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17.NF-kB: Factor nuclear kappa 3
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RESUMEN

La obesidad es una enfermedad mundial que modifica el gasto energético, el
apetito y los ejes neuroendocrinos, y que depende de la dieta, edad, género y
susceptibilidad genética entre otros factores. En la actualidad existe una alta
mortalidad por este trastorno y se busca alternativas para contrarrestarla, como
los suplementos nutricionales que regulan el metabolismo para generar una

homeostasis.

La obesidad genera un incremento del estrés en todo el cuerpo, causando
inflamacion en diferentes tejidos, entre ellos el cerebro. Una manera de modular
la inflamacion provocada por la obesidad es la ingesta de acidos grasos poli-

insaturados -3,

El objetivo del estudio fue evaluar el posible efecto neuroprotector de dos
diferentes dosis de la emulsion LMH-E1410 (0.25g de »w-3/diay 0. 5g de ®»-3/dia)
proveniente de Plukenetia huayllabambana, administradas a lo largo de 12

semanas, sobre el cerebro de ratas Sprague Dawley, que fueron inducidas a

obesidad. La emulsion LMH-E1410, es un producto estandarizado que contiene

principalmente el acido » -3 a-linolénico, entre otros ingredientes csp.

Se determind el nivel de la concentracion del malondialdehido y 6xido nitrico en
el cerebro de ratas como indicadores del grado de estrés oxidativo y la capacidad
antioxidante total mediante las pruebas de FRAP y ABTS. El grado de
inflamacion se evalu6 con la medicidén de los niveles de las citoquinas IL-4, IL-
10, TNF- alfay MCP-1.

En el grupo de ratas tratadas con una dosis de 0.5g w-3/ dia se observo una
disminucién en la concentracion de nitrato y en la concentracion de la citoquina
IL-10 en tejido cerebral, ademés de un incremento de la capacidad antioxidante
medido por la prueba de ABTS respecto al grupo obeso no tratado, mostrando

asi que la emulsion LMH-E1410 evidencia un efecto neuroprotector.

Palabras clave: Plukenetia huayllabambana, Inflamacion, Estrés Oxidativo,

Neuroproteccién, Obesidad.



SUMMARY

Obesity is a global disease that modifies the energy expenditure, appetite and
neuroendocrine axes, and depends on diet, age, sex and genetic susceptibility
among other factors. This disorder is associated to high mortality rates , and
methods to counteract it are being seek, such as nutritional supplements

regulating metabolism in order to generate homeostasis.

Obesity results in increased stress throughout the body, causing inflammation in
many tissues, including the brain. One way to modulate the inflammation caused

by obesity is the consumption of ®-3 polyunsaturated fatty acids,

The aim of this study was to evaluate the possible neuroprotective effect of two
different doses of LMH-E1410 emulsion (0.25g de »-3/day y 0. 5g de w-3/day)
from Plukenetia huayllabambana on the brain of Sprague Dawley rats that were
induced to obesity. The LMH-E1410 emulsion, is a standardized product

containing mainly a-linolenic acid.

In this study we determined the concentration of malondialdehyde and nitric oxide
in the brain of rats as indicators of the degree of oxidative stress, and total
antioxidant capacity by FRAP and ABTS tests. The degree of inflammation was

evaluated by measuring cytokines IL-4, IL-10, TNF-alpha and MCP-1 levels.

Brain group rats at a dose of 0.5 g w-3 / day had a decrease in nitrate
concentration and the concentration of the cytokine IL-10, besides an increase in
antioxidant capacity measured by ABTS test compared to obese group thus

showing that LMH -E1410 emulsion has a neuroprotective effect.

Key words: Plukenetia huayllabambana, Inflammation, Oxidative stress,

Neuroprotective, Obesity.
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l. INTRODUCCION

La obesidad es una enfermedad cronica a nivel mundial que causa la muerte
de 2.8 millones de personas al afio (OMS). En el Pera hubo 21.1% de
prevalencia de obesidad en adultos mayores de 18 afios en el afio 2014
(OMS), esto ha ido aumentando cada afio y es algo preocupante para la

salud y calidad de vida de estas personas.

La obesidad tiene varios factores que pueden ser distales como los sociales
y econdmicos o proximales como los factores que causan el hambre,
saciedad, gasto energético y absorcién de nutrientes (Sansbury y Bradford.
2014). Ademas, la obesidad esté asociada a varias enfermedades como son
la hipertension, diabetes, enfermedades cardiacas y algunos tipos de cancer
(IASO). También se sabe que la obesidad causa estrés oxidativo e

inflamacion sistémica (Bastarrachea R. et al. 2007).

Se puede combatir esta enfermedad con ejercicio y con una dieta
balanceada. Se ha visto que los alimentos que contienen acidos grasos w-3
contribuyen a disminuir la inflamacion y el estrés oxidativo asociado a la
obesidad (Enciso J. 2013; Barrera P. 2015).

