sugieren que los edulcorantes artificiale
pérdida de peso. Estudios de cohorte prospectivos correlacionan de manera positiva el us

artificiales y la ganancia de peso. Las bebidas dietéticas, de amplio consumo en la |




relacionado con un incremento de 0.16 Kcal/m? en el indice de masa corporal por cada
‘consumida. Esto resulta relevante dado que los edulcorantes no aportan, o aportan una c:
energia (2).

El mecanismo por el cual el sabor dulce es Util para predecir la ingesta energética (caldri
al utilizar edulcorantes, ya que el organismo prepara una respuesta en el tracto gastr
procesamiento de los hidratos de carbono asociados al sabor dulce, que no se lleva a cat
de los edulcorantes; la consecuencia es la disociacion de la dulzura de la ingeste
Experimentos en roetlores sugieren que el dar un edulcorante natural genera una respue
el consumo de energia constante, mientras que esto no ocurre con el consumo de edulc
‘que pueden ocasionar una ingesta energética compensatoria mayor asociada al bajo con
edulcorante artificial (2). Otros estudios con edulcorantes artificiales -demostraron que e:
diferenciacion de los adipocitos estimulando la adipogénesis y que este mecanismo es
‘dosis utilizada (3). Los diferentes hidratos de carbono impactan de maneras diferentes
los lipidos. La fructosa incrementa la lipogénesis de novo, provoca dislipidemia, disminuy
la insulina e incrementa la. .adiposidad visceral, interesantemente el consumo de glu
incremento en la adiposidad subcutanea en roedores (4).

Estas alteraciones fisiolégicas contribuyen al desarrollo de enfermedades crénicas, c
tienen multiples incégnitas, que impactan a millones de personas a nivel mundial. La ob
mellitus han alcanzado proporciofies epidémicas que representan un costo sustancial pai
salud alrededor del mundo. Los tratamientos desarrollados a través de la investigacior
esperanza para los afectados, ya gue aun no se encuentra una cura. Estas patologi
‘asociadas a diversos factores de riesgo como inactividad fisica, exceso de grasa
‘alimenticios -inadecuados, disbiosis de la microbiota intestinal, sefializacién hormonal
factores que contribuyen a estados sistémicos patoldgicos. Por lo anterior, es fundamentz
‘estudios para comprender los mecanismos de accion a nivel molecular de los diferentes €
las alteraciones metabolicas generadas por una disbiosis en la microbiota. Actualment
‘microbiota es considerada como un nuevo organo por su impacto sobre la salud.

‘La microbiota intestinal se define como la comunidad microbiana que habita un medio an
‘en nuestro caso la microbiota de interes es la intestinal. Las principales phylas bacterian
la microbiota intestinal son los Firmicutes (64%), Bacteroidetes (23%) Actinobacterias (3%
(8%) y Verrucomicrobia (2%). Se ha demostrado en varios estudios que durante el
‘obesidad se presenta un desequilibrio de estas bacterias favoreciendo la presencia
disminuyendo la de Bacteroidetes. El tipo y la concentracion de polisacaridos n«
fermentables, asi como la presencia de algunos compuestos bioactivos modulan la propol
sin embargo la presencia de azucares o edulcorantes puede afectar la fermentacion de
modificando los productos de fermentaciéon que son los &cidos grasos de cadena corta (a
'y butirato).

