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SECRETARIA DE SALUD

Ciudad de México a 06 de Octubre de 2020

No. Oficio CICUAL — 123-2020

| DRA. NIMBE TORRES Y TORRES

| DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA DE

| LA NUTRICION e
P RESENTE

« &£stimada Dra. Torres

Este comité ha dictaminado que.se RECIBE Y ACEPTA el cierre de su proyecto intitulado
“EVALUACION IN VIVO EN UN MODELO MURINO DE RATAS WISTAR MACHO CON Y SIN
OBESIDAD INTRODUCIDA POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE FRIJOL; CAPACIDAD
ANTIHIPERGLUCEMIANTE” con clave CINVA- FNU—174{4—16/ 18-1. En caso de tener alguna duda

v o comentario, se lo haremos saber.

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

;E, TAMENTE

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

Ccp. MVZ. Mariela G. Contreras Escamilla- Departamento de Investigacion Experimental y Bioterio
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SECRETABIA DY Sal ,f FELVADOE TUBIRAN

Ciudad de México ., a 31 de agosto del 2020

DR. JORGE ALBERTO mgmns ?%YﬁN ‘
COORDINADOR DEL CICUAL =
PRESENTE

LY

Estimado Dr: Barrios:

Por este conducto me permito solicitar el eigrre del protocolo “Evaluacién in vive en un
modelo murino de ratas Wistar machn con y sin obesidad inducida por dieta de un
concentrado de frijol; Capacidad mltm zpeglmmmxan te”

" conregistro CINVA o CICUAL: 1744-16/18-1 debido a que el protocolo ha corcluido.

2

Sin otro particular por ¢l momento, quedo de usted.

ATENTAMENTE,




Ciudad de México a 8 de septiembre del 2020.

aRME DEL PROYECTO CINVA-FNU-1744-16/18-1. EVALUACION IN VIVO
EN‘UN MODELO MURINO DE RATAS WISTAR MACHO CON Y SIN OBESIDAD

INDUCIDA POR DIETA-DE UN CONCENTRADO DE FRIJOL; CAPACIDAD
ANTIHIPERGLUCEMIANTE. ..

Responsable Dra. Nimbe Torres y Torres, Departamento de Fisiologia de la Nutricién.
A continuacion se describen ios prmmpates hal!azggzs del proyecto que se vieron reflejados enun
articulo de investigacion originat en ia femsta Nutrients (F Fi=4. 5) con el titulo ” Consumption of
cooked black beans stimuiates a cluster of some Clostridia class bacteria decreasing
inflammatory response and improving insulin seﬁéiﬁ#ity. Nutrients 2020, 12, 1182; doi:
10.3390/nu12041182, “ - |
La dieta puede influir en la mmpo&mmn d‘e la microbiota humana; sin embargo, hay poca
informacion sobre el efe&:’cc} de las Iegambres como fuente de pmtamas y por su conteriido de
almidon resistente con respecto a Su impacto en la microbiota ntestmai Las legumbres o fas
leguminosas son una l»mmr%aﬁmfuenwéa pmwmas y carbohidratos mmpiaws que sirven como
una importante fuente de energia en la dieta humana. El contenido de carbohidratos de las
legumbres es del 60-65% y el almidon constituye la mayor fraccién de los carbohidratos. Los dos
componentes del aimidon, la amilosa, que es una molécula lineal, y la amilopectina, que esta
muy ramificada, lo que hace que la amiigg&ﬁiﬁaseaféﬁi Imente accesible a las enzimas digestivas
del intestino delgado. El almidén msismamjfﬁﬁ} mmienemoiécwas. de glucosa ligadas que son
resistentes a la hidrélisis en el intestino delgado, pasando directamente a través del colon donde
es fermentado por la micrabiatarésidgnfe. Al entrar en el colon, el RS se somete & un alto grado
- de fermentacién anaerdbica por la microbiota local en hidrégeno, metano, diéxido de carbono y

sia é-ﬁi&%ﬁ grasos de cadena corta (acetato, propionato y butirato).




( to es el 4cido graso de cadena corta ﬁr&:ﬁqminaﬁte producido a partir de la RS, que
N participa én el mantenimiento de la homeostasis intestinal. El butirato tiene varios beneficios
propuestos para la salud, entre ellos ét&é&miyniztrﬁ éé«e‘n&rgia para las células epiteliales del colon
y la mejora de la sensibilidad a la insulina. La mejor fuente natural de éimicﬁmas resistentes son
les pldtanos menos maduros, iﬁa& leguminosas y las papas, Se-ﬁst%& que la ingesta puede ser de
hasta 30-40 g por dia. En 2013, las Naciones Unidas declararon el afio 2016 "Afio de las
Legumbres” con el fin de mncigpcia&fffgﬁéiz;ﬁamr a las leguminosas como fuente primaria de
proteinas y, por tanto, de RS[2]. Las frijoles negros son inusuales en su contenido de almidén
resistente y que no se convierte en azicares simples évitando un rapido aumento del nivel de
azucar en la sangre. Se ha demostrado los beneficios de los aimiiimnm resistentes aislados pero
no de los contenidos en el frijol negro, ademas de que se conoce poco sobre su efecto en el
metabglismo de la glucosay los lipidos. *

El propésito del presente trabajo fue estu{ii(afy'féi efecto de los ﬁ:i}é%"ém&gmg cocidos con y sin
alto contenido de grasa yaméar (-HF+$} en la dieta sobre la composicién corporal, el gasto de
energia, la microbiota intestinal, los dcidos grasos de cadena corta, NF-B, las ocludinas
intestinales, la sefializacion ﬁé la insulina en un modelo de rata y el &rea bajo la curva para la
glucosa, la insulina en sujetos sanos. El consumo de frijﬁi,ﬁegm redujo el porcentaje de grasa
corporal, el drea bajo :Es curva de la glucosa, ga leptina sérica, el LPS, [as concentraciones de

glucosa e insulina y aumento el gasto energético incluso en presencia de HF+S,

LEONA VICARIC



Itados podrian estar medmda& en parté ;mr la modificacion de fa microbiota intestinal,

por éf aumento de un grupo.de bactena& de | a s:ase Clostridia, principalmente R. bmmﬂ, C

eutactus, R. collidus, R. ffﬁk’éfaﬁwﬂﬁ v & guﬁ:msmmm ¥ por un aumento de la concentracion de

butirato fecal. En conclusion, se puede recomendar el consumo de BB para prevenir la resistencia

ada insulina y la endotoxemia metabélica modificando la microbiota intestinal, Por dltimo, los

grupos alimentados con BB mostraron una menor abundancia de FMO-3 hepatico, incluso con

una dieta alta en grasas que protege tontrd la produccién de TMAO v la obesidad.
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Article

Consumption of Cooked Black Beans Stimulates
a Cluster of Some Clostridia Class Bacteria
Decreasing Inflammatory Response and
Improving Insulin Sensitivity - -

Ménica Sanchez-Tapia , Irma Herndndez-Veldzquez %, Edgar Pichardo-Ontiveros !,
Omar Granados-Portillo 1, Amanda Galvez 2, Armando R Tovar ! and Nimbe Torres 1

! Departamento de Fisiologia de la Nutricién, Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion Salvador

Zubiran, Mexico City 14080, Mexico; gfbmoniktc@gmail.com (M.S.-T.); edgar.pichardo@gmail.com (E.P.-O.);
ograpo@yahoo.com (O.G.-P.); armando.tovarp@incmnsz.mx (A.R.T.)

2 Facultad de Quimica, Universidad Nacional Auténonma de México, Mexico City 0410, Mexico;
hernandezvelazquezia@gmail.com (LH.-V.); galvez@unam.mx (A.G.)

*  Correspondence: nimbe.torrest@incmnsz.my; Tel.: +52-55-5655-3038s
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Abstract: There is limited information on the effect of black beans (BB) as a source of protein and
resistant starch on the intestinal microbiota. The purpose of the present work was to study the
effect of cooked black beans with and without high fat and sugar (HF + S) in the diet on body
composition, energy expenditure, gut microbiota, short-chain fatty acids, NF-kB, occluding and
insulin signaling in a rat model and the area-under the curve for glucose, insulin and incretins in
healthy subjects. The consumption of BB reduced the percentage of body fat, the area under the curve
of glucosé, serum leptin, LPS, glucose and insulin concentrations and increased energy expenditure
even in the presence of HF + S. These results could be mediated in part by modification of the gut
microbiota, by increasing a cluster of bacteria in the Clostridia class, mainly R. bromii, C. eutactus,
R. callidus, R. flavefaciens and B. pullicaecorum and by an increase in the concentration of fecal butyrate.
In conclusion, the consumption of BB can be recommended to prevent insulin resistance and metabolic
endotoxemia by modifying the gut microbiota. Finally, the groups fed BB showed lower abundance
of hepatic FMO-3, even with a high-fat diet protecting against the production of TMAO and obesity.

Keywords: black bean; gut microbiota; Ruminococcus bromii; resistant starch; incretins; SCFA,;
insulin sensitivity

’

1. Introduction o .

Diet can influence the composition of the human microbiota; however, there is limited information
on the effect of legumes as a source of protein and, because of their content of resistant starch content,
with respect to their impact on the intestinal microbiota. Legumes or pulses are an important source
of protein and complex carbohydrates, that serves as a major source of energy in the human diet.
The carbohydrate content in pulses is 60-65%, with starch constituting the largest fraction of the
carbohydrates. The two components of starch are amylose, which is a linear molecule, and amylopectin,
which is highly branched, making amylopectin easily accessible to digestive enzymes in the small
intestine. Resistant starch (RS) contains a-linked glucose molecules that are resistant to hydrolysis in
the small intestine, passing directly through the colon where it is fermented by the resident microbiota.
RS are classified into four groups based on the properties that-allow it to resist digestion. RS type
1 (RS1) is found in whole grains and legumes and is inaccessible to digestive enzymes because it is

Nutrients 2020, 12, 1182; d0i:10.3390/nu12041182 www.mdpi.com/journal/nutrients



B INSTHUTGRAGONAL B

. CIENCIAS MEDICAS
Y SUTRICIGH
SALYADOR 2UBIRAN

Ciudad de México, a 26 de agosto de 2020

No. Oficio CICUAL-087-2020
Ref. CINVA-FNU-1744

DRA. NIMBE TORRES Y TORRES =
DEPTO. FISIOLOGIA DE LA NUTRIEION -
PRESENTE

Estimada Dra. Torres:

R ~

Este comité ha dictaminado que se RECIBE el cierre de su pro—yecto intitulado “EVALUACION IN
VIVO EN UN MODELO MURINO DE RATAS WISTAR MACHO CON Y SIN OBESIDAD
INTRODUCIDA POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE FRIJOL; CAPACIDAD
ANTIHIPERGLUCEMIANTE” con clave CINVA-FNU-1744-16/18-1, sin embargo le pedimos de
favor nos envié el informe final en hoja con m&;mﬁfete y firmado del o de los productos obtenidos con

el proyecto.

En caso de tener alguna duda o comentario, se lo haremos saber.
' 2

e

‘ Sin més por el momento le enviamos un cordial saludo.

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

Ccp. MVZ. Mariela G. Contreras Escamilla- Departamento de Investigacién Experimental y Bioterio

JABP/bdr

Avenida Vasco de Quiroga No. 15, Celonla Belisaria Dominguerz Seccidn XV, €. P, 14080, Alcaldfa Tlalpan,
Ciudad de México, México, Tel, (52} 54 87 09 00 waww.inemnsz. mx
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México Cd., Mx a 24 de julio de 2020.

No. Oficio CICUAL/051/20

DRA. NIMBE TORRES Y TORRES
DEPARTAMENTO DE FISIOLOGIA - .
DE LA NUTRICION ) o
Presente.

[ Y

Estimada Dra. Torres:

* Por este conducto le informo que la vigencia de la prérroga de su proyecto intitulado:
“EVALUACION IN VIVO EN UN MODELO MURINO DE RATAS WISTAR MACHO CON Y
SIN OBESIDAD INTRODUCIDA POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE FRIJOL;
CAPACIDAD ANTIHIPERGLUCEMIANTE”, con registro CINVA-FNU-1744-16/18-1 finalizo
el 16 de abril de 2020, por lo gue, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el
proyecto requerira otra prérroga. En caso afirmativo, favor de enviar al CICUAL el periodo de
extension que solicita y de requerir un mayor niimero de animales especificar y justificar como
se utilizaran y los procedimientos experimentales que se llevaran a cabo con los mismos. En
caso de no requerir una prérroga favor de llenar el formato de cierre del proyecto que se anexa
a la presente (en hoja membretada e impresa) y adjunte los siguientes documentos
indispensables para la conclusion del proyecto:

1. 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, presentaciénes en congreso, entre otros). -

Sin mas por el mc;mento qdedo de usted.