Los acidos grasos w-3, principalmente el acido a-linolénico (ALA), se
encuentran en aceites vegetales como el de linaza, chia y sacha inchi
(género Plukenetia). Recientemente se ha encontrado que la especie
Plukenetia huayllabambana tiene semillas con mayor contenido de w-3
(53.9%) que la especie Plukenetia volubilis (50.6%) (Ruiz C, Diaz C, Anaya
J, Rojas R. 2013).

El objetivo del presente estudio es determinar el posible efecto
neuroprotector de la emulsion LMH-E1410, que es un producto que contiene
principalmente el acido w-3 a-linolénico de las semillas de Plukenetia
huayllabambana, entre otros ingredientes csp, evaluando la disminucion del
estrés oxidativo y la inflamacion, y el aumento de la capacidad antioxidante

en cerebro de ratas Sprague Dawley que fueron inducidas a obesidad.



Il. MARCO TEORICO

2.1. Obesidad

La obesidad se define como la acumulacion excesiva de grasa en el cuerpo,
causada por un desequilibrio energético entre las calorias consumidas y las
calorias gastadas que puede ser perjudicial para la salud (Organizacion Mundial
de la salud, 2014).

La evidencia actual indica que la obesidad se originaria por la interaccion de
factores bioldgicos (entre ellos, factores genéticos) y factores ambientales
(Sansbury y Bradford. 2014).

La grasa es el nhombre que se le da al tejido adiposo, que tiene como unidad
basica al adipocito. La diferenciacion del adipocito se da a partir de células
precursoras bajo el estimulo de hormonas, citoquinas, factores de crecimiento y
nutrientes. El tejido adiposo funciona como un érgano endocrino secretando
hormonas como leptina, adiponectina entre otras y factores denominados
adipoquinas, que influyen en diversos sistemas del cuerpo como el cerebro
(Marcano Y. et. al, 2006).

Se ha demostrado que existe un mayor numero de células inflamatorias en el
tejido adiposo de animales y de humanos obesos (Reyes M. 2010). Un aumento
del tejido graso causa una acumulacion de lipidos en los adipocitos llevando a
una produccion elevada de citoquinas proinflamatorias secretadas por los
adipocitos (Bastarrechea R. et al. 2007), como TNF-a , IL-1 e IL-6 (Marcano Y.
et. al, 2006). Los adipocitos también expresan la proteina quimioatrayente de
monocitos-1 (MCP-1), inhibidor del activador del plasminégeno (PAI-1),
interleuquina 1 B (IL-1B), interleuquina 8 (IL-8), interleuquina 10 (IL-10),
interleuquina 15 (IL-15), factor inhibidor de leucemia (LIF), factor de crecimiento
del hepatocito (HGF), apolipoproteina A3 (SAA3), factor inhibitorio de la
migracion de macréfagos (MIMF), moduladores inflamatorios potentes como
leptina, adiponectina y resistina, asi como la proteina C reactiva (CRP) (Blancas
FG. et al, 2009). Esta liberacién de citoquinas pro-inflamatorias se debe al

cambio de predominancia de macréfagos M2 a M1, que ocurre como
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consecuencia del aumento de la produccion de la citoquina TNF-a en la obesidad
(Kim-Tiu T. et. al. 2014)

La obesidad es considerada una inflamacion cronica, esto se debe al aumento
en el nimero y tamafio de adipocitos, por lo que se secretan citoquinas
proinflamatorias, llevando a un proceso inflamatorio sistémico que no se resuelve

y por lo tanto se hace cronico (Blancas FG. et al, 2009).

Los efectos de la obesidad por una dieta alta en grasa estan asociados a un
estado de estrés oxidativo, esto se ha visto en humanos y roedores (Lima et al.
2004, Vincent y Taylor. 2006, Al-Aubaidy y Jelinek. 2011, Fan et al. 2013), lo que
lleva a una peroxidacion lipidica y activacion de citoquinas proinflamatorias
(Dalle-Donne et al. 2006, Di Minno et al. 2012, Savini et al. 2013).

En el estudio de Pistell P. et al. 2010, se ha observado la existencia de una
relacion entre dieta alta en grasa y la neuroinflamacion, al haber un incremento
de MCP-1y TNF-a en el cerebro de ratones con ese tipo de dieta en comparaciéon
con ratones con una dieta control (Pistell P. et. al, 2010). Ademas, se ha
observado tanto en animales de experimentacion como en humanos que la
obesidad, al igual que otras enfermedades neurodegenerativas, genera lesiones
asociadas a inflamacion, y estrés oxidativo (Matsuda M, 2013); (Moraes J. et. al,
2009); (Wu A, Ying Z, Gomez F, 2004) ; (Williams L, 2011).