‘Recientemente se publicd en la revista Nature (5) que el consumo de edulcor
‘particularmente la sacarina, producen disbiosis en la microbiota intestinal resultando er




glucosa. L.os cambios observados en la microbiota intestinal de roedores incluyen un
vulgatus y disminucién de Akkermansia muciniphila cuyas vias metabdlicas estan asociz
diabetes mellitus. Los autores asumen que la respuesta es similar para otros edulcorante:
provocan intolerancia a la glucosa, sin embargo no toman en cuenta la estructura
‘edulcorante (Figura 2) y ademas no lo demuestran, lo que sugiere que el efecto en la
cambiar significativamente dependiendo de la estructura de cada edulcorante.

e 4y

%,Figura 2. Estructura quimica de los edulcorantes.
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'Cabe mencionar que algunos edulcorantes naturales, como Stevia rebaudiana, se han a
.efectos benéficos como la actividad antioxidante y esto ha incrementado su uso en prodt
Sin embargo, al analizar su efecto in vifro sobre la microbiota intestinal se demos
crecimiento de Lactobacillus reuteri y se observa un pH mas elevado que en los control
posible modificacion en el microambiente (6). Por lo que es necesario conocer el efec
‘edulcorante a largo plazo sobre la microbiota

'Los mamiferos se inclinan por la preferencia del sabor dulce debido a que esta relacione
‘de hidratos de carbono que indican la disponibilidad de energia y nutrimentos. El sabor
receptores de la familia. T1R, de los cuales T1R1, T1R2 y T1R3 se ubican principalme
gustativas . Las células en las papilas gustativas envian la informacion al sistema nerviost
percepcion del sabor. El sabor dulce es detectado por la combinacion de T1R2+T1R3 (Fi
diversos sitios de unidén para diferentes compuestos. Principalmente se distinguen 3 «
receptor, la unién de los edulcorantes a estos receptores permiten la percepc
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Figura 3. Mecanismo de accidn de los receptores del dulzor T1R2 y T1R3

Los receptores del dulzor estan asociados a proteinas G, mediante la interaccién con GP(
receptoras del gusto. Los T1R también se han encontrado en intestino, cerebro, tejido
otros 6rganos. Su localizacién en ‘estos érganos sugiere muchas teorias, entre ellas
detectar diferentes nutrimentos y mantener la homeostasis de los mismos (9) En el cas
TIR2 y T1 R3 expresados en el intesfino, se proponen como los sensores de glucosa
‘gastrointestinal (14).

'Asociaciones entre el metabolismo energético y los receptores del dulzor en tejidos ext
‘gue son una parte importante de la homeostasis energética. La glucosa es metabolizada |
es sintetizada en las células pancreaticas, que también expresan receptores asociados &
detectar aminoacidos y lipidos; este mismo mecanismo es el usado para la deteccion
través de T1R2 y T1R3. Se reporta que el receptor que detecta la glucosa facilita e
succinato mitocondrial, pero se desconoce el mecanismo por el que esto ocurre y ¢
tmetabollsmo de glucosa (15). Existe evidencia reciente donde se ha demostrado que
‘germenes presentan una sobre-expresion del receptor T1R3, sin embargo se desconoce ¢
naturales o artificiales modifiquen la microbiota y de ahi la expresion de los receptores del

En conjunto los antecedentes sugieren que los diferentes edulcorantes artificales debic
diversa pueden modificar de manera diferencial a la microbiota y de ahi generar diferent:
el metabolismo de lipidos, asi como en la expresion de los recpetores del dulzor
metabolismo energético de la célula




DEFINICION DE PROBLEMAS :
Actualmente existe un consumo excesivo de edulcorantes artificiales, pero no

el impacto en el metabolismo asi como en la salud gastrointestinal del cor
‘sustancias

JUSTIFICACION :

Existe una gran confusién tanto para el consumidor como para el cientifico si los difere
‘artificiales tienen un impacto benefico o adverso sobre la salud. Tambien existe confi
‘edulcorantes artificiales generan un cambio similar sobre la microbiota intestinal. Adema:
Jinformacion si cambios en la microbiota se asocian con cambios en la expresion de |
dulzor. :

El consumo de edulcorantes naturales o artificiales modularan de diferente manera la
icrobiota intestinal, | eptores del dulzor y el metabolismo de lipidos.

General: .