ATENTAMENTE

{

DR. JORGE ALBERTO'EARRIOS PAYAN
COORDINADOR DEL COMITE INTERNO DE CUIDADO Y-
USO DE ANIMALES BE LABORATORIO

c.cp. MV.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

JABP/bdr

N -

Averida Vasco de Quiroges No, 15, Celonia Bellsario Dominguez Seccidn XVE C. P, 14080, Alcaldia Tialpan,
Ciudad de México, Méxice, Tol (52 54 87 09 00 www.lncmnsz, my
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

2019

ARO DEL CAUDILLO DEL SUR
EMILIANO ZAPATA

CdMX., a 16 de abril de de 2019.

DRA. NIMBE TORRES Y: TORRES
Depto. de Fisiologia de la Nutricion
Presente.

. ' REF: CICUAL-FNU-1744-16/18-1

Estimada Dra Torres:

Este comité ha dictaminado que se AUTORIZA. prérroga por 1 afio, no solicita
mas animales a su proyecto intitulado “EVALUACION IN VIVO EN UN MODELO
MURINO DE RATAS WISTAR MACHO:CON Y SIN OBESIDAD INTRODUCIDA

POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE

FRIJOL; CAPACIDAD

ANTIHIPERGLUCEMIANTE”

Sin mas por el mbmento quedo de usted.

Avenida Vasco de
- Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegacion Tlalpan

Codigo Postal 14080.

Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
www.incmnsz.mx

Atentamente,

Dra. Norgha Bobadilla Sandoval
Coordinadora del Comité Interno para el cuidado y uso de
Ios Animales dg Laboratorio-
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c.c.p. M\V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB

NAB/nom



Ciudad de México a 10 de abril 2019.

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

i
A

Protocolo: Evaluacién in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin obesidad
inducida por dieta de un concentrado de frijol: capacidad antihiperglucemiante

. ‘ ' ~ CICUAL: CINVA-1744-16/18-1

Dra Norma Bobadilla Sandoval .

Coordinadora del Comté Interno para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio

Hasta el momento ya terminamos con la parte experimental, nos falta por realizar unos western blotsy
escribir el articulo, por lo que pediria una-extension de 6 meses para concluir con el articulo.

A continuacion incluyo los resultados que hasta el momento tenemos de este protocolo

e

Ganancia de peso e

En la siguiente graﬁca‘*se observa la ganancia de peso'de las ratas alimentadas con dieta control, o a base
de un concentrado de frijol o bien el frijol entero con y sin dieta alta en grasa saturada, se puede
observar claramente que el grupo alimentado con HFD a base de caseina mostro la mayor ganancia de
peso, sin embargo al combinar esta dieta con el concentrado o bien el frijol entero la ganancia es similar
a la obtenida con una dieta control (AIN-93), por otro lado los grupos con una dieta balanceada se
observa que al incluir el concentrado de frijol hay una disminucion en la ganancia de peso y esta es mas
evidente al incluir el frijol entero.

Registros de Peso Ganancia de Peso

N
=S

g

&

Gananeiz do peso fgl
g

3
46

8 % 46 6 it ) J/ "
Dias pias (== INS. NAGEONI;LN%ET R?'!g'%(:““
. Yl ) CAS
Av eni da Vasco de e CongeiCas -» Conpeniads il s Frijol st @ 'ESEXiI.VADQ’R ZUBIRAN"
Q Ull roga No. 15 e DG Cas 45 oo DAGHS s Cone el v DAGHES Bridlemele 1 /‘
Colonia Belisario ’ 40 NG T
| Ml NS

Dominguez Seccién XVI | [‘“[“h\ QVM“”
Delegacion Tlalpan / 6
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www.incmnsz.mx
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Con respecto a la ingesta caldrica, se puede ver que todos los grupos consumieron la misma
cantidad de alimento ‘
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Cuando se evalud la composicién corporal, se muestra que le grupo alimentdo con caseina y
grasa saturada fue el grupo que presentaba mas grasa corpral que el resto de los grupos y que
tambien era el que perdia mas masa muscular. Por lo contrario los grupos que fueron
alimentados con frijol fueron los que ganaron menos masa grasa y mantuvieron su masa magra.
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Gasto energético. Como se puede ver en las graficas, los animales que consumieron caseina con
grasa saturada fueron los que preséntaron inflexibildad metabélica y que los grupos
alimentados con caseina o frijol entero fueron los que presentaron un gasto energético
adecuado.
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Con respecto al consumo de oxigeno, se puede observar que los animales alimentados con una dieta con
caseina y alta en grasa saturada son los que consumen menos oxigeno que el resto de los grupos

indicando un menor gasto energético.
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Como se puede observar en las curvas de tolerancia a la glucosa, solo el grupo alimentado con
caseina mas grasa saturada presento intolerancia-a la glucosa e interesantemente los animales
alimentados con frijo aun en la presencia de grasas saturada presentaron una curva de
tolerancia a la glucosa normal.

Curva de tolerancia a la glucosa
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Parametros bioquimicos Como se puede ver en las siguientes graficas solo el grupo alimentado
con caseina y grasa saturada presentd ligeramente altas concentraciones de insulina, sin
embargo depsues del reto metabodlico, solo los animales alimentados con caseina y grasa

aturada presentaron hipersinsulinemia.
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Con respecto a las concentraciones de glucosa, colesterol y trigliceridos solamente los grupos alimetados
con caseina y grasa saturada presentaron las mas altas concentraciones de colesterol y trigliceridos.
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El consumo de caseina y grasa saturada incremento ligeramente las concentraciones de LPS un

inicativo de una inflamacién de bajo grado.
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Atentamente,

Dra Nimpbe Torr
Departamento de Fisiologia de la Nutricién

INCMNSZ
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|NST|TUTO NAC'ONAL DE N N ANO DEL CAUDILLO DEL SUR
CIENCIAS MEDICAS EMILIANO ZAPATA

Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

- CdMX., a 22 de marzo de de 2019.

DRA. NIMBE TORRES,Y{"TORR‘E"S’ ]
DEPTO. DE FISIOLOGIA DE LA NUTRICION
‘P resente. :

‘ : REF: CICUAL-FNU-1744-16/18-1

Estirhada Dra. Torres:

Este comité ha dictaminado NO APROBAR la prérroga, a su proyecto intitulado
) “EVALUACION IN VIVO EN UN MODELO MURINO DE RATAS WISTAR MACHO
)_' CON Y SIN OBESIDAD INTRODUCIDA POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE

- FRIJOL; CAPACIDAD ANTIHIP\ERG”LUCEMIANTE”, hasta que la carta sea
: dirigida al CICUAL. '

K . e
Sin mas por el momento quedo de usted.

|

|

|

Atentamente, \
v

Dra. N a Bobadilla Sandoval |
Coordinadora del Comité Interno para el Cuidado y Uso de
los Animales de Laboratorio

//‘

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

NAB/nom [ —

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVi
Delegacién Tlalpan
Codigo Postal 14080
Ciudad de México : o
Tel. (52-55)54870900 ' T

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

Protocolo: Evaluacién in vivo en-un modelo murino de ratas Wistar macho con'y
sin onesidad inducida por dieta de un concentrado de frijol: capacidad
antihiperglucemiante

CICUAL: CINVA-1744-16/18-1

Responsable: Dra Nimbe Torresy Tofres ~

REPORTE FINAL.

A continuacion incluyo los resultados finales de este protocolo

Ganancia de peso.

v

En la siguiente grafica se observa la ganancia de peso de las ratas alimentadas con dieta control, o a base
de un concentrado de frijol o bien el frijol entero con y sin dieta alta en grésa saturada, se puede observar
claramente que el grupo alimentado con HFD a base-de caseina mostro la mayor ganancia de peso, sin
embargo al combinar esta dieta con el concentrado o bien el frijol entero la ganancia es similar a la
obtenida con una dieta control (AIN-93), por otro lado los grupos con una dieta balanceada se observa que
al incluir el concentrado de frijol hay una disminucién en la ganancia de peso y esta es mas evidente al
incluir el frijol entero.
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Cuando se evalué la composicién corporal, se muestra que le grupo alimentdo con caseina y
grasa saturada fue el grupo que presentaba mas grasa corpral que el resto de los grupos y que
tambien era el que perdia mas masa muscular. Por lo contrario los grupos que fueron

alimentados con frijol fueron los que ganaron menos masa grasa y mantuvieron su masa magra.
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Gasto energético. Como se puede ver en las graficas, los animales que consumieron caseina con
grasa saturada fueron los que presentaron inflexibildad metabdlica y que los grupos

alimentados con caseina o frijol entero fueron los que presentaron un gasto energético
adecuado.

-~ Control Cas
e oncentrado fijol
~ 4 Frijol entero
wae DAG Cas +8
v DAGHS + Cone fijol
o DAGHS + Frijol entero

0.6
rY

0.4

0.2

10 26 30 46 50 80 70
Intervalo (22 min)

80

06




Parametros bioquimicos Como se puede ver en las siguientes graficas solo el grupo alimentado
con caseina y grasa saturada hresenté\l'i“gergmehte altas concentraciones de insulina, sin
embargo depsues del reto metabdlico, solo los animales alimentados con caseina y grasa
aturada presentaron hipersinsulinemia.

[}

Ayuno ‘ Reto metabolico

#
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Con respecto a las concentraciones de glucosa, colesterol y trigliceridos solamente los grupos alimetados
con caseina y grasa saturada presentaron las mas altas concentraciones de colesterol y trigliceridos.




Con respecto al consumo de oxigeno, se puede observar que los animales alimentados con una dieta con
caseina y alta en grasa saturada son los que consumen menos oxigeno que el resto de los grupos
indicando un menor gasto energético.
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Como se puede observar en las curvas de tolerancia a la glucosa, solo el grupo alimentado con
caseina mas grasa saturada presento intolerancia a la glucosa e interesantemente los animales
alimentados con frijo aun en la presencia de grasas saturada presentaron una curva de
tolerancia a la glucosa normal.

Curva de tolerancia a la glucosa
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El consumo de caseina y grasa saturada incremento ligeramente las concentraciones de LPS un
inicativo de una inflamacién de bajo grado. -
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Hasta el momento ya terminamos con la parte experimental, nos falta por realizar unos western blot y
escribir el articulo, por lo que pediria una extension de 6 meses para concluir con el articulo.

Atentamente,

Departamento de Fisiologia de la Nutricidn



“2019. Ario del Caudillo de Sur, Emiliano Zapata”

INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

México Cd.; Mx a 21 de febrero de 2019.
SALVADOR ZUBIRAN .

" No. Oficio CICUAL-105-19

DRA. NIMBE-TORRES YTORRES~
Depto. EiSiologia a Nutricién
P\r\(fej/e/f nte.

Estimada Dra. Torres.: -

Por este conducto le informo_que _su proyecto intitulado: “EVALUACION IN VIVO EN
UN MODELO MURINQ DE RATAS WISTAR MACHO CON Y SIN OBESIDAD
INTRODUCIDA POR DIETA DE UN CONCENTRADO DE FRIJOL; CAPACIDAD
ANTIHIPERGLUCEMIANTE”, con registro FNU-1744-16/18-1 finalizard en febrero
2019. Por lo que, le solicito de la manera mas atenta me haga saber si el proyecto
requerira una prorroga. En caso afirmativo, favor de enviar 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:

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,

AN

a A..Bobadilla Sandoval
Cgmision de Investigacion en Animales

e Org . N
- Coordinadora de |
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Avenida Vasco de c.c.p. M.V.Z. Mariela Contreras Escamilla, Jefa del DIEB
Quiroga No. 15 )

Colonia Belisario NABS/nom
Dominguez Seccién XVI ' .

Delegaciéon Tlalpan
Coédigo Postal 14080
Ciudad de México
Tel. (52-55)54870900
wWww.incmnsz.mXx



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

No. CINVA:
CLAVE: FNU-1744-16/18-1 ‘
Fecha de registro del Protocolo: 15-10-15

Titulo del Protocolo: Evaluacion in vivo en un modelo murino-de ratas Wistar macho con y sin
obesidad inducida por dieta de un concentrado-de frijol: capacidad antihiperglucemiante

AR

Propuesta: a)yNueva b) Renovacion

Investigador Responsable del Prdye’cto.