2.2. Estrés oxidativo

El estrés oxidativo es el desbalance entre la produccion de especies oxidantes y
antioxidantes en favor de los primeros (Bernabe J, 2014). Este desequilibrio
puede ser causado por un aumento de los oxidantes (especies reactivas) y/o una
disminucién de los antioxidantes, lo que provoca dafios en estructuras biologicas
como en el cerebro y puede llevar a una muerte celular (Dorado C, Rugerio C,
Rivas S, 2003).
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Figura 1. Esquema del desequilibrio de oxidantes y antioxidantes (Bernabe J, 2014)
RL = radicales libres; ERO = especies reactivas de oxigeno; ERON = especies reactivas de oxigeno

y nitrégeno

Las especies reactivas de oxigeno son compuestos inestables, la gran mayoria
de éstas especies son radicales libres por tener electrones desapareados en uno
de sus orbitales mas externos (Bernabe J, 2014). Los radicales libres al tener
electrones desapareados reaccionan con un elevado numero de moléculas,
oxidandolas y luego atacan la estructura de estas moléculas (Soledad J, 2007).
Su principal fuente son las mitocondrias de las células por el metabolismo del
oxigeno en los complejos | y Ill. Las especies de oxigeno no radicales, a pesar
de tener todos sus electrones apareados son altamente reactivos, se originan
principalmente en los peroxisomas y en la mitocondria por dismutacion del

radical superoxido (Bernabe J, 2014).

La obesidad causa dafios en lipidos, proteinas y DNA como consecuencia del
incremento de las especies reactivas de oxigeno, se ha comprobado que estos
dafios se encontrarian en el cerebro (Ma W, Yuan L, Yu H, Xi Y, Xiao R, 2014).
En otro estudio también se observo el aumento de especies reactivas de oxigeno
en la corteza por la obesidad y un deterioro en la funcion del cerebral (Freeman
LR. et al. 2012), lo que apoyaria la hipotesis que la obesidad puede aumentar el

riesgo de enfermedades neurodegenerativas (Luchsinger JA y Mayeux R. 2007).



2.2.1. Malondialdehido (MDA)

La generacién de especies reactivas de oxigeno causa la peroxidacién de los
lipidos de membrana, afectando a las membranas en su fluidez, potencial y
permeabilidad ionica ocasionando finalmente una pérdida de su integridad
(Soledad J, 2007).

El MDA es uno de los productos finales de la peroxidacion lipidica (Dorado C,
Rugerio C, Rivas S, 2003). Esta molécula reacciona con las proteinas de
membrana causando alteraciones en su estructura (Dorado C, Rugerio C, Rivas
S, 2003); (Soledad J, 2007).

Se ha encontrado mayor cantidad de MDA en cerebro de ratas obesas con una
dieta alta en grasa que ratas no obesas (Amin K, Kamel H, Eltawab M, 2011),

por lo que la obesidad estaria generando un estrés oxidativo en el cerebro.

2.2.2. Oxido nitrico

El 6xido nitrico (ON) es un neurotransmisor que sirve para la comunicacion entre
las neuronas, participa en la plasticidad sinaptica y la neurotoxicidad, estimula
las fibras pre sinapticas aumentando la eficacia de la transmisién por un mayor
tiempo (Adan A, Prat G, 2005).

Adicionalmente el 6xido nitrico es neurotdxico por ser precursor de agentes
oxidantes como el peroxinitrito, incrementando radicales libres los cuales llevan

a una muerte celular (Adan A, Prat G, 2005).

Ademas, se ha visto que el ON se correlaciona positivamente con el incremento
de la actividad del 6xido nitrico sintasa inducido (iNOS) ya que esta isoforma se
activa por la accion de diferentes sustancias como las citoquinas (Skalicky J. et.
al, 2008).

En un estudio experimental se encontré6 mayores niveles de la proteina iNOS en
el tejido del hipotalamo de ratones con alimentacion rica en grasas en

comparacion de los que tenian una alimentacion normal (Cintra D. et. al, 2012).
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El 6xido nitrico al ser oxidado forma nitritos y posteriormente nitratos, estos
metabolitos del 6xido nitrico son estables y por tener el éxido nitrico una vida
media de unos segundos (Pérez- Neri |. 2015), se miden estos productos para

cuantificar al 6xido nitrico.

2.2.3. Capacidad antioxidante

La capacidad antioxidante son los sistemas antioxidantes constituidos por los
sustratos antioxidantes, co-sustratos antioxidantes y los antioxidantes
enddgenos y exdgenos que reducen los oxidantes para disminuir su capacidad
oxidativa (Quintanar M, Calderon J, 2009).

En varios estudios donde experimentaron con ratas inducidas a obesidad y
tratadas con una dieta de alta capacidad antioxidante, se observé una
disminucién del efecto inflamatorio (Hogan S, Canning C, Sun X, Sun S, Xhou K,
2010); (Shen C. et. al, 2012).

2.3. Inflamacidén

La inflamacion es una respuesta biolégica del sistema inmune contra dafios en
los tejidos (Cai D, 2013), el sistema nervioso recibe sefiales sensoriales desde
el sistema inmunoldgico mediante proteinas como TNF- a y otros mediadores
inmunologicos que acceden a los centros cerebrales carentes de la barrera

hematoencefélica, como la region circunventricular cerebral (Garcia P, 2008).