Determinar el efecto de edulcorantes naturales y artificiales sobre la microk
receptores del dulzor en un modelo con y sin obesidad inducida por dieta

Especificos:

1. Estudiar el consumo de edulcorantes naturales y a[tiﬁciales sobre la ingesta de alimento y la gal
modelo animal con y sin obesidad inducida por dieta (OID) en ratas cepa Wistar.

2. Evaluar el efecto de los edulcorantes naturales y/o artificiales sobre parametros bioquimice
triglicéridos, colesterol LDL, leptina, adiponectina y LPS en suero en un modelo animal con vy sin OIL

3. Determinar el efecto del consumo de endulcorantes, sobre la tolerancia a la glucosa, mediante una
la Glucosa ’




4. Analizar el efecto a nivel tisular del consumo de endulcorantes artificiales, sobre el hl’gado"‘: intestil
ratas con y sin OID

5. Determinar [a proporciéon de principales phylas, clases y especies de bacterias de la microbiot:
tratamiento con edulcorantes naturales y artificiales en un modelo con y sin OID, mediante la ident
por medio de secuenciacidn utilizando la plataforma MiSeq de lllumina

6. Evaluar el efecto de los endulcorantes sobre la expresion génica y de proteinas involucradas en la |
FAS), oxidacion de acidos grasos (PPARO( y CPT-1), receptores del dulzor asi como proteinas inv
energético como AMPK ‘

7. Analizar el efecto dél consumo de edulcorantes sobre los receptores T1IR2 y T1R3 en lengua, intes
tejido adiposo.

Y

8. Determinar la composicién corporal por resonancia magnética (% de grasa, % masa grasa, % de n
de agua corporal), de animales con y sin OID que consumen diferentes edulcorantes naturales y artii

9. Estudiar mediante calorimetria indirecta, el gasto energético y el coeficiente respiratorio de anima
consumen diferentes eduleorantes naturales y artificiales.

A) Se utilizaran 16 grupos con una n=6 por grupo, en total 96 ratas Wistar. Las dietas
planta piloto del departamento de tecnologia de alimentos

‘ratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones del
Institute of Nutrition).
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ratamiento 2 (Control+5%Sacéfosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sacarosa al 5%

ratamiento 3 (Control+5%F?DE:to§a): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con fructosa al 5%

Tatamiento 4 (Control+5%Glucosa): bieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomend:
(American Institute of Nutrition) y agua de bebida con glucosa al 5%

v

e

] ratamiento 5 (Control+5%Stevia): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendsz
(American Institute of Nutrition) y agua de bebida con stevia al 5%

ratamiento 6 (Control+5%Sucralosa): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sucralosa al 5%

[ratamiento 7 (Control+5%mascabado): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las rec
AIN-93 (American\lnstitute of Nutrition) y agua de bebida con mascabado al 5%

-

‘ratamiento 8 (Control+5%Sacarina): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomer
93 (American Institute of Nutrition) y agua de bebida con sacarina al 5%
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‘ratamiento 9 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

- Almidén

Maltodextrina ~~
«« . Aceitedesoya
Mineral mix

Warnca

Tratamiento 10'(DAGS+5%Sacarosa)Y’:‘ Dieta alta en g,rasé saturada y agua de bebida con ¢
;'ratamiento 11 (DAGS+5%Fructosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con frt
ratamiento 12 (DAGS+5%Glucosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con glt

‘ratamiento 13 (DAGS+5%Stevia Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con stevia

~
=

ratamiento 14 (DAGS+5%Sucralosa): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con ¢

‘ratamiento 15 (DAGS+5%mascabado): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida -




5%

ratamiento 16 (DAGS+5%Sacarina): Dieta alta en grasa saturada y agua de bebida con se

B) Para estudiar el efecto del consumo de los diferentes endulcorantes en un modelo ani
se pretende utilizar i@tas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22
de luz/oscuridad de 12h/12R y'50-55% de humedad.