Nombre del Investigador Titular Dra. Nimbe Torres y Torres

Instituto Nacional de Ciencias Meédicas vy

Institucion de Adscripcion
1 Nutricion “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcion ‘Fisiologia de la Nutricion

Teléfono : am o~ 56553038

Correo electrénico - [ B |

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Nombre - Grado Teléfono BE e-mail
Armando Roberto Tovar Palacio " | Doctor 56553038 | B i
Maria Amanda Galvez Mariscal Daqctor . | 56225344 galvez@unam.mx
Estudiantes
Nombre Grado a Teléfono e-mail
obtener

A Maestra 56225344 B
Vigencia del Proyecto. N ‘
Fecha de inicio del proyecto | _ Enero | 2016
Fecha tentativa de finalizacion. Enero | 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) Institucion en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”

A

2) Objetivos gene’rai.es y esb‘ewc!’f)ico:\s del prétocolo:

Principal

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de proteina de frijol negro y de frijol entero
en un modelo de obesidad (Rata Wistar). :

BRI ~

| Objetivos Particulares =~ -+

1) Estudiar el efecto del consumo del concentrado de- protelna de fruol negro en un modelo de
obesidad, sobre:

* Parametros bioquimicos en suero: Glucosa, insulina, LDL, colesterol.

* Ganancia de peso

N
v .

e Curva de tolerancia a la glucosa.

e

* Evaluar la existencia de inflexibilidad metabdlica medlante la determmac:on del
coeficiente respiratorio y la composicion corporal.

» Efecto en la microbiota intestinal.

e Determinacion de la composicion corporal

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

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que
representa una tradicion de consumo y produccion, asi como disponibilidad, accesibilidad y
destacable valor nutrimental. En los ultimos afos el frijol ha presentado una tendencia a la
disminucion de consumo en el mercado mexicano; a lo largo de las ultimas tres décadas su
consumo paso de ser 18 kg/ persona/afio a 10 kg/ persona/ afio (SIAP, 2013). Esto debido a las
nuevas tendencias de consumo- de alimentos y el abandono de la dieta tradicional mexicana;
teniendo como consecuencia un aumento en la poblacién con sobrepeso, obesidad y
enfermedades relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los datos publicados
por la ENSANUT 2012, muestran que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México en
adultos es de 71.28% (que representa a 48.6 millones de adultos). En la dieta mexicana, el frijol
se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla), siendo esto la complementaciéon del
consumo de un cereal con una leguminosa, teniendo asi un mejor balance de aminoacidos y
buena calidad de proteina vegetal. Se ha desarrollado un concentrado de proteina de frijol
(Patente en tramite), que busca diversificar el uso del frijol negro. De acuerdo a sus
propiedades es posible utilizarlo como un ingrediente funcional en alimentos como productos de

2




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

panificaciéon, carnicos y bebidas (Salinas, 2014). Por otra parte se ha evaluado este
concentrado de frijol, caracterizacion fisicoquimica y efecto en la concentracién de insulina y
expresion génica de SREBP-1, obteniendo los siguientes resultados aumento de peso de los
animales similar a la soya, por lo que la proteina del aislado de frijol puede ser considerada de
buena calidad. Se obtuvo menor relacion de.insulina/glucagon y disminuyé el factor de
transcripcion SREBP-1, por lo que el aislado de frijol generé un efecto hipolipidémico. Este
concentrado de proteina tiene ciertamente disminuido su contenido de almidén y -de
antocianinas, y probablemente también sus compuestos fendlicos, pero tiene alrededor de un
70% de proteina que pudiera ser una buena fuente de proteina. Mientras que el frijol entero
tiene menor contenido de proteina pero mayor contenido de almidones resistentes que pudieran
modificar la microbiota. En este estudio tiene la finalidad de conocer mejor las propiedades del
concentrado ya desarrollado, y evaluar el efecto antihiperlipidemico del consumo: del
concentrado de frijol en un modelo in vivo de obesidad asi como el efecto del frijol entero.

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

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que provocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta 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

Experimentos que provocan angustia, molestia o dolor S|gn|f|cat|vo 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 justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

Para mas informacion consultar: www.coas.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX 5B pdf

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




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

5) Justificacion de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.
Para mayor informacioén consultar: - |
hitp//ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/ihree-rs-principle.ntm
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 experimentales tendrd una n=7, 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 doIor generado sea minimo o nqu

6) Describir como se realizard la transportacion o movnllzacnon de los animales
expenmentales en caso de ser necesano
No se requerira el transporte 0 movilizacion de animales. -

e

7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el genero que seran usados en

las actividades de este protocolo.
Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Ratas- Wistar ' 42 180-220 3-4 semanas machos

No. de Grupos experimentales:

No. de animales por grupo:

| No. TOTAL DE ANIMALES:

AINIO

N

8)

Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.

Los animales permaneceran en el bioterio entre 4 y 5 meses.




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

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento NO | Sl | Frecuencia, cantidad y via.
Restriccion de agua y/o alimento por mas de 8 X | Dos veces una semana antes de
horas. ’ la eutanasia y horas antes de la
misma
Toma de muestra sanguinea. - X | Inmediatamente después del
: ) " | sacrificio mediante puncion
AR cardiaca para cuantificar -
parametros bioquimicos
Colocacion de canula. X '
Técnica para modificar conducta. X
Inoculaciones de agentes. . X | En la dieta de ingesta diaria
Procedimientos quirtrgicos con recuperacion. | X
Procedimientos quirurgicos sin recuperacion. X
Uso de adyuvantes (indicar cyal) X
Estudios LD50 o ID50 X
Restriccion fisica (maximo 6 horas) X
Restriccion fisica (menos de 6 horas) X -
Confinamiento o aislamiento X
Produccién de anticuerpos monoclonales o X
policlonales. ‘
Induccion de lesiones . - X
Agentes teratogénicos o carcinogenicos X
Sustancias quimicas toxicas P X
Implantes . RS X
Estudios estereotaxicos. 2 X
Oftros:

3

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

A) Se utilizaran 6 grupos con una n=7 por grupo, en total 42 ratas Wistar. Las dietas se
prepararan en el planta piloto del Depto. de Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ

Tratamiento 1 (Control): Dieta cen 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
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- Aceite de soya 7

. Celulosa 5
Mineral mix 3 3.5
Vitaminas mix 1
L-Cistina - 0.3
Colina bitartrato B 025
TBHQ - o 0.0014

Y

Tratamiento 2 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

DAGS
Ingrediente | - %
Almidon » 23.903
Caseina 24
Maltodextrina 10.267
Sacarosa - ' . 7.778
Aceite de soya 7
Celulosa : ' 5.0
Mineral mix .. 3.5
Vitaminas mix.. . 1
L-Cistina o 0.3
Colirfa bitartrato 0.25
B TBHQ - 0.0014
Manteca 17

Tratamiento 3: Dieta con 20% de proteina procedente del concentrado de frijol negro.

Tratamiento 4 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + proteiné procedente del concentrado de
frijol negro.

Tratamiento 5: Dieta con frijol entero.

Tratamiento 6 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + frijol entero.

B) Para estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol en un modelo
animal de 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.

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 4 meses.

Durante los 4 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2 veces por semana.

Al termino del 4to mes, se realizara una curva de tolerancia a la glucosa (CTG) después de un
ayuno de toda la noche, al administrar sacarosa 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
administracion de la sacarosa. También se hara la determinacion’ del cociente respiratorio y el
gasto calérico mediante una calorimetria indirecta de acuerdo a lo previamente reportado
(Chavez-Santoscoy, 2014), asi como la determinacion de parametros bioquimicos séricos
(glucosa, ftriglicéridos, insulina, colesterol total, LDL y HDL, leptina), bajo anestesia con
sevoflurano.
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Para la determinacién de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de las dietas. Se extraera el DNA de la muestra y se llevara a cabo la amplificacion del gen
168 de phylas especificas por medio de PCR cuantitativo utilizando primers especificos para
cada phyla.

Transcurridos los 4 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, colon y el tejide adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) localizado en la zona
inguinal e intercostal de todos los grupos 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 involucrados en la lipogénesis asi como en la oxidacion de acidos
‘grasos. Adicionalmente, parte de los tejidos (higado y tejido adiposo) se destinara a estudios
histolégicos para observar la morfologia y la acumulacion de grasa

C) El tamafio de la muestra sera de 7 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 la expresion-de-genes . '

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

E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

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

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

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

Espeéie Agente Dosis' Via de admon. Frecuencia.

Rata : Sevofluorano Inhalada 1 vez

K

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

No habra procedimieﬁtos quirargicos .

~
A

15) Evaluacion de sigpnos de dgl‘qg de su broyécto 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,
' cambios en comportamiento social...
- Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos: _ . < )
i. ~ Respiracion: normal, laboriosa...
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones -
v. Descarga nasal, salivacion

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

Parametro ,

(o]
_
N
w

a) Peso corporal " X

b) Apariencia = )

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

d) Conducta espontanea.

XXX | X

e) Conducta provocada.

16) ¢ Cuales seran los criterios para estgblecer 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 segun la gravedad que
presenten. &
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, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala:
" 1. 0siesnormal.
2. 1 si el pardmetro 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 criterio de punto final adaptable a todos los
procedimientos y es el Investigador Responsable del experimento el que, basandose en
observaciones de ensayos piloto o por datos de experimentos similares ya publicados, debe
confeccionar su propio _protocolo de determinacion de punto final de manera que cumpla la
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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 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 convulsnones 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 cuestion se ve ligeramente alterado
2 si esta afectado

3 si esta muy afectado:

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 serd el método de eutanasia que utilizara?

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion. -
Especie Método , Dosis Via
X Pentobarbital
Raton Asfixia con CO, .. 210 mg/kg v, IP
Pegntobarbital ) )
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
3 Pentobarbital
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital .
Conejo Pistola de perno cautivo 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO, i}
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg WV
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 biolégiéo?

. ajNe- 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.

htowww cdo goviblosafely/oublications/brbiB/BMBLS sect V ndf

19) ¢Cudl serd el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadaveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos sdlidos
patologicos 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.
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Me comprometo a conducir mi proyecto de Investigacion 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 firma del Investigador Responsable A

Dra. Nimbe ﬁorres@freg

" Integrantes de la CINVA

R

Cargo

Firma

Dra. Norma Bobadilla Sandoval

Coardinadora

Dr. Jorge Alberto Barrios Payan Secretario
M. en C. Octavio Villanueva Sanchez Vocal
Dra. Elena Zambrano Gonzalez ;Vocal
Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal
Dra. Nimbe Torres y Torres Mocal
Dr. Gonzalo Torres Villalobos ~ Vocal

Dra. Maria Elena Flores Carrasco

Vocal Externo
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INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

Dra. Nimbe Torres y Torres

Depto. Fisiologia de la Nutricidn
Presente.

 Meéxico, D. F., a 5 de febrero de 2016.

| " REF: CINVA-1744 FNU-1744-16/18-1
Estimada Dra. Torres: '

Hakiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimenta‘l titulado:

“Evaluacién in vivo en un modeloc murino de ratas Wistar macho con y sin
obesidad inducida por -dieta de un concentrado de frijol: capacidad
antihiperglucemiante”

' Este comité ha dictaminado APROBARLO CON UNA OBSERVACION:

1. El proyecto no podra iniciarse has,ta:que se entregue el FAEP debidamente firmado
por el investigador responsable. S& aprueba el uso de 42 ratas Wistar macho mas un
10% para cubrir pérdidas, a reserva del espacio y equipo en el DIEB.

o

Sin mas por el momento quedo de usted.

Atentamente,

: | R o ,
Coordinadora de la €omision de Investigacion en Animales

AN

-

“INs 1y
MENDAI%IONAL DE CIENCIAS
W JED AS Y NUTRICI6K
SALVADOR ZUBIRAN™

=8 FEB 205 , () -

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

Avenida Vasco de

GQuiroga Mo. 15 NAB/nom
Colonia Belisario

Cominguez Seccion XVi
?giggaciérlT!aipan -,g{/REESCC'ON DE
C¢digo Postal 14080 W”“‘MMLC IO N

México, Distrito Federal T
Tel. (52)54870900 ’
wWww.incmnsz.mx



INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS ' ' L.

SALVADOR ZUBIRAN )
Dra. Norma A. Bobadilla Sandoval

Coordinadora de la Comisién de Investigacion en Animales

Presente.

Ve Gy

. ' REF: CINVA 1744, Clave: FNU-1744-16/18-1
Estimada Dra. Bobadilla »

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

“Evaluacioén in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin obesidad inducida
por dieta de un concentrado de frijol: capacidad antihiperglucemiante”.

1. En donde se indica que los animales Seran sometidos a procedimientos refinados esto indica
el seguimiento de las 3 R que significa reemplazo, reduccion y refinacion. En este proyecto en
los que la angustia o el dolor generado sera minimo o nulo, se hace referencia a pruebas de
composicién corporal y calorimetria donde los animales no sufriran dolor o angustia

2. Se cambio la redaccién a primera persona y tambien se modifico el término frijol cocido a frijol
entero.

3. Solo se haran dos restricciones de alimento durante 6-8 horas una para realizar una curva de
tolerancia a la glucosa, una semana antes de la eutanasia y la segunda sera horas antes de la
eutanasia.