Las citoquinas son pequefias proteinas mediadoras de la comunicacién entre
células del sistema inmune (Abbas A, Lichtman A, Pillai S, 2012). Se pensaba
gue solo eran producidas por células del sistema inmune pero ahora se conoce
que también son producidas por otros tejidos como el tejido adiposo (Marcano
Y. et. al. 2006)



El sistema nervioso central tiene una barrera hemato-encefélica que se
encuentra entre los capilares sanguineos al parénquima cerebral, esta barrera
regula el paso de células inflamatorias del sistema al cerebro (Romano M. 2011).
La respuesta inflamatoria en el sistema nervioso central comienza con la
activacion de la microglia y de los astrocitos con una invasion de células
inflamatorias periféricas por mediadores inflamatorios que regulan las moléculas
de adhesion y aumentan la permeabilidad de la barrera hemato-encefalica
(Romano M. 2011). La microglia se activa y comienza a producir citoquinas

inflamatorias y a fagocitar (Cuenca-Lopez MD. Et al. 2010).

El cerebro tiene receptores especificos para citoquinas, también pueden
secretarlas y sintetizarlas. Hay cuatro hipotesis de como las citoquinas
sistémicas estimulan el cerebro, la primera menciona que hay una difusiéon
pasiva de las citoquinas hacia el cerebro en los sitios circunventriculares, donde
no hay barrera hemato-encefalica, la segunda propone que los receptores
especificos en la barrera hemato-encefalica se unen con su citoquina especifica
y se produce 6xido nitrico y prostaglandina que llevan a una secrecion de
citoquinas por los astrocitos y la microglia, la tercera propone que hay
transportadores para citoquinas para poder cruzar la barrera hemato-encefélica
y la cuarta sugiere que hay terminaciones nerviosas aferentes vagales desde el
lugar donde las citoquinas son secretadas hasta el cerebro (Pavon L. Eugenia
M. Loria F. Sandoval G, 2004).

Ademas, se ha visto que la dieta esta relacionada con la produccién de
mediadores inflamatorios y en un estudio se encontré que la sobrealimentacién

conlleva a la inflamacién y estrés oxidativo (Cai. D. 2013).

2.3.1. Interleuquina 4 (IL-4)

La interleuquina 4 una citoquina antiinflamatoria, liberada por la activacion de la
inmunidad adquirida humoral de los linfocitos tipo 2 (Th2) (Garcia-Bueno B, Leza
JC, 2008).



Se ha observado que la funcién de la IL-4 secretada por tejido adiposo en
respuesta a la obesidad es inhibir las citoquinas pro-inflamatorias como

respuesta a la obesidad .

Ademas, se ha demostrado que la citoquina IL-4 tiene efecto neuroprotector al
disminuir el TNF- a (Gadani S, Cronk J, Norris G, Kipnis J. 2012)

2.3.2. Interleuquina 10 (IL-10)

La interleuquina 10 es una citoquina antiinflamatoria, liberada por la activacion
de la inmunidad adquirida humoral de los linfocitos tipo 2 (Th2) (Garcia-Bueno B,
Leza JC, 2008) .

Se ha visto que la citoquina IL-10 tiene un papel antiinflamatorio y se encuentra
aumentada para tener este efecto, se encontré aumentados los niveles de IL-10
en un estudio con ratones inducidos a una dermatitis de contacto con una dieta
de w-3 (Sierra S. et al. 2004). Pero también recientes estudios han reportado
mayores niveles de IL-10 en individuos obesos que fueron suplementados con
EPA (Satoh-Asara et al. 2012). Ademas, se ha reportado que los niveles de EPA
aumentan en un grupo de individuos que fueron alimentados con aceite de alto
contenido de w-3 (Kim y Choi. 2005, Ayerza y Coates. 2007, Gonzales G. y col.
2014, Valenzuela et al. 2014), esto se podria deber entre otros factores a que la
citoquina IL-10 tiene un efecto antiinflamatorio observandose que estos niveles

se incrementan por el consumo de w-3.

2.3.3. Factor de necrosis tumoral a (TNF-a)

Es una citoquina proinflamatoria liberada por macréfagos activados por la
respuesta celular inmune de los linfocitos tipo 1(Thl) (Garcia-Bueno B, Leza JC,
2008).



Esta citoquina es producida normalmente en estado de inflamacién crénica, es
sintetizada por el tejido adiposo y esta correlacionado positivamente con el
tamafio de los depdsitos de grasa (Marcano Y. et. al, 2006). Su produccion se
ve aumentada a causa de trauma cerebral aguda, isquemia, infecciones o

enfermedades neurodegenerativas (Wang CX, Shuaib A, 2002) .

La citoquina TNF-a inducida por el dafio tisular funciona como mediador de
muerte celular, pero también puede ser neuroprotector en enfermedades

desmielinizantes y dafio traumatico (Von Bernhardi R, 2007).

2.3.4. Proteina quimiotactica de monocitos (MCP-1)

MCP-1 es un péptido proinflamatorio implicado en la regulacién de sefales de
insulina y lipolisis (Bouchard C, 2010). EIl MCP-1 secretado por adipocitos y
macréfagos, se cree que promueve la infiltracion de macréfagos en el tejido

adiposo en humanos obesos (Bouchard C, 2010).

La expresion de MCP-1 se incrementa en la obesidad y recluta células
inflamatorias en respuesta a un estimulo inflamatorio (Bastarrechea R. et al.
2007). Se ha observado un incremento de MCP-1 en ratones obesos en

comparacion con ratones normales (Terao S. et. al, 2008) .