Las ratas se dividiran-en los 16 grupos antes mencionados y se alimentaran con esas
 periodo de 7 meses, durante ekmismo, se tendra un registro del peso corporal de 2 vec
la ingesta cal6rica. Durante el tratamiento se medira cada mes la composicién corp:
resonancia magnética. Al final de los tratamientos se medira el gasto energético y el coef
por calorimetria indirecta, de acuerdo a lo previamente reportado (Chavez Santoscoy, 2
antes de finalizar el tratamiento se realizard una curva de tolerancia a la glucosa, des
durante.la noche (de 6 a 8 h), se administrara glucosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar r
. de la cola del animal a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administra
glucosada y al final del tratamiehto se obtendran muestras de sangre para la determinac
bioquimicos y heces para la determinacidén de la composicidn de la microbiota

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior &
diferentes endulcorantes y se aislara el DNA de la muestra y se llevara a cabo la ampl
especificas por medio de gPCR utilizando primers especificos para cada phyla y cor
secuenciacion masiva MiSeq de lllumina

Transcurridos los 7 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfi;

a una puncion cardiaca; bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el higado, rifion,

cerebro, colon, y el tejido adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) y subcutaneo loc

- inguinal e intercostal de todos los grupos asi como tejido adiposo pardo y las muestras

~ nitrégeno liquido y se almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se ¢
estudiar la expresion de los :

genes lipogénicos (SREBP-1,FAS,ACC), genes involucrados en la oxidacién de acido




CPT-1), sensores de energia (AMPK), transportadlérres' de glucosa dependientes de in:
tejido adiposo y musculo). Adicionalmente, parte de los tejidos (higado, lengua y i
destinara a estudios histolégicos para observar la morfologia y la presencia de inflamac
~ de grasa. Respecto al cerebro se realizaran analisis histologico e inmunohistoquimicc

- marcadores de inflamacion, asi como numero y morfologia de las espinas dendriticas y e

Se tomaran muestras de sangre para posteriormente separar el plasma y cuar
bioguimicos como la glucosa, triglicéridos, leptina, colesterol HDL y LDL, mediante pr
colorimetricas y por ultimo se tomaran muestras de heces para la determinaciéon de la mic

C) El tamario de la muestra sera de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos
- que es el nimero minimo de animales para poder observar cambios representativos ¢
- genes A '

D) Las ratas son machos de peso inicial de 200g aproximadamente.
E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

F) Se tendran 16 grupos experimentales de tratamiento

v

N

Las ratas se defasaran manejando grupos de 48 en 48 animales siendo factible la entrega y espa

animales
Inicio de periodo Termino de periodo Grupos en tratamiento
1-02-16 . 31-09-16 1-8 n=48
15-10-16 15-05-17 . 9-16 n=48

A) Ratas machos de la cépa Wistar, de peso entre 180-220 g.

N

B) Se excluiran ratas hembras

C) Se eliminaran del estudio las ratas que no aumenten de peso o0 que presenten
cion con las ratas que reciban esta dieta.




RT-PCR

adiposo

Variable Definicién Muestra Tipo de Escala de
. variable medicion
Glucosa Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de glucosa
por ensayo enzimatico continua
Triglicéridos Concentracién Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
triglicéridos por ensayo
enzimatico: o
| Colesterol HDL | Concentracion . Suero Cuantitativa mg/di
plasméatica de continua
colesterol HDL por
ensayo enzimatico ,
| Colesterol LDL | Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de continua
colesterol L.DL por
ensayo enzimatico
SREBP-1 Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por - continua arbitrarias
RT-PCR
FAS Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresién génica por continua arbitrarias
RT-PCR" ~ ~
ACC Medicidn de:la Higado Cuantitativa Unidades
expresion genica-por continua arbitrarias
RT-PCR
CPT-1 Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR
PPAR-a Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
‘ RT-PCR
NOX Medicion de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
TNF-a Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
PPAR-y Medicion de la Tejido Cuantitativa Unidades
| expresidn génica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR
| XBP-1 Medicion de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion geénica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo
| BIP Medicién de la Higadoy Cuantitativa Unidades
expresion génica por tejido continua arbitrarias