9

4. Respecto a los grupos experimentales, quedan de la siguiente manera:

e Tratamiento 1: Grupo control. Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las
recomendaciones del AIN-93 (American Institute of Nutrition).

~ Dieta AIN-93 (CONTROL) WSTITUTO NACICRAL DE a%uﬁwr:ms‘
R Sl L . it . A MEDICAS Y NUTRIC
~ Ingrediente % - e “SALYADOR  ZUBIRAN”
Almidon 39.749 . N P A
Caseina 20 AR

Avenida Vasco de Maltodextrlna | 13.2 DEP/ “ )
Quiroga No. 15 Sacarosa 10
Colonia Belisario . - g RN RIS
Dominguez Seccion XVI ‘A‘Qe'te de so_ya_ o 7 i
Delegacion Tlalpan Celulosa 5

Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
‘Tel. (52)54870900
WWwWw.incmnsz.mx




Mineral mix | 35

Vitaminas mix 1
L-Cistina 0.3
~ Colina 0.25
INSTITUTO NACIONAL DE TBHQ ‘ ' ~0.0014

CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION
SALVADOR ZUBIRAN

e Tratamiento 2: Dieta Alta en Grasa Saturada y colesterol

Ingrediente %
Almidén - 23.903
Caseina o 24
. Maltodextrina -~ 10.267
Sacarosa B
Aceite de soya 7
Celulosa o agh
Mineral mix 35
Vitaminasmix . - 1
L-Cistina 03
Colina : 0.25
TBHQ.- .. - 0.0014
ndlip v . 25
Manteca - 17

e

¢ Tratamiento 3: Dieta control, sustituyendo la caseina por proteina de frijol
¢ Tratamiento 4. DAGS, sustituyendo la caseina por proteina de frijol

e Tratamiento 5: Dieta control incluyendo frijol entero

e Tratamiento 6: DAGS con frijol entero

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccién XVI
Delegacion Tlalpan
Cdédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
‘Tel. (52)54870900
www.incmnsz.mx




INSTITUTO NACIONAL DE
CIENCIAS MEDICAS
Y NUTRICION

SALVADOR ZUgIRﬁ

as instituciones participantes y colaboradores

pero se anexan a continuacion

Médicas y Nutricién Salvador Zubiran

ya se habian indicado en el formato de latis,

e Departamento deﬁ‘Fisiologi\a de la Nutricion, Instituto Nacional de Ciencias

e Departamento de Alimentos y biotecnologia, Facultad de Quimica, UNAM

Posicion en

Investigador Posiciéon C _ Tel. (ext) Correo-E
institucional | el Proyecto ]

Nimbe Torres | Investigadora Investigadora | 2802 B

y Torres en Ciencias responsable
Médicas F :

Armando Jefe de Investigador | 2802

Roberto Tovar | Departamento | asociado

Palacio Fisiologia de la
Nutricion -

Amanda Profesora- Investigador | 56225344 | galvez@unam.mx

Galvez Investigadora | invitado

Mariscal de TC, UNAM .

A Estudiante de | Estudiante 2802 B

posgrado de maestria

Atentamente,

Dra Nimbe Torr orres

Avenida Vasco de
Quiroga No. 15
Colonia Belisario
Dominguez Seccion XVI
Delegaciéon Tlalpan
Cédigo Postal 14080
México, Distrito Federal
‘Tel. (52)54870900
wWww.incmnsz.mx
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No. CINVA:
CLAVE: FNU-1744-16/18-1
Fecha de registro del Protocolo: 15-10-15

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

Titulo del Protocolo: Evaluacién in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin

obesidad inducida por dieta de un concentrado de frijol: capacidad antihiperglucemiante

Propuesta: a-MNueva b) Renovacjén,

Investigador Responsable del Proyecto.

Nombre del Investigador Titular S

Dra. Nimbe Torres y Torres

Institucién de Adscripcién

Nutricion “Salvador Zubiran”

Instituto Nacional de Ciencias Médicas vy

Departamento de Adscripcién

Fisiologia de la Nutricién

Teléfono

56553038

Correo electrénico

1 B |

Investigadores que Participaran en el Protocolo

Teléfono

Nombre Grado e-mail
Armando Roberto Tovar Palacio Doctor 56553038 | B
Maria Amanda Galvez Mariscal Doctor 56225344 galvez@unam.mx
Estudiantes
Nombre Grado a Teléfono ‘ e-mail
obtener

A Maestra 56225344
Vigencia del Proyecto.
Fecha de inicio del proyecto Enero | 2016
Fecha tentativa de finalizacién. Enero | 2018

~
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PROTOCOLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Instituciéon en donde se realizarg el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

2) Obijetivos generales y especificos del proiocolo:

Principal

e s

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de protelna de frijol negro y de frijol entero
en un modelo de obesidad (Rata Wistar).

Objetivos Particulares

RN ~

1) Estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol negro en un modelo de
obesidad, sobre:

e Parametros bioquimicos en suero: Glucosa, insulina, LDL, colesterol.
¢ Ganancia de peso

 Curva de tolerancia a la glucosg.

e Evaluar la existencia de inflexibilidad metabélica mediante Ia determinacién del
coeficiente respiratorioy la composicién corporal.

« Efecto’en la microbiota intestinal.

e Determinacion de la composicion corporal

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

El frijol en México es un producto estrateglco en el desarrollo rural y social del pais, ya que
representa una tradicién de consumo y produccién, asi como disponibilidad, accesibilidad y
destacable valor nutrimental: En los Ultimos afios el frijol ha presentado una tendencia a la
disminucién de consumo en el mercado mexicano; a lo largo de las ultimas tres décadas su
consumo paso de ser 18 kg/ persona/ano a 10 kg/ persona/ afio (SIAP, 2013). Esto debido a las
nuevas tendencias de consumd de alimentos y el abandono de la dieta tradicional mexicana;
teniendo como consecuencia un aumento en la poblacion con sobrepeso, obesidad vy
enfermedades relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los datos publicados
por la ENSANUT 2012, muestran que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México en
adultos es de 71.28% (que representa a 48.6 millones de adultos). En la dieta mexicana, el frijol
se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla), siendo esto la complementacién del
consumo de un cereal con una leguminosa, teniendo asi un mejor balance de aminoacidos y
buena calidad de proteina vegetal. Se ha desarrollado un concentrado de proteina de frijol
(Patente en tramite), que busca diversificar el uso del frijol negro. De acuerdo a sus
propiedades es posible utilizarlo como un ingrediente funcional en alimentos como productos de

2




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

panificacién, carnicos y bebidas (Salinas, 2014). Por otra parte se ha evaluado este
concentrado de frijol, caracterizacion fisicoquimica y efecto en la concentracién de insulina y
expresion génica de SREBP-1, obteniendo los siguientes resultados aumento de peso de los
animales similar a la soya, por lo que la proteina del aislado de frijol puede ser considerada de
buena calidad. Se obtuvo menor relacién de insulina/glucagén y disminuy6 el factor de
transcripcion SREBP-1, por lo que el aislado de frijol generdé un efecto hipolipidémico. Este
concentrado de proteina tiene ciertamente disminuido su contenido de almidén y de
antocianinas, y probablemente también sus compuestos fendlicos, pero tiene alrededor de un
70% de proteina que pudiera ser una buena fuente de proteina. Mientras que el frijol entero
tiene menor contenido de proteina pero mayor contenido de almidones resistentes que pudieran
modificar la microbiota. Eh este estudio tiene 1a finalidad de conocer mejor las propiedades del
concentrado ya desarrollado, y..ewvaluar el efecto antihiperlipidemico del consumo del
concentrado de frijol en un modelo in vivo de obesidad asi como el efecto del frijol entero.

B

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 o0 ninguna angustia,
incomodidad o dolor en especies animales vertebradas. .

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

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 justificacion completa, profunda y detallada por parte del
investigador responsable del proyecto.

Para mas informacion consultar: www.cocac.ca/Documents/Standards/Guidelines/Spanish/ANEX1 5B pdf

Categoria: | A: |B: X | C: | D: | E:
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5) Justificacién de la cantidad de animales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios basicos de las tres “R’s”, remplazo, reduccién y refinamiento.
Para mayor informacién consultar:
http://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human-primates/glossary/tuv/three-rs-principle. htm
Se decidi6 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 ep 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 experlmentales tendra una n=7, 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 procedlmlentos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo

6) Describir como se realizara la transportaciéon o movilizacién de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.
No se requerira el transporte o movilizacién de animales.

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

Género — Especie. Cantidad Rango de peso | Rango de edad | Sexo
Ratas- Wistar 42 | 180-220 3-4 semanas machos

No. de Grupos experimentales: 6
No. de animales por grupo: 7
No. TOTAL DE ANIMALES: 42

8)

Especificar el tiempo que permaneceran los animales en el bioterio.

Los animales permaneceran en el bioterio entre 4 y 5 meses.
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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 | Dos veces una semana antes de

horas. la eutanasia y horas antes de la
) misma

Toma de muestra sanguinea. . X | Inmediatamente después del

sacrificio mediante puncion
cardiaca para cuantificar
parametros bioquimicos

Colocacion de céanula. e o

Técnica para modificar conducta.

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

Procedimientos quirdrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirdrgicos sin recuperacion. _

Uso de adyuvantes (indicar cual)

Estudios LD50 o ID50

Restriccién fisica (maximo 6 horas) "~

Restriccion fisica (menos de 6 horas)

Confinamiento o aislamiento

Produccion de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccién de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Sustancias quimicas toxicas

Implantes

XXX XX XXX [X]X

Estudios estereotaxicos.

Otros: . e

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

A) Se utilizaran 6 grupos con una n=7 por grupo, en total 42-ratas Wistar. Las dietas se
prepararan en el planta piloto del Depto. de Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ

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

~

-

Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente %
Almidon 39749
Caseina - 20 ‘ “
Maltodextrina ‘\ 13.2 [‘
Sacarosa } 10 ‘\
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Aceite de soya 7 ]
Celulosa 5 }‘
| Mineral mix | 35 ‘\
| Vitaminas mix | 1 ]
i \ . o ]
" Colina bitartrato | 025 {
| TBHQ | 00014
Tratamiento 2 (DAGS): Dié,ta alta é@ 'g[asa safurada
DAGS
Ingrediente | %
| Almidén ] | 23903

Caseina 24
“Maltodextrina ~5365
Sacarosa 7778

1‘ Aceite de soya _ 7 |
| Celulosa ‘ 50 |
“Mineral mix » 35
Vitaminas mix ‘ % 1 :
[Cistna = s \
Colina bitartrato [[ 0.25 i
TBHQ - | 0.0014 - ;
-

| Manteca ‘ 17

Tratamiento 3: Dieta con 20% de proteina procedente del concentrado de frijol negro.

Tratamiento 4 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + proteina procedente del concentrado de
frijol negro.

v

Tratamiento 5: Dieta con frijol entero.

Tratamiento 6 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + frijol entero.

B) Para estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol en un modelo
animal de 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.

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 4 meses.

Durante los 4 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2 veces por semana.

Al termino del 4to mes, se realizara una curva de tolerancia a la glucosa (CTG) después de un
ayuno de toda la noche, al administrar sacarosa 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
administracion de la sacarosa. También se hara la determinacién del cociente respiratorio y el
gasto caldrico mediante una calorimetria indirecta de acuerdo a lo previamente reportado
(Chavez-Santoscoy, 2014), asi como la determinacion de pardmetros bioquimicos séricos
(glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total, LDL y HDL, leptina), bajo anestesia con
sevoflurano.
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Para la determinacién de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de las dietas. Se extraera el DNA de la muestra y se llevara a cabo la amplificacién del gen
16S de phylas especificas por medio de PCR cuantitativo utilizando primers especificos para
cada phyla.

Transcurridos los 4 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, colon y el tejido adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) localizado en la zona
inguinal e intercostal de todos los grupos 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 expresién de los genés involucrados en la lipogénesis asi como en la oxidaciéon de acidos
grasos. Adicionalmente, parte de.os tejidos (higado y tejido adiposo) se destinara a estudios
histolégicos para observar la morfologia y la acumulacion de grasa

C) El tamario de la muestra sera de 7 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha
demostrado que es .el ndmero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en la expresién de genes

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

~

E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

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

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

e

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 considerara que el animal esta anestesiado cuando no haya una reaccion (reflejo)
ante un pellizco de cola (gentilmente se genera presién 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 decutbito 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.
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14) Cuando el protocolo incluya procedimientos invasivos (cirugias) especificar los
cuidados pre y post-operatorios (utilizacién de antibiéticos, analgésicos, limpieza 'y
desinfeccion.