2.4. Acidos grasos poli-insaturados w-3 en la neuroproteccion

Los &cidos grasos poliinsaturados tienen uno o mas dobles enlaces entre los
atomos de carbono (Campbell NA, Reece JB, 2007). Tienen un rol estructural en
los fosfolipidos de las membranas celulares y son sustratos metabdlicos. Una
familia de los &cidos grasos poliinsaturados son los acidos grasos w-3, estos son
esenciales ya que nuestro organismo no los puede sintetizar por eso tenemos
que afadirlos en nuestra alimentacion (Valenzuela R, Tapia G, Gonzales M,
Valenzuela A, 2011). La ingesta de PUFAs w-3 recomendada es de 0.250 a 2
g/dia. (FAO y FINUT. 2012).



El principal 4cido graso w-3 es el acido a-linolénico (ALA) el cual por medio de
desaturasas y elongasas se puede transformar en el acido eicosapentaenoico
(EPA) y después en el acido docosahexaenoico (DHA). La mayoria de los acidos
grasos poliinsaturados son de origen vegetal (Valenzuela R. Tapia G. Gonzales
M. Valenzuela A. 2011) .

Existen diversos estudios sobre la accién de los &acidos grasos w-3 en la
neuroproteccion, en animales con diabetes mellitus se observéo que la
suplementacién diaria con acidos grasos w-3 (0.5 g./kg.) previno el deterioro
anatomofuncional en las neuronas (Gerbi A. et al. 1999), también en otro estudio
ratas con lesion cerebral traumatica y una dieta de 12.4%DHA mas 13.5%EPA
tuvieron una disminucion del dafio oxidativo y los problemas de aprendizaje a

comparacion de las ratas con una dieta regular (Wu A, Ying Z, Gomez F. 2004).

Los efectos neuroprotectores de los acidos grasos w-3 también se han
observado en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer en el cual
los niveles de DHA son bajos. En un modelo animal (ratones con Alzheimer) con
una dieta rica en acidos grasos w-3 (EPA y DHA), se observé una reduccion del
péptido B-amiloide que tiene una accion neurotdoxica (Lim G. et al.2005).
Ademas, se sabe que el DHA es precursor de mediadores antiinflamatorios como
las resolvinas y las protectinas que inhiben la neuroinflamacién, esto se debe a
qgue estos mediadores, inhiben la transcripcion del factor NF-kp, este factor es
importante para el desarrollo de la inflamacion neuronal (Farooqui A, Horrocks
L, Farooqui T. 2007).

Otro mecanismo activado por los acidos grasos w-3 que modula procesos
antiinflamatorios en el cerebro es su union a receptores activados por la
proliferacion de peroxisomas (PPARa y PPARYy), la cual produce inhibicién de la
activacion de macréfagos y de la microglia, disminuyendo las citoquinas
proinflamatoras. (Figura2) (Bordet R, Gelé P, Duriez P, Fruchart JC. 2006)

Se ha observado que con una dieta de acidos grasos insaturados hay una
disminucién de TNF-a y un incremento del IL-10 en ratones, el mismo resultado
se obtuvo con una inyeccion intracerebroventricular de acidos grasos w-3,

siendo todas las diferencias significativas (Cintra D. et. al, 2012).
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Tabla 1. Mecanismo de accidn de los PUFAs a nivel sistémico y en el cerebro (Valenzuela

R, Tapia G, Gonzales M, Valenzuela A. 2011; Farooqui A, Horrocks L, Farooqui T. 2007)
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Figura 2. Mecanismo de accidn de los acidos grasos w-3 donde modulan los PPAR A y Y para

inhibir NFkB (Calder P. 2012)

2.5.

Atorvastatina

Es un farmaco del grupo de las estatinas, este medicamento sintético sirve para

disminuir los niveles del colesterol y LDL en plasma (LTATION Lop14 \| 10250
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de 2014). Esta disminucion del colesterol se debe a que la atorvastatina inhibe
la HMG-CoA reductasa, que es una enzima necesaria para la sintesis del
colesterol (Spalvieri M, Oyola, E. 2011).

La atorvastatina también bloguea la formacion de isoprenoides y por
consecuencia disminuyen los niveles de proteinas G preniladas como Rho, Rac,
Rab y Ras. La atorvastatina adem@s tiene efecto inhibitorio en la secrecion de la
proteina C y otras moléculas generando un efecto antiinflamatorio y antioxidante
(Mazon P. 2015; Mennickent S, Bravo M, Calvo C, Avello M. 2008)

Este medicamento también ha reportado tener efectos colaterales como
presentar un riesgo para desarrollar diabetes mellitus 2 aunque los beneficios
gue aporta son mayores que estos efectos colaterales (Suazzo J. Rigotti A,
2014).