ATF-6 Medicidn de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresién génica por tejido continua arbitrarias
RT-PCR adiposo

Leptina Medicion de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion genica por adiposo continua arbitrarias
RT-PCR

Adiponectina Medicién de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresion génica por . | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR ’

APP Medicién de la Tejido Cuantitativa Unidades
expresiéon-génica por . | adiposo | continua arbitrarias
RT-PCR .. ..

| GFAP Medicién de la Cerebro Cuantitativa Unidades
expresion génica por continua arbitrarias
RT-PCR .

SREBP-1 Medicion de la ) Higado Cuantitativa Unidades
expresidn proteica por continua arbitrarias
medijo de. .. -

Western blot

FAS Medicion de la 1 Higado Cuantitativa Unidades
expresién proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot

PPAR-a Medicién de:la Higado Cuantitativa Unidades

| expresidn proteica por continua arbitrarias
medio te
Western blot

PPAR-y Medicion de la ‘ Tejido Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | adiposo continua arbitrarias
medio de
Western blot

| AKT Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejidor continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
AKT-P Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
“| expresidn proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
IRS-1 Medicidn de la Higadoy Cuantitativa Unidades
‘ expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo

S N



Western blot
IRS1-P Medicién de la Higado y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
IRS-2 Medicién de la Higadoy Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de ) adiposo
Western blot
IRS2-P Medicion de la . Higado y Cuantitativa Unidades
expresion proteica por | tejido continua arbitrarias
medio de adiposo
Western blot
| AMPK Medicion de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de
Western blot
GLUT4 Medicién de la Higado Cuantitativa Unidades
expresion proteica por continua arbitrarias
medio de Musculo
| Western blot
‘ T1R2 Técnicas - Lengua - . | Cuantitativa Unidades
| inmundhistoquimicas . continua arbitrarias
| T1R3 Técnicas - Lengua Cuantitativa Unidades
| inmunohistoquimicas continua arbitrarias
GFAP Medicion de la ‘ Cerebro Cuantitativa Unidades
expresidn proteica por continua arbitrarias
‘ medio de
Western blot
Insulina Cuantificaciéon por RIA | Suero Cuantitativa ng/mL
| ‘ : continua
| | Densidad total | Técnicas Cerebro Cuantitativa Unidades
de espinas inmunohistoquimicas continua arbitrarias
dendriticas :
Morfologia de Técnicas Cerebro Cuantitativa Unidades
espinas ~| inmunehistoquimicas continua arbitrarias
| dendriticas
| Analisis estadistico.
Las variables continuas seran expresadas en promedios con error estandar y se evalual
Kolmogorov-Smirnov para analizar su tipo de distribucion. En caso de que los datos

distribucion _normal, se realizaréd la transformacién logaritimica antes del analisis.




bioguimicos como la glucosa, triglicéridos, colesterol HDL y colesterol LDL se analizaran r
de ANOVA de una via, comparando los grupos tratados con el grupo control. Posteriormer
prueba post hoc de Bonferroni. De igual manera, se analizara la expresion génica y de pre
como valor significativo de p cuando sea menor a O 05

BENEFICIO DIRECTO:

Conocer el efecto metabélico y sobre la composicion de la microbiota intestinal de los endulcorantes naturales y artific:
control como en un modelo de obesidad inducida por dieta

BENEFICIOS INDIRECTOS:

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS Ninguna -
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Nlnguna
EFECTOS ADVERSOS : Nlnguno T

EFECTOS PSICOLOGICOS : Nlnguno

METODOS DE SEGURIDAD : Observacién diaria de los modelos animales para determinar si existealguna alteracion
control del peso y consumo de alimento.

PROCEDIMIENTOS : consulta con el veterinario
{OTRO TIPO DE RIESGO : Ni
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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.