No habra procedimientos quirargicos-

15) Evaluacién de signos de dolor de su proyecto piloto.
Los parametros generales a observar son:
- Cambios en peso corporal
- Apariencia fisica: pilo-ereccién, posturas indicativas de dolor, etc.
- Comportamiento: aparicion de comportamrentos estereotlpados agresividad,
cambios en comportamiento social..
o - Respuesta a estimulos externos
- Signos clinicos: -
i. Respiracion: normal, Iabonosa
ii. Temperatura
iii. . Temblores ~
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacién

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

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

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

.

Criterios de punto final
Basandose en los parametros seleccionados para evaluar Ja condicién del animal hay que
determinar en gue 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 disminucion del 5-10%
2. Moderada del 10-20%
3. Substancial > al 20% (criterio de punto final).
b. Los valgres como la postura, piloereccién, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala:
1. Osies normal.
2. 1 siel pardametro en cuestion se ve ligeramente alterado
3. 2siesta 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 propio protocolo de determinacién de punto final de manera que cumpla la

8
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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 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 serd 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 cuestion se ve ligeramente alterado

2 si estd afectado

3 si-esta muy afectado.

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,)

AN

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

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano) -

Recomendaciones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
. Pentobarbital .
Ratén Asfixia con CO, 210 mg/kg v, IP
Pentobarbital -
Rata Asfixia con CO, 120 mg/kg v, IP
. Pentobarbital o
Jerbo Asfixia con CO, 270 mgllgg v, IP
Pentobarbital R
Conejo* Pistola de perno cautivo 120 mg/kg v, IP
Asfixia con CO,
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg Y,
Rana Pentobarbital 100 mg/kg P

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

18) El protocolo representa riesgo biolégico?

a)JNo- b) Si

Si la repuesta es afirmativa, defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se
recomienda consultar la clasificac¢ion del Center for Disease Control and Prevention.
hito: A cde.govibiosafety/publications/bmblS/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 almacenaran 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.
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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 y Torré’§

Integrantes de la CINVA Cgrgo Firma
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El Frijol en la dieta tradicional mexicana

Para México, el frijol es un producto estratégico en el desarrollo rural del pais, debido a que conjuntamente con el m
tradicion productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones de caracter alimentario y socioeconémico que le b
hasta la actualidad (SIAP, 2012). Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no sélo en un al
‘también en un elemento de identificacién cultural, que son bdsicos para explicar la dieta alimentaria de ayer, hoy y
futuro (SIAP, 2012). - ’ -

Composicion nutrimental y principios bioactivos del frijol

' Phaseolus vulgaris es una de las leguminosas més consumidas alrededor del mundo. Los frijoles son una exceler
i

;carbohidratos, fibra dietaria, vitaminas, minerales y fitoquimicos.

RS ~:

Los carbohidratos son el mayb} componente, su contenido en la semilla es de 50% - 76% dependiendo de la varic
almidén el de mayor proporcidn, el cual representa del 32% al 52% y la fibra dietética total representa de 15 a 45%. El «
la semilla seca varia entre 17-30%, de 2 a 5% de minerales (entre ellos Potasio, Fosforo, Calcio, Hierro, Sodio y Sele
vitaminas (Vitamina C, Niacina, Colina, Vitamina K y Vitamina E (Ramirez et al., 2015; USDA, 2015).

El frijol tiene un bajo indice glicémico (IG), es decir, que después de que se consume, a pesar de su alto conten
‘carbohidratos, no eleva marcadamente la glucosa en sangre. Presenta un IG=30 y cuando se combina con tortilla y sal
 glicémico se mantiene bajo (IG=39), cuando la tortilla sola puede tener hasta un IG de 52 (Foster-Powell et al., 2002)

Los frijoles son una fuente importante de comiponentes bioactivos que promueven diversos efectos benéficos par
compuestos mds relevantes son los compuestos fenodlicos que se encuentran ligados a su actividad antioxid
anticarcinogénica; polisacdridos no digeribles e inhibidores de enzimas, ademas de un potencial bifidogénico, 1
propiedades antihipertensivas, saponinas y fitoesteroles, los cuales se ha confirmado que tienen beneficios hipolipid
2015).

'Los carbohidratos no digeribles presentes en el frijol negro incluyen almidones resist
hemicelulosa.

Estos componentes sufren fermentacidon mediante la microbiota presente en el colon
resultado final la generacién de &cidos grasos de cadena corta, como acético, butirico y
El acetato y propionato actian como moduladores del metabolismo de la glucosa, ya
genera una menor respuesta glicémica al consumo de glucosa esto debido a que generar
sensibilidad de la insulina (Guarner et al., 2003). A su vez provocan la disminucion de e
del colesterol (Cqmpos-Vega et al., 2009).

La fibra dietética insoluble presente en el frijol negro (celulosa y hemicelulosa), la
‘constipacion y baja el indice glicémico. Se ha encontrado que la fibra dietética mejora la
lipidos séricos mediante la inhibicién parcial de la absorcion de colesterol en el intestino
‘et al., 2015; Sanchez-Muniz, 2012).

A pesar de que el frijol en general se considera también como una fuente importante de




importante mencionar que su contenido de almidon forma parte de la fraccién no dig
almiddn resistente es la porcion del almidén que no puede ser degradado por las enz
humano por lo que este transita hacia el colon sin ser digerido. Las propiedades de est
alterarse mediante la coccion, debido a la gelatinizacion que ocurre cuando el almiddn e:
en presencia de agua y al proceso de retrogradacién causado por la cristalizacidon de la :
enfriamiento.

Diversos estudios sugieren que la utilizacién de almidon resistente en la dieta mejora la
estimula la produccion de acidos grasos de cadena corta, particularmente butirato, el cue
con beneficios en la salud del colén. Ademas el consumo de almidon resistente en la «
‘aumento de glucosa liberada durante la digestion, siendo asi-un componente aceptat
‘personas diabéticas. R

El consumo de frijol enla dieta puede influenciar el grupo de microorganismos que prolife
el tracto gastrointestinal, ya que los glicanos procedentes de la dieta podrian ser un
‘influenciar el balance de las especies en la microbiota. Esto debido a que el tipo de 1
almidoén resistente presentes_san degradadas por especies microbianas que difieren er
por diferentes glicanos.~ '

Microbiota intestinal

‘La microbiota intestinal tiene un roI de simbiosis, ayudando al ser humano a digerir los
‘gpodemos degradar. N

Los microrganismos presentesén el intestino distal son miles de millones de organismos
género bacteria y archaea. Bacteroidetes y Firmicutes forman parte de mas del 90% de
intestinal en humanos y en ratones (Guo et al., 2008).

Existen diferentes especies microbianas que difieren en sus preferencias por diferente
consumo selectivo de nutrientes puede influenciar el grupo de microorganismos que pro
en el tracto gastrointestinal, es decir que los glicanos procedentes de la dieta podria ser
linvasiva para influenciar el balance de las especies en la microbiota (Koropatkin et al., 201

Los polimeros de glicanos estan unidos mediante diferentes enlaces glicosidicos, por lo qi
requiere diversas enzimas capaces de degradar los enlaces especificos. Algunos
presentes en el tracto intestinal poseen las enzimas necesarias para despolimerizar varios
de glicanos hasta obtener sus azucares basicos. Por ejemplo, Bacteroides thetaiotaomi
degradar mas de una dozena de tipos de glicanos, mientras que muchas especies sol
‘degradar uno o pocos tlpgs.

B. thetaiotaomicron requiere de un locus de 8 genes que codifican para el sistema Sus
system) para metabolizar el almidén. Los productos de este sistema estan localizados
externa y en el espacio periplasmico de la bacteria. Actua mediante la unidn del almiddn «
donde se degrada a oligosacaridos, los cuales son transportados al espacio perip
‘degradados a azUcares simples como la glucos, e importado a la célula.




La secuenciacion del genoma de B. thetaiotaomicron ha revelado la presencia de 88 ¢
siendo que cada uno posee homologos al menos de 2 de los genes (SusC y SusD) prese
Sus. Estos locus son denominados como locus de utilizacién de polisacaridos (PULSs),

comprenden abarcan el 18% de los genes totales de esta bacteria; los cuales se denomir
un sistema similar a Sus (Sus-like system). Esto debido a que funcionan de una manera ¢
alberga a genes que codifican para enzimas que degradan otros tipos de glicanos diferent

{
i

Diversos estudios han descrito que existe una posible relacion entre la microbiota intestil
de peso en los individuos. Se han estudiado grupos de personas obesas, encontrando qu
material genético de_ Firmicutes en heces es mayor que. la encontrada en individuos delg
individuos obesos piérden peso durante un afio, la proporcion de Firmicutes se vuelve mé
los individuos delgados. Los"Firmicutes y Bacteroidetes son phylas pertenecientes al dc
mayoria de microorganismos pertenecientes a estos son benignos, sin embargo exister
patégenos (Bajzer et al., 2008). , '

DEFINICION DE PROBLEMAS

s ~

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya q
tradicion de consumo y produccién, asi como disponibilidad, accesibilidad y destacable va

En los ultimos arios el frijol ha presentado una tendencia a la disminucion de consun
mexicano; a lo largo de las ultimas tres décadas su consumo paso de ser 18 kg/ pers
‘persona/ afio (SIAP, 2013). Esto:debido a las nuevas tendencias de consumo de alimen
‘de la dieta tradicional mexicana;_teniendo como consecuencia un aumento en la poblacic
‘obesidad y enfermedades relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los
por la ENSANUT 2012, muestran que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en Méxicc
71.28% (que representa a 48.6 millones de adultos). Por lo que es necesario evaluar el e
‘metabdlico del consumo del concentrado de frijol en un modelo in vivo de obesidad

i

§ JUSTIFICACION :
Justificacion

El frijol en México es un-producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que representa una
y producci6n, asi como disponibilidad, accesibilidad y destacable valor nutrimental. En los dltimos afios el fri
tendencia a la disminucién de consumo en el mercado mexicano; a lo largo de las Gltimas tres décadas su
18 kg/ persona/afio a 10 kg/ persona/ afio (SIAP, 2013). Esto debido a las nuevas tendencias de consu
abandono de la dieta tradicional mexicana; teniendo como consecuencia un aumento en la poblacién con s
‘enfermedades relacionadas cen estos padecimientos como la diabetes. Los datos publicados por la ENS#
‘que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en México en adultos es de 71.28% (que representa a 48.6 mi
la dieta mexicana, el frijol se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla), siendo esto la complement:
un cereal con una leguminosa, teniendo asi un mejor balance de aminoacidos y buena calidad de prc
desarrollado un concentrado de proteina de frijol (Patente en tramite), que busca diversificar el uso del frijo
sus propiedades es posible utilizarlo como un ingrediente funcional en alimentos como productos de pe
bebidas (Salinas, 2014). Por otra parte se ha evaluado este concentrado de frijol, caracterizacion fisicoq
‘concentracion de insulina y expresion génica de SREBP-1, obteniendo los siguientes resultados aum
‘animales similar a la soya, por lo que la proteina del aislado de frijol puede ser considerada de buena calic
relacién de insulina/glucagén y disminuyé el factor de transcripcion SREBP-1, por lo que el aislado de f




hipolipidémico. Este concentrado de proteina tiene ciertamente disminuido su contenido de almidén
probablemente también sus compuestos fendlicos, pero tiene alrededor de un 70% de proteina que pudiera
de proteina. Mientras que el frijol entero tiene menor contenido de proteina pero mayor contenido de almic
pudieran modificar la microbiota. En este estudio tiene la finalidad de conocer mejor las propiedades
desarrollado, y evaluar el efecto antihiperlipidemico del consumo del concentrado de frijol en un modelo in
como el efecto del frijol entero.

%“EI consumo de una dieta con fuente de proteina procedente de un concentrado de fr|
actividad antlhlperglucemlante en ratas obesas Yy modlﬂcara Ias principales phylas de la mi

General:

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de proteina de frijol negro y de frijol ¢
modelo de obesidad (Rata Wistar).