Ademas, se observo una disminucién significativa de la concentracion de MDA
en cerebro de ratones con una dieta alta en grasas y atorvastatina en
comparacion de ratones con dieta alta en grasas (Shen KP. et al. 2009). También
se ha reportado que la atorvastatina puede bloquear el desarrollo de
convulsiones, ademas de reducir la peroxidacion lipidica en tejido cerebral de
ratones (Sehar N, Agarwal NB, Vohora D, Raisuddin S, 2015).
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Figura 3. Mecanismo de accién de la atorvastatina (Mazén P. 2015)
2.6. Emulsion LMH-E1410

La emulsion LMH-E1410 es un producto elaborado por Laboratorios HERSIL
S.A., que contiene principalmente la porcion lipidica de la semilla de la especie
Plukenetia huayllabambana, entre otros excipientes csp. (LMH-6028), los cuales
tienen una proteccién de datos. EI componente lipidico de la emulsion contiene
un alto porcentaje de acidos grasos poliinsaturados (54.79%) particularmente de
w-3 (Anexo 1).

2.7. Plukenetia spp.

El género Plukenetia L. esta constituido por 19 especies (Ruiz C, Diaz C, Anaya
J, Rojas R, 2013), las cuales son conocidas como Sacha inchi. Esta especie es
una planta hermafrodita originaria de la selva amazonica peruana. Segun los
estudios, su fruto es rico en acidos grasos w-3 (Maurer NE, Hatta-Sakoda B,
Pascual-Chagman G, Rodriguez-Saona LE, 2012), w-6 y w-9, también es rica en
antioxidantes, proteinas y vitaminas, destacando las especies Plukenetia
huayllabambana y Plukenetia volubilis Linneo por su mayor contenido de w-3 en

relacion a los w-6 .
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Plukenetia huayllabambana es una especie que crece en la selva alta y su
contenido de acidos grasos w-3 es mayor que la especie Plukenetia volubilis
(Ruiz C, Diaz C, Anaya J, Rojas R, 2013), ademas tiene como ventaja que su
semilla es de un mayor tamafo, es mas resistente a las plagas y enfermedades
(Bussmann RW, Téllez C, Glenn A, 2009).

Plukenetia volubilis Linneo crece en la selva baja, tiene un mayor contenido de
w-6 a comparacion de la Plukenetia huayllabambana como se observa en la
tabla 2. Su cultivo tiene problemas fitosanitarios, aunque cuenta con mayor
investigacion de sus propiedades a comparacion de Plukenetia huayllabambana
(Ruiz C, Diaz C, Anaya J, Rojas R, 2013).

Tabla 2. Perfil de acidos grasos de semillas y tortas de dos especies de Plukenetia Referencia:
Ruiz C, Diaz C, Anaya J, Rojas R. 2013.

Composicion Relativa (%)
Plukenetia huayllabambana Plukenetia volubilis

Acido graso Semillas Torta Semillas Torta

(AI-RM-05) (TRM) (AI-SM-06) (TSM)
Palmitico (16:0) 5.3 6.1 3.8 4.5
Estedrico (18:0) 1.9 1.2 2.3 1.9
Oleico (18:1) 9.6 9.7 8.7 10.5
Linoleico (18:2) 29.3 28.4 34.6 36
Linolénico(18:3) 53.9 54.6 50.6 47.1
Saturados 7.2 7.3 6.1 6.4
Monoinsaturados 9.6 9.7 8.7 10.5
Poliinsaturados 83.2 83 85.2 83.1

El estudio tiene como objetivo determinar el efecto neuroprotector de la emulsion

LMH-E1410 en los cerebros de ratas Sprague Dawley, para ello se utilizo las

muestras obtenidas de cerebros de ratas provenientes de los grupos de animales
de experimentacién que fueron inducidas a obesidad con una dieta alta en
grasas (45% Kcal Lipidos) y posteriormente sometidas a tratamientos con la
emulsion LMH-E1410, para evaluar finalmente el efecto neuroprotector que

produce con respecto al grupo control.
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Ill.  HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS

La emulsion LMH-E1410 tiene un efecto neuroprotector al disminuir el estrés
oxidativo y la inflamacién en cerebro de ratas que fueron inducidas a obesidad

por una dieta alta en consumo de grasas

OBJETIVOS
Objetivo General

Determinar el efecto neuroprotector de la emulsién LMH-E1410, un compuesto

rico en acidos grasos w-3, en muestras de cerebro de ratas obesas Sprague

Dawley.

Objetivos Especificos

1. Determinacion de la capacidad antioxidante en muestras de los cerebros
de ratas obesas, con y sin tratamiento de la emulsion LMH-E1410,
mediante la técnica de Ferric reducing ability of plasma (FRAP) y 2,2'-
azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-suphonic acid (ABTS).

2. Determinaciéon del dafio oxidativo en muestras de los cerebros de ratas
obesas, con y sin tratamiento de la emulsién LMH-E1410, mediante la
medicion de la concentracion de MDA y ON

3. Medicién de las citoquinas IL-4, IL-10, TNF-a y MCP-1 en las muestras de
los cerebros de ratas obesas, con y sin tratamiento de la emulsion LMH-
E1410.
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V. MATERIALES Y METODOS

4.1 MATERIALES

4.1.1 Muestras Biol6gicas

Las muestras utilizadas en este estudio son cerebros de ratas provenientes del
Proyecto “Desarrollo de un producto natural de una fuente vegetal nativa que
contenga altas concentraciones de w-3 para tratamiento de hiperlipidemias”
(Caodigo SIDISI 57018). Los procedimientos realizados en dicho proyecto se

resumen a continuacién y no fueron realizados como parte de la presente tesis.