Especificos:

1) Estudiar el efecto del consumo-del concentrado de proteina de frijol negro en un modelc
sobre:

v

e Parametros bioquimicos en suero: Glucosa, insulina, LDL, colesterol.
e Ganancia de peso

» Curva de tolerancia a la glucosa.

e Evaluar la existencia de inflexibilidad metabdlica mediante la determinacién del cot
respiratorio y la composicién corporal.

e Efecto en la microbiota intestinal.

e Determinacién de.la composicién corporal




de Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ
Tratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a las recomendaciones del AIN-93 (American
‘ Dieta AIN-93 (CONTROL)
| Ingrediente i %
Almidon 39,749
| Caseina " 20
| Maltodextrina | 32 |
Aceite de soya | 7 ‘\
. Celulosa J 5
| Mineral mix | 35
i Vitaminas mix o 1
o= E L-Cistina . 0.3
) | Colina bitartrato 0.25 J
TBHQ - ooo14 |
Tratamiento 2 (DAGS): Dieta alta en éjre;Sa saturada
DAGS
| Ingrediente B | %
| Almidén - \ 23.903 }
Caseina \
Maltodextrina ’ \
Sacarosa v‘
Aceite de soya - 7
Celulosa \‘ 5.0
Mineral mx \ 35
. Vitaminas mix i 1
‘ i “ Tetne K o3
Colina bitartrato [ 0.25
TBHQ ; 0.0014
Manteca ‘ ;‘ 17 :




Tratamiento 3: Dieta con 20% de proteina procedente del concentrado de frijol negro.
Tratamiento 4 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + proteina procedente del concentrado de frijol negro.
Tratamiento 5: Dieta con frijol entero.

Tratamiento 6 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + frijol entero.

B) Para estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol en un modelo animal de Ol
ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22 + 2°C), bajo ciclos de luz/oscuridad
de humedad.

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 4 meses.

. Durante los 4 meses, se te‘ndré,-u.n registro del peso corporal de 2 veces por semana.

Al termino del 4to mes, se realizara una curva de tolerancia a la glucosa (CTG) después de un ayunc

administrar sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sanguinea de la cola del animal a los 15
minutos posteriores a la administracién de la sacarosa. También se haré la determinacion del cociente

' calérico mediante una calorimetria indirecta de acuerdo a lo previamente reportado (Chavez-Santosco

determinacion de parametros bIOQUImICOS séricos (glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total, LDL

anestesia con sevoflurano. .. .. .

Para la determinacién de la mlcroblota se tomara una muestra de heces posterior al consumo de las dietz
de la muestra y se llevara a gabo la amprcacmn del gen 168 de phylas especificas por medio de PCR
primers especificos para cada phyla.

Transcurridos los 4 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia con CO,
cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el higado, colon y el tejido adiposo visceral (gon
localizado en la zona inguinal e intercostal de todos los grupos y las muestras se congelaran en r
. almacenaran a -70°C hasta el dia de las determinaciones. Se extraera ARN para estudiar la expresion de |
. en la lipogénesis asi como en la oxidacion de acidos grasos. Adicionalmente, parte de los tejidos (higad
destinard a estudios histolégicos para observar la morfologia y la acumulacién de grasa

C) El tamafio de la muestra seréd de 7 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha demostr
. minimo de animales para peder observar cambios representativos en la expresion de genes

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

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




Metodo

__| continua

Variable Definicion Muestra Tipo de Escala de
‘ . variable medicion
Glucosa Concentracion Suero | Cuantitativa | mg/dl
plasmatica de glucosa ) :
por-ensayo enzimatico | continua
Triglicéridos Concentracion Suero | Cuantitativa | mg/dl
‘ plasmatica de : continua
triglicéridos por
ensayo enzimatico
Colesterol Concentrdcion™ Suero Cuantitativa | mg/dl
HDL plasmatica de continua
colesterol HDL por
ensayo enzimatico .
Colesterol Concentracion Suero Cuantitativa | mg/dl
LDL plasmatica de continua
colesterol LDL por
ensayo enzimatico
Leptina Medicién de la Tejido Cuantitativa | Unidades
expresion génica per | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR’
Insulina Cuantificacion por RIA | Suero Cuantitativa | ng/mL

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

Poder conocer la capacidad antihiperglucemiante de un concentrado de proteina de frijol r

BENEFICIOS INDIRECTOS:

N

‘Conocer los mecanismo de accion de los alimentos funcionales en un modelo de obes
‘dieta.

RIESGOS:
MOLESTIAS GENERADAS : Ninguna
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Ninguna




EFECTOS ADVERSOS : Ninguna
EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguna

METODOS DE SEGURIDAD : Observacion diaria de los modelos animales para determinar si existe alguna alteracior
'control del peso y consumo de alimento.

PROCEDIMIENTOS : Consulta con el médico veterinario
OTRO TIPO DE RIESGO : Ninguno

COSTOS TOTALES DE LA INVESTIGACION

Admon. Gastos pacientes $0.00 A
Animales - $ O:O\()
Equipos / $0.00°
Estudios $0.00
Materiales ‘ $ 0.00
Personal - 8000 )
Publicaciones $0.00
Suscripciones v 80.00
Varios $ 0.00
$0.00

ley,R (2006). Obe51ty and gut ﬂora Nature 44:21- 28
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DIRECCION DE

Dra. Nimbre Torres y Torres
Depto. Fisiologia de Ia Nutfigigie:
Presente.

NUTRI
,s;;gm - L INVESTIGACION
D'C L % REF: CINVA-1744 FNU- 1744 16/18-1
e | ¥4 :;;y '
Estimada Dra. Torres.: lNVESTlGAClON EX'F%E:HC

—_— hd ROYTE=Ey

Habiendo analizado detalladamente el Protocolo de Investigacion Experimental titulado:

“Evaluacion in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin
obesidad inducida por dieta de un concentrado de frijol: capacidad
antihiperglucemiante”.

Este comité ha dictaminado dejar Pendlente la aprobacién hasta que se aolaren las
siguientes observacuones

e

e

1. Se indica que: “los animales seran sometidos a procedimientos refinados, en los que
la angustia o el dolor generado sea minimo o nulo”, describir a que se refieren con
procedimientos refinados

2. El proyecto es descrito en tercera persona, reflrlendose ala Dra. Torres y Dr. Tovar y
no parece haber sido elaborado por la investigadora responsable.

3. En la parte de restriccién de agua y/o alimento por ocho horas indican que no se
realizara. Sin embargo, si se pretende cuantificar pardmetros bioquimicos que muy
probablemente los animales seran sometidos a periodos de ayuno previo a la prueba.
Favor de especificar.

4. No es clara la descripcion de los grupos expenmentales En el tratamiento 5,
Gnicamente se aclara que se dara una dieta con frijol cocido, se asume que es la dleta
control donde se sustituye la proteina por el frijol cocido. Es importante aclarar este
punto.

5. Agregar las instituciones .que participan y colaboradores externos, asi como el papel
‘que desempenara cada uno en la realizacion del estudio.

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

gven ié@pké@gjff@aﬁéo la respuesta a cada punto soIICItado La respuesta al comité y el protocolo
uiroga
Colonia Belisario

Dominguez Seccién XV
Delegacién Tlalpan

- Codigo Postal 14080

México, Distrito Federal
Tel. (52)54870900

www.incmnsz.mx




modificado en el sistema Latis debera entregarse en forma impresa y el pdf por via
electrénica a los correos: norma.bobadillas@incmnsz.mx y B

Sin mas por el momento quedo de usted.

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

NAB/nom
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No. CINVA:
CLAVE: FNU-1744-16/18-1 ‘
Fecha de registro del Protocolo: 15-10-15

Titulo del Protocolo: Evaluacién in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin
obesidad inducida por dieta de un concentrado de frijol: capacidad antihiperglucemiante

Propuesta: arMNueva b) Renovacion

Investigador Responsablé’de! Proyecto. -

Nombre del Investigador Titular Dra. Nimbe Torres4 orres

Institucién de Adscripcion ) Instituto Nacional' de Ciencias Médicas y
~ Nutricién “Salvador Zubiran”

Departamento de Adscripcion Fisiologia de la Nutricién

Teléfono ) 56553038

Correo electrénico e B

Investigadores que Participaran en el Protocolo -

Nombre Grado Teléfono e-mail
Armando Roberto Tovar Palacio Doctor ¢ 56553038 | B
Maria Amanda Gélvez Mariscal Doctor. 56225344 galvez@unam.mx

v

Estudiantes

Nombre Grado a Teléfono e-mail
obtener
A Maestra 56226344 B

Vigencia del Proyecto.

Fecha de inicio del proyecto - Enero- | 2016

Fecha tentativa de finalizacion. Enero | 2018
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PROTOC‘OLO PARA EL USO DE ANIMALES EN INVESTIGACION.

1) Institucién en donde se realizara el proyecto.

Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién “Salvador Zubiran”

R

2) Objetivos generalés y especificos del protocolo:

[T,

Principal

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de protefna de’frijol negro y de frijol cocido
en un modelo de obesidad (Rata Wistar).

Objetivos Particulares

1) Estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol negro en un modelo de
obesidad, sobre:

e Parametros bioquimicos en suero: Glucosa, insulina, leptina, LDL, colesterol.

e Ganancia de peso e -
L

e Curva de tolerancia a la glucosa. . | "

e

e Evaluar la existencia de inflexibilidad metabdlica mediante la determinacién del
coeficiente respiratorio y la composicion corporal.

e Efecto en la rﬁicrobiota intestinal.

o Determinacion de la composicién corporal

°

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

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya que
representa una tradicion de consumo y produccién, asi como disponibilidad, accesibilidad y
destacable valor nutrimental.

En los Gitimos afios el frijol ha presentado una tendencia a la disminucién de consumo en el
mercado mexicano; a lo largo de las Ultimas tres décadas su consumo paso de ser 18 kg/
persona/afio a 10 kg/ persona/ afio (SIAP, 2013). Esto debido a las nuevas tendencias de
consumo de alimentos y el abandono de la dieta tradicional mexicana; teniendo como
consecuencia un aumento en la poblacibn con sobrepeso, obesidad y enfermedades

2
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relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los datos publicados por la ENSANUT
2012, muestran que la prevalencia de sobrepesc y obesidad en México en adultos es de
71.28% (que representa a 48.6 millones de adultos).

En la dieta mexicana, el frijol se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla), siendo esto la
complementacion del consumo de un cereal con -una leguminosa, teniendo asi un mejor
balance de aminoacidos y buena calidad de proteina vegetal.

\

El equipo de la Dra. Gélvéz ha desarrollado un concentrado de proteina de frijol (Patente en
tramite), que busca diversificar el uso del frijol negro. De acuerdo a sus propiedades es posible
utilizarlo como un ingrediente funcional en alimentos como productos de panificacién, carnicos y
bebidas (Salinas, 2014). - ”

En el grupo de trabajo de la Dra. Torres y el Dr. Tovar, se evalué este concentrado de frijol
mediante el uso de un modelo animal, en la tesis de Maestria de Quifiones titulada Obtencién
de un concentrado de proteina de frijol- negro, caracterizacion fisicoquimica y efecto en la
concentracién de insulina y -expresién génica de SREBP-1 (Quifiones, 2010), obteniendo los
siguientes resultados:

o  Aumento de peso de los animales similar a la soya, por lo que la proteina del
aislado de frijol puede ser considerada de buena calidad.

o  El aumento de glucosa en sangre fue similar al de la soya, siendo ambos (aislado
de frijol y soya) mas lentos en comparacién con la proteina de origen animal
(caseina). s

» Se obtuvo menor? relacion de insulina/glucagéon vy diéminuyé el factor de
transcripcion SREBP-1, por lo que el aislado de frijol generd un efecto hipolipidémico.

Este concentrado de proteina tiene ciertamente disminuido su contenido de almidén y de
antocianinas, y probablemente también sus compuestos fendlicos, pero tiene alrededor de un
70% de proteina, cuyo papel en el metabolismo se esta estudiando actualmente por el grupo de
los Dres. Tovar y Torres. Los estudios arriba mencionados del trabajo de Alejandra Quifiones
indican un interesante comportamiento de la proteina del concentrado en el metabolismo de
grasas. . :

En este estudio con la finalidad de conocer mejor las propiedades del concentrado ya
desarrollado, se busca evaluar el efecto bioquimico y metabdlico del consumo del concentrado
de frijol en un modelo in vivo de obesidad:

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

Categoria C

Experimentos o ejercicios de ensefianza que prevocan angustia leve, molestia o dolor leve de
corta duracién en animales vertebrados.Los procedimientos dentro de esta categoria
representan una atencién adicional en proporcién del nivel y la duracién de las molestias, la
angustia o el dolor inevitables.Los “ejercicios de ensefianza que involucran procedimientos
dentro de esta categoria requieren de una fuertejustlﬂcamon de sus objetivos académicos.
Categoria D

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

Categoria E
Procedimientos que involucran lnﬂlglr angustla 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/Guidglines/Spanish/ANEX15B.pdf

Categoria:. | A [B: X TcC | D: | E:

5) Justificacion de la cantidad de @nimales participantes en el estudio tomando en cuenta
los principios béasicos de las tres “R’s”, remplazo, reducmon y reﬂnamlento
Para mayor informacion gonsultar:
hitp://ec.europa.eu/health/opinions/en/non-human- prlmates/qlossarv/tuv/tnree rs-principle.htm

Se deCldIO 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 méas 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 serédn sometidos a procedimiéntos refinados, en los que la
angustia o el dolor generado sea minimo o nulo :

6) Describir como se realizaré la transportacién o movilizacion de los animales
experimentales, en caso de ser necesario.
S

No se requerird el transporte o movilizaciéon de animales.
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las actividades de este protocolo.

7) Mencione el nimero y las especies animales, asi como el género que seran usados en

Rango de pesov Rango de edad

Género — Especie. Cantidad Sexo
Ratas- Wistar 36 180-220 3-4 semanas machos
No. de Grupos experimentales: 6

No. de animales por grupo: 6

No. TOTAL DE ANIMALES: 36

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

. N - . o
Los animales permaneceran en el bioterio entre 4 y 5 meses.

9) Procedimientos que se realizaran con los animales.

Procedimiento . .

NO

Sl

Frecuencia, cantidad y via.

horas. ¢

Restriccion de agua y/o alimento por més de 8

X

Toma de muestra sanguinea.

O

Inmediatamente después del
sacrificio mediante puncién
cardiaca para cuantificar

parametros bioquimicos

Colocacién de canula.

Técnica para modificar conducta.

Inoculaciones de agentes.

En la dieta de ingesta diaria

Procedimientos quirrgicos con recuperacion.

Procedimientos quirlrgicos sin recuperacion.

Uso de adyuvantes (indicar cual)

Estudios LD50 o ID50

Restriccion fisica (méximo 6 horas)

| Restricciér 71 -a (menos de 6 horas)

Confinamiento o aislamiento

Produccién de anticuerpos monoclonales o
policlonales.

Induccion de lesiones

Agentes teratogénicos o carcinogénicos

Sustancias quimicas téxicas

Implantes N

Estudios estereotaxicos.

SUXIXXXT XXX XX (XX

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

A) Se utilizaran 6 grupos con una n=6 por grupo, en total 36 ratas Wistar. Las dietas se

prepararan en el planta piloto del Depto. de Tecnologia de Alimentos del INCMNSZ

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

Dieta AIN-93 (CONTROL)
Ingrediente ‘ %
Almiddn 39.749
Caselna - 20
Maltodextrina 13.2
Sacarosa 0
Aceite de soya 7
Celulosa : .5
Mineral mix 3.5
Vitaminas mix . 1
L-Cistina ) 0.3

Colina bitartrato ~ 0.25
TBHQ R 0.0014

B

e

Tratamiento 2 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

DAGS
Ingrediente %
Almidén 23.903
Caseina 24
Maltodextrina 10.267
Sacarosa ’ 7.778
Aceite de soya . 7
Celulosa 5.0
Mineral mix = 35
Vitaminas mix 1
[Cistna 03
N Colina bitartrato 0.25
TBHQ 0.0014
Manteca 17

Tratamiento 3: Dieta con 20% de proteina procedente del concentrado de frijol negro.

Tratamiento 4 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + proteina procedente del concentrado de
6
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frijol negro.
Tratamiento 5: Dieta con frijol cocido.

Tratamiento 6 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + frijol cocido.

B) Para estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol en un modelo
animal de 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.

Los grupos seran alimentados con'estas dietas por un periodo de 4 meses.

Durante los 4 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2 veces por semana.

Al termino del 4to mes, se realizara una curva de tolerancia a la glucosa (CTG) después de un
ayuno de toda la noche, al administrar sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra
sanguinea de la cola del animal a los 15, 30, 45, 60, 80 y 120 minutos posteriores a la
administracion de la sacarosa. También se haréd4a determinacién del cociente respiratorio y el
gasto caldrico mediante una calorimetria indirecta de acuerdo a lo previamente. reportado
(Chavez-Santoscoy, 2014), asi como la determinacién de parametros bioquimicos séricos
(glucosa, triglicéridos, insul»ipa, “colesterol total, LDL y HDL, leptina), bajo anestesia con
sevoflurano. )

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior al consumo
de las dietas. Se extraera el DNA de la muestra y se llevara a cabo la amplificacion del gen
16S de phylas especificas por medio de PCR cuantitativo utilizando primers especificos para
cada phyla.

Transcurridos los 4 meses, las ratas se ‘iran sacrificando escalonadamente mediante asfixia
con CO, previo a una puncién cardiaca, bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el
higado, colon y el tejido adiposo visceral (gonadal y retroperitoneal) localizado en la zona
inguinal e intercostal de todos los grupos y las muestras se congelarén en nitrégeno liquido y

se almacenaran a -70°C hasta el dia de las Yeterminaciones. Se extraera ARN para estudiar

la expresion de los genes involucrados en la lipogénesis asi como en la oxidacion de acidos
grasos. Adicionalmente, parte de los tejidos (higado y tejido adiposo) se destinara a estudios
histolégicos para observar la morfologia y la acumulacion de grasa

C) El tamafio de la muestra seré de 6 ratas Wistar por grupo, ya que en estudios previos se ha
demostrado que es el nUimero minimo de animales para poder observar cambios
representativos en la expresién de genes

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

E) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

o

11) Si el protocolo incld’ye la restriccion de movimiento de los animales consientes,
indigue el grado y tiempo de inmovilizacién y los dispositivos para lograrlo.

Los animales no se privaran de movimiento, ni se les inmovilizara.
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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 p“afr\a conocer el grado de Anestesia o analgesia del

agente a utilizar?

Se considerara que el animal esté 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 pates  ~

Ademas, puede considerarse que permanezca en posmon 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 (ufilizacion de antibidticos, analgésicos, limpieza y
desinfeccién. Lo

No habra procedimientos quirtirgicos

15)

Evaluacion 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: apariciéon de comportamientos estereotipados, agresividad,
cambios en comportamiento social..
- Respuesta a esiiintios externos
- Signos clinicos:
i. Respiracién: normal, laboriosa..
ii. Temperatura
iii. Temblores
iv. Convulsiones
v. Descarga nasal, salivacion

“

N .
Escala: O si es normal, 1 si el parametro en cuestion se ve ligeramente alterado, 2 si
esta afectado y 3 si estd muy afectado.

o
—_

Paradmetro

a

2
Peso corporal . - X

b

Apariencia

d

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

XXX
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[ ) Conducta provocada. I x ] | [

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

Criterios de punto final
Basandose en los_ parametros seleccionados para evaluar la condicion del animal hay que
determinar en que momento sé procedera a la eutanasia humanitaria del mismo. Los parametros
observados pueden “cuantificarse” asignando valores arbitrarios segun la gravedad que
presenten. e
a. Variacién de peso corporal:
Aceptable una disminucion del 5-10% - -
2 Moderada del 10-20% ”
3. Substancial > al 20% (criterio de punto fnal)
b. Los valores como la postura, piloereccion, comportamiento social etc., pueden
valorarse segun la escala:’
1. Osiesnormal.
2. 1 siel.pardmetro en cuestién se ve ligeramente alterado
© 3. 2siesta afectado
4. 3 siestda 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 determinacién de punto final de manera que cumpla la
normativa vigente en cuanto a proteccion de los animales utilizados en experimentacién 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 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 hemoarragias, entre otras. La escala seré la
siguiente y se asignara un score final al cuantificar los valores asignados a cada variable.

0 si es normal.

1 si el pardametro en cuestién se ve ligeramente alterado

2 si esta afectado

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

v

17) ¢ Cuél sera el método de eutanasia que utilizarg?

Sobredosis con anestesia inhalado (sevofluorano)

Recomendamones para el Sacrificio Humanitario de los Animales de Experimentacion.
Especie Método Dosis Via
. Pentobarbital
Raton Asfixia con CO2 210 mg/kg . v, IP
Pentobarbital
Rata Asfixia con CO2 120 mg/kg v, IP
Pentobarbital i
Jerbo Asfixia con CO, 270 mg/kg v, IP
Pentobarbital . -
Conejo Pistola de perno cautivo 120 mg/kg VP
Asfixia con CO,




LA CINVA DEL INCMNSZ.

FORMATO DE APOYO PARA LA EVALUACION DE PROTOCOLOS POR -

. = ‘
Cerdo Pentobarbital 90 mg/kg » Y,

Rana Pentobarbital 100 mg/kg =

* 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 bioldgico?
arMe- . b)Si
Si la repuesta es afirmativa,’ defina el Nivel de Bioseguridad para Animales (ABSL) requerido. Se

recomienda consultar la clasificacién del Center for Disease Control and Prevention.
htto: /v .cdo.govibiosafety/publications/bmblS/BMBLS sect V.pdf

19) ¢Cudl sera el destino final de los animales utilizados en el proyecto experimental?
Los cadéveres de los animales se almacenaran en bolsas amarillas para residuos sélidos
patolégicos y se llevaran a un congetador 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 anlmales de laboratorio que se describen en la NOM-
062-Z00- 1999

Nombre y firma del Investigador Réép\énsabﬁle

W

Dra. Nlmbe}Torres or

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 | Vocal
Dr. Alejandro Zentella Dehesa Vocal

( oca /y e
Dra. Nimbe Torres y Torres v Vocal /MM

—

Dr. Gonzalo Torres Villalobos Vocal ' w
Dra. Maria Elena Flores Carrasco Vocal Externo
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COMITE
INSTITUCIONAL DE
INVESTIGACION
BIOMEDICA EN
HUMANOS

FORMATO DE
EVALUACION
DE PROYECTO
| ~ . DE
N - INVESTIGACION

N
&

Evaluamon in vivo en un modelo murino de ratas Wistar macho con y sin obesidad inducida por dieta de un concent
antihiperglucemiante.

i

l

INVESTIGADOR Posicion institucional Posicion en el proyecto Teléfono (ext.) Correo-E

GALVEZ MARISCAL MARIA AMANDA Investigador asociado igalvez@unam.n
‘ Investigador invitado
A , ® B
TORRES Y TORRES NIMBE INVESTIGADOR EN CIENCIAS  [Investigador responsable
MED F
TOVAR PALACIO ARMANDO '

- Escuela Superior de Medicina, Instituto Politécnico Nacional
- Escuela Superior de Medicina, Instituto Politécnico Nacional
- Instltuto Nacional de Ciencias Médicas y Nutriciéon

Tnetihito Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
- Umver51dad Nac1onal Autonoma de Mex1co
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El Frijol en la dieta tradicional mexicana

Para México, el frijol es un producto estratégico en el desarrollo rural del pais, debido a que conjuntamente con el m
tradicién productiva y de consumo, cumpliendo diversas funciones de cardcter alimentario y socioeconémico que le b
hasta la actualidad (SIAP, 2012). Su presencia a lo largo de la historia de México, lo ha convertido no sélo en un al
también en un elemento de identificacién cultural, que son basicos para explicar la dieta alimentaria de ayer, hoy y
futuro (SIAP, 2012).

A

Composicién nutrimental y principios bioactivos del frijol

Phaseolus vulgaris es una de las leguminosas més consumidas alrededor del mundo. Los frijoles son una exceler
carbohidratos, fibra dietaria, vitaminas, minerales y fitoquimicos.

Los carbohidratos son el mayor componente su contenido en la semilla es de 50% - 76% dependlendo de la varie
almidén el de mayor proporcién, el cual representa del 32% al 52% y la fibra dietética total representa de 15 a 45%. El «
la semilla seca varia entre 17-30%, de 2 a 5% de minerales (entre ellos Potasio, Fésforo, Calcio, Hierro, Sodio y Sele
vitaminas (Vitamina C, Niacina, Colina, Vitamina K y Vitamina E (Ramirez et al., 2015; USDA, 2015).

El frijol tiene un bajo indice glicémico (IG), es decir, que después de que se consume, a pesar de su alto conten
carbohidratos, no eleva marcadamente la glucosa en sangre. Presenta un 1G=30 y cuando se combina con tortilla y sal
glicémico se mantiene bajo (1G=39), cuando la tortilla sola puede tener hasta un IG de 52 (Foster-Powell ez al., 2002)

Los frijoles son una fuente importante de componentes bioactivos que promueven diversos efectos benéficos par
compuestos mas relevantes son los compuestos fenolicos que se encuentran ligados a su actividad antioxid
anticarcinogénica; polisacéridos no digeribles e ihhibidores de enzimas, ademas de un potencial bifidogénico, t

propiedades antihipertensivas, saponinas y fitoesteroles, los cuales se ha confirmado que tienen beneficios hipolipid
2015). * -

Los carbohidratos no digeribles presentes en el frijol negro incluyen almidones resis
hemicelulosa.

Estos componentes sufren fermentacidn mediante la microbiota presente en el colon
resultado final la generacion de &cidos grasos de cadena corta, como acético, butirico y
El acetato y propionato actian como moduladores.del metabolismo de la glucosa, ya
genera una menor respuesta glicémica al consumo de glucosa esto debido a que generar
sensibilidad de la insulina (Guarner et al., 2003). A su vez provocan la disminucion de le
del colesterol (Campos-Vega et al., 2009).