En dicho estudio 100 ratas de la cepa Sprague Dawley, de aproximadamente
de 180 g de peso corporal (6 semanas de edad), obtenidas del bioterio de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, fueron inducidas a obesidad por una
dieta alta en grasa (HFD; D12451, rodent diet, Research Diets. Inc., USA) (Farley
et al., 2003; Gajda, 2009; Hariri y Thibault, 2010) durante 16 semanas
proporcionandoles una dieta en la cual el 45% de la energia provenia de lipidos
(45%Kcal), carbohidratos (35% Kcal) y proteinas (20% Kcal) y para el grupo
control solo el 10% de la energia provenia de los lipidos de la dieta (10%Kcal),
70% Kcal carbohidratos, y 20% Kcal proteinas (LFD; D12450B, rodent diet,
Research Diets. Inc., USA). El 40% de los animales alimentados con la dieta

HFD resultaron obesos y el 60% resistentes a obesidad.

Para confirmar que los animales eran obesos se determiné el peso corporal, el
indice de Lee y Rohrer y los niveles de colesterol total y triglicéridos en suero
(Ambulay J. 2015).

Una vez inducida la obesidad, se seleccion6 al grupo de animales sensibles a
obesidad, a los cuales se les procedi6 a suministrar los diversos tratamientos via
oral, siendo la dosis de 2.5ml/dia de la emulsion LMH-E1410 a dos
concentraciones de w-3 (0.25 y 0.5g »-3 /dia. El promedio del peso antes del
tratamiento con la emulsion LMH-E1410 del grupo de ratas control no obeso fue

de 463.5 £ 28.3 g. y de 545.9 + 59.7 g. para el grupo de ratas obesas, siendo

16



estos grupos diferentes significativamente (p=0.02) (Anexo 3). Los pesos finales
es decir después de los tratamientos tuvieron diferencias significativas también
entre el grupo control no obeso (479.5 + 29.6) y el grupo obeso (538.03 £ 61.7)
(p=0.031).

Se definieron 6 grupos experimentales:

» Grupo 1: control no obesas (CNO), ratas no obesas.

» Grupo 2: control obesas (CO), ratas obesas

» Grupo 3: Dosis A (DA), ratas obesas tratadas con la emulsion LMH-E1410
(0.25g w-3/dia).

» Grupo 4: Dosis B (DB), ratas obesas tratadas con la emulsién LMH-E1410
- (0.5g w-3/dia).

» Grupo 5: Control obesas con Atorvastatina (OAv), Ratas obesas tratadas
con atorvastatina (10 mg/kg peso)

» Grupo 6: Obesas con Atorvastatina + Dosis B (OAvDB), ratas obesas
tratadas con la emulsion LMH-E1410 DB (0.5g w-3/dia) y Av (10 mg/kg

peso)

El grupo 1 continud recibiendo la dieta en la cual el 10% de la energia provenia
de los lipidos (10%Kcal) por 11 semanas adicionales, mientras los otros grupos
(2 al 6) continuaron con la dieta HFD (45%Kcal) por el mismo periodo de tiempo
(Anexo 2). Todos los grupos de animales con o sin tratamiento recibieron 2.5 ml

de volumen final con el vehiculo de la emulsioén.

Al final del estudio, los animales de experimentacion fueron sacrificados con una
dosis de pentobarbital (sobredosis, 60 mg/Kg) y las muestras del tejido cerebral
fueron inmediatamente sumergidas en nitrogeno liquido y posteriormente

almacenadas a -80 °C.

El siguiente diagrama representa los diversos procesos que pasaron los

animales de experimentacion para la obtencion de las muestras.
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Poblacién: Ratas Sprague Dawley (n=108)

<_

Dieta 45 Kcal
(16 semanas)

Dieta 10 Kcal
(16 semanas)

—>

Ratas para la induccion
de obesidad (n=100)

Ratas control

Ratas resistentes a la

Ratas propensas a la
obesidad (n=40)

(n=8) obesidad (n=60)
Pruebas de confirmacion
de obesidad >
Ratas obesas
(n=31)
Dieta 10 Kcal Tratamientos
<4+— (11 semanas) (11 semanas) —*
" b oo
Grupo Grupo 2: Grupo 3: Grupo 4: Grupo 5: Grupo 6:
1 Obeso sin obeso + obeso + obeso + obeso +
control || tratamiento || LMH-E1410, || | MH-E1410 ATO LMH-E1410
(n=6) (n=16) [225'5730‘ Dosis B (n=6) Dosis B +
(n=7) ATO (n=5)

Referencia: Ambulay Bricefio, Johnny. Tesis para optar el grado de Maestria en
Bioquimica y Biologia molecular. Efecto de la emulsién LMH-E1410 sobre el perfil
lipidico, el estrés oxidativo, la inflamacion y la expresion de los genes PPARa, ACO, FAS,
ACCY NF-KB en ratas obesas, 2015.
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4.1.2 Distribucion de los grupos de ensayo con muestras de cerebro de ratas