La fibra dietética insoluble- presente en el frijol negro (celulosa y hemicelulosa), la
constipacion y baja el indice glicémico. Se ha encontrado que la fibra dietética mejora la
lipidos séricos mediante la inhibicion parcial de la absorcion de colesterol en el intestino
et al., 2015; Sanchez-Muniz, 2012).

A pesar de que el frijol en general se considera también como una fuente importante de




\importante mencionar que su contenido de almidon forma parte de la fraccion no dig
almidon resistente es la porcidon del almidon que no puede ser degradado por las enz
humano por lo que este transita hacia el colon sin ser digerido. Las propiedades de est
alterarse mediante la coccién, debido a la gelatinizacion que ocurre cuando el almidoén e
en presencia de agua y al proceso de retrogradacion causado por la cristalizacion de la
enfriamiento.

Diversos estudios sugieren que la utilizacion de almidon resistente en la dieta mejora lg
estimula la produccién de &cidos grasos de cadena corta, particularmente butirato, el cue
con beneficios en la salud del colén. Ademas el consumo de almidon resistente en la «
aumento de glucosa liberada durante la digestion, siendo asi un componente aceptat
personas diabéticas. .

e as

El consumo de frijol en Ia dieta puede influenciar el grupo de microorganismos que prolife
el tracto gastrointestinal, ya que los glicanos procedentes de la dieta podrian ser un
influenciar el balance de las especies en la microbiota. Esto debido a que el tipo de 1
almidon resistente presentes son degradadas por especies microbianas que difieren er
por diferentes glicanos.

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal tiene un rol de SlmbIOSIS ayudando al ser humano a digerir los
podemos degradar.

fLos microrganismos presentes en el intestino distal son miles de millones de organismos
género bacteria y archaea. Bacteroidetes y Firmicutes forman parte de mas del 90% de
intestinal en humanos y en ratones (Guo et al., 2008).

Existen diferentes especies microbianas que difieren en sus preferencias por diferent
‘consumo selectivo de nutrientes puede influenciar el grupo de microorganismos que pro
‘e el tracto gastrointestinal, es decir que los glicanos procedentes de la dieta podria ser
invasiva para influenciar el balance de las especies en la microbiota (Koropatkin et al., 201

Los polimeros de glicanos estéan unidos mediante diferentes enlaces glicosidicos, por lo g
requiere diversas enzimas capaces de degradar los enlaces especificos. Algunos
presentes en el tracto intestinal poseen las enzimas necesarias para despolimerizar varios
de glicanos hasta obtener sus azucares bésicos. Por ejemplo, Bacteroides thetaiotaom
‘degradar mas de una dozena de tipos de glicanos, mientras que muchas especies solt

i

‘degradar uno o pocos tipos.

'B. thetaiotaomicron requiere de un locus de 8 genes que codifican para el sistema Sus
‘system) para metabolizar el almiddn. Los productos de este sistema estan localizados
‘externa y en el espacio periplasmico de la bacteria. Actua mediante la union del almidon «
donde se degrada a oligosacaridos, los cuales son transportados al espacio perip
‘degradados a azucares simples como la glucos, e lmportado a la célula.




T

'La secuenciacion del genoma de B. thetaiotaomicron ha revelado la presencia de 88 ¢
siendo que cada uno posee homologos al menos de 2 de los genes (SusC y SusD) prese
Sus. Estos locus son denominados como locus de utilizacion de polisacaridos (PULS),

'comprenden abarcan el 18% de los genes totales de esta bacteria; los cuales se denomir

un sistema similar a Sus (Sus-like system). Esto debido a que funcionan de una manera ¢
alberga a genes que codifican para enzimas que degradan otros tipos de glicanos diferent

‘Diversos estudios han descrito que: existe una posible relacién entre la microbiota intestii
de peso en los individuos. Se han estudiado grupos de personas obesas, encontrando qu
material genético de Firmicutes en heces es mayor que la encontrada en individuos delg
\individuos obesos pierden peso durante un afo, la proporcion de Firmicutes se vuelve ma
'los individuos delgados. Los Firmicutes y Bacteroidetes son phylas pertenecientes al dc
mayoria de microorganismos pertenementes a estos son benignos, sin embargo exister
patégenos (Bajzer et al., 2006). “

DEFINICION DE PROBLEMAS :

El frijol en México es un producto estratégico en el desarrollo rural y social del pais, ya q

“tradicion de consumo y produccion, asi como disponibilidad, accesibilidad y destacable va

En los ultimos afios el frijol ha presentado una tendencia a la disminucion de consun
mexicano; a lo largo de las ultimas tres décadas su consumo paso de ser 18 kg/ pers
persona/ afio (SIAP, 2013). Esto debido a las nuevas tendencias de consumo de alimen
de la dieta tradicional mexicana; teniendo como consecuencia un aumento en la poblacic
obesidad y enfermedades relacionadas con estos padecimientos como la diabetes. Los
por la ENSANUT 2012, muestran que la prevalencia de sobrepeso y obesidad en Méxicc
71 28% (que representa a 48.6 millones de adultos). Por lo que es necesario evaluar el e
metabohco del consumo del concentrado de fruol en un modelo in vivo de obesidad

JUSTIFICACION :

P
f

Justificacion

En la dieta mexicana, el frijol se ha consumido junto al maiz (en forma de tortilla
‘complementacion del consumo de un cereal con una leguminosa, teniendo asi un |
aminoécidos y buena calidad de proteina vegetal.

~
-

El equipo de la Dra. Galvez ha desarrollado un concentrado de proteina de frijol (Patent
busca diversificar el uso del frijol negro. De acuerdo a sus propiedades es posible |
ingrediente funcional en alimentos como productos de panificacién, carnicos y bebidas (S¢

'En el grupo de trabajo de la Dra. Torres y el Dr. Tovar, se evalud este concentrado de frijs




'de un modelo animal, en la tesis de Maestria de Quifones titulada Obtencion de ul
proteina de frijol negro, caracterizacion fisicoquimica y efecto en la concentracion de in:
génica de SREBP-1 (Quifiones, 2010), obteniendo los siguientes resultados:

» Aumento de peso de los animales similar a la soya, por lo que la proteina del aisl:
ser considerada de buena calidad.

» El aumento de glucosa en sangre fue similar al de la soya, siendo ambos (aislac
mas lentos en comparacion con la proteina de origen animal (caseina).

» Se obtuvo menor relacion de insulina/glucagon y di‘}sminuyé el factor de transcripc
lo que el aislado de frijol generd un efecto hipolipidémico.

« Este concentrado de proteina tiene ciertamente disminuido su contenido de almiddn vy «
probablemente también sus compuestos.fendlicos, pero tiene alrededor de un 70% de prt
en el metabolismo se esta estudiando actualmente por el grupo de los Dres. Tovary To
arriba mencionados del trabajo de Alejandra Quifiones indican un interesante comg
proteina del concentrado en el metabolismo de grasas.

En este estudio con la finalidad de conocer mejor las propiedades del concentrado y:
‘busca evaluar el efecto bioquimico y metabdlico del consumo del concentrado de frijol en
‘de obesidad. :

| potesis - e el e
' El consumo de una dieta con fuente de proteina procedente de un concentrado de fri
actividad antihiperglucemiante en ratas obesas y modificara las principales phylas de la mi

et

‘General:

9

Determinar el efecto del consumo de un concentrado de proteina de frijol negro y de frijol ¢
modelo de obesidad (Rata Wistar). : '

Especificos:
|

=

1) Estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de-frijol negro en un modelc
sobre:

» Pardmetros biogquimicos en suero: Glucosa, insulina, leptina, LDL, colesterol.




| * Ganancia de peso

*Curva de tolerancia g I glucosa. -

!

* Evaluar la existencia de inflexibilidad metabdlica mediante Ia determ
| respiratorio y Ig composicién corporal.

* Efecto en la microbiota intestinal.

* Determinacion de la composicidn corporal

Iy | . -

A) Se utilizaran 6 grupos con una n=6 por grupo, en total 36 ratas Wistar, |as dietas s
Planta piloto de| Depto. deTecnologia de Alimentos de| INCMNSZ

T ratamiento 1 (Control): Dieta con caseina al 20% de acuerdo a |as réecomendaciones de|
Institute of Nutrition).
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Tratamiento 2 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada

midon

Tratamiento 3: Dieta con 20% de proteina procedente del concentrado de frijol negro.
Tratamiento 4 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + proteina procedente del concentra:
Tratamiento 5: Dieta con frijoi» cocido..

Tratamiento 6 (DAGS): Dieta alta en grasa saturada + frijol cocido.

B) Para estudiar el efecto del consumo del concentrado de proteina de frijol en un modk
se pretende utilizar ratas Wistar macho que se mantendran a temperatura controlada (22
de iuzfoscuridad de 12h/12h y 50-55% de humedad.

Los grupos seran alimentados con estas dietas por un periodo de 4 meses.

Durante los 4 meses, se tendra un registro del peso corporal de 2 veces por semana.

Al termino del 4to mes, se realizaré una curva de tolerancia a la glucosa (CTG) despu
toda la noche, al administrar sacarosa via intraperitoneal 2g/kg y tomar muestra sangui
animal a los 15, 30, 45, 60, 90 y 120 minutos posteriores a la administracion de la sac:
hara la determinacion del cociente respiratorio y el gasto caldrico mediante una calorir
acuerdo a lo previamente reportado (Chévez-Santoscoy, 2014), asi como la determinac
bioquimicos séricos (glucosa, triglicéridos, insulina, colesterol total, LDL y HDL, leptina), |




sevoflurano.

Para la determinacion de la microbiota se tomara una muestra de heces posterior &
dietas. Se extraerd el DNA de la muestra y se llevard a cabo la amplificacion del g

- especificas por medio de PCR cuantitativo utilizando primers especificos para cada phyle

Transcurridos los 4 meses, las ratas se iran sacrificando escalonadamente mediante asfi
a una puncion cardlaca bajo anestesia (sevofluorano) y se obtendra el higado, colon

visceral (gonadal y retroperitoneal) localizado en la zona inguinal e intercostal de todo
muestras se congelardan en nitrégeno liquido y se almacenaran a -70°C hast
determinaciones. Se extraera ARN para estudiar la expresion de los genes involucrado:
asi como en la oxidacion de &cidos grasos. Adicionalmente, parte de los tejidos (higado 'y
destinara a estudios histologicos para observar la morfologia 'y la acumulacion de grasa

AR ~

NN

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 seréan machos de peso inicial de 200g aproximadamente.

F) La asignacion del tratamiento sera de forma aleatorizada.

i

B) Se eIiminarén del estudio |as ratas que no aumenten de peso o que presenten

A) Ratas machos de la cepa Wistar, de beso entre 180-220 g.

Variable Definicion Muestra Tipo de Escala de
) variable medicién
Glucosa Concentracion Suero Cuantitativa mg/dl
plasmatica de glucosa
por ensayo enzimatico continua
Triglicéridos Concentracion Suero. Cuantitativa mg/d|
plasmatica de :




triglicéridos por ' “continua
ensayo enzimatico

Colesterol Concentracion Suero Cuantitativa | mg/dl
HDL plasmatica de continua
colesterol HDL por
ensayo enzimatico
Colesterol Concentracion | Suero Cuantitativa | mg/dl
LDL plasmatica de continua '

' colesterol LDL por
ensayo enzimatico

Leptina Medicion de la Tejido Cuantitativa | Unidades
: expresion génica por | adiposo continua arbitrarias
RT-PCR oo :
Insulina Cuantificacion por RIA | Suero Cuantitativa | ng/mL
continua

BENEFICIO DIRECTO:

Poder conocer la capacidad ahtihiperglucemiante de un concentrado de proteina de frijol r

BENEFICIOS INDIRECTOS:

Conocer los mecanismo de accién de los ahmentos funmonales en un modelo de obes
‘dieta. ' e

RIESGOS:

MOLESTIAS GENERADAS : Ninguna
COMPLICACIONES DE PROCEDIMIENTO : Ninguna
EFECTOS ADVERSOS : Ninguna .
EFECTOS PSICOLOGICOS : Ninguna

METODOS DE SEGURIDAD : Observacion diaria de los modelos animales para determinar si existe alguna alteraciér
control del peso y consumo de alimento.

PROCEDIMIENTOS : Consulta con el médico veterinario
OTRO TIPO DE RIESGO nguno

o

COSTOS TOE'ALES DE LA INVESTIGACION

‘Admon. Gastos pacientes $0.00
/Animales $0.00
Equipos ; $0.00
Estudios $0.00




Materiales $0.00
Personal $0.00
Publicaciones $0.00
Suscripciones $0.00
| Varios $0.00
Viaticos $0.00
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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 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.