Para el desarrollo de la presente tesis se utilizé las muestras del tejido cerebral,
y se desarroll6 las diferentes pruebas, para ello se conté con 35 muestras de

cerebro de ratas, segun se resume en la siguiente Tabla:

Tabla 3. Distribuciéon de los grupos de tratamientos

Grupos Tratamientos NUumero de muestras

CON Cerebros de ratas no 4

obesas sin tratamiento

Cco Cerebros de ratas obesas 6

sin tratamiento

Dosis A (DA) Cerebros de ratas obesas 7
tratadas con 2.5ml de la
emulsién LMH-E1410
(0.25gw-3/dia)

Dosis B (DB) Cerebros de ratas obesas 7
tratadas con 2.5ml de la
emulsién LMH-E1410
(0.5gw-3/dia)

OAv Cerebros de ratas obesas 6

tratadas con atorvastatina

OAvDB Cerebros de ratas obesas 5
tratadas con dosis alta y

atorvastatina
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4.1.3 Aspectos éticos

El estudio cuenta con la aprobacion del Comité de Etica Institucional de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia N° 63234 (Anexo 9), asi como de los
laboratorios HERSIL S.A. para la utilizacion de las muestras biologicas
mencionadas, provenientes del proyecto “Desarrollo de un producto natural de
una fuente vegetal nativa que contenga altas concentraciones de w-3 para
tratamiento de hiperlipidemias” (Codigo SIDISI 57018) para el desarrollo de la
presente tesis (Anexo 10).

4.2 METODOS

4.2.1 Procesamiento de las muestras biol6gicas

Las muestras fueron descongeladas en el momento que iban a ser ensayadas,
para ello primero fueron traspasadas de -80 °C a -20°C por un tiempo de 2 horas
y luego a 4 °C. El cerebro de la rata fue dividido en dos partes (hemisferio
derecho e izquierdo), una de las mitades del cerebro fue homogenizado 25 veces
por 2 minutos en buffer RIPA (NaCl 150 mM, Tris-Cl pH 7,4 50 mM, EDTA 5 mM)
que sirve para lisar las células y solubilizar proteinas, a una proporcion de 1g.
por 10 ml., todo este proceso fue realizado sobre hielo. La otra mitad del cerebro
de rata fue homogenizado con KCI 1.15% también 25 veces por 2 minutos y a la
misma proporcion de 1 g por 10 ml., luego se procedi6 a centrifugar el
homogenizado dependiendo de la prueba que se realizaria segun la siguiente
figura:
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Muestras de
cerebro de rata

Homogenizado Homogenizado
con Buffer RIPA con KCI 1.15%
Centrifugado Centrifugado
1000 g, 4°C por
60 minutos 1500 rpm 4°C por
10 minutos
Citoquinas  Oxido nitrico FRAP ABTS MDA

Figura 4. Esquema del procesamiento de las muestras

4.2.2 Pruebas para determinar Capacidad Antioxidante Total

La capacidad antioxidante total de los tejidos fue determinada mediante las
técnicas de FRAP y ABTS.

4.2.2.1 Ferric reducing ability of plasma (FRAP)

Esta prueba permite determinar la capacidad antioxidante en el plasma y también
en tejidos como del corazén, rifidn, higado y cerebro (Katalinic V. Modun, D.
Music I. Boban M. , 2005), ademas esta prueba se correlaciona directamente con
acido urico (Benzie y Strain, 1996). Se midi6 la capacidad antioxidante de
muestras de los cerebros de los diferentes grupos de tratamiento. Se empezo
colocando 30 uL del centrifugado de la muestra, estandar y blanco de muestra
en los pocillos de la placa Falcon, luego se agregé 225 uL del reactivo FRAP (10
volimenes de buffer acetato pH 3.6, 1 volumen de TPTZ (2,4,6-tripiridil-s-
triazina) en HCl y 1 volumen de Cloruro férrico.) y para el blanco de las muestras
se coloco 225 ulL de buffer acetato pH 3.6 (Katalinic V. Modun, D. Music |. Boban
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M. , 2005). Se realiz6 la lectura a 593 nm a una temperatura de 37°C en los
tiempos de 0, 5, 10 y 15 minutos y se eligi6 el tiempo de 15 minutos por presentar
los valores mas altos de las concentraciones (mM Fe (II)/ mg proteina) de cada
muestra. Se uso una dilucidén ¥z del homogenizado de las muestras de cerebro
de rata con los diferentes tratamientos por estar dentro de la curva de

estandarizacion.

Tabla 4. Procedimiento de la prueba de FRAP

Reactivo Buffer Homogenizado o
FRAP acetato estandar
Muestras 225 ul. -- 30 ul
Blanco de la -- 225 ul. 30 ul.
muestra
Blanco FRAP 225 ul. 30 ul. --
Curva -- 225 ul. 30 I.
estandarizacion

4222 2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-suphonic acid)
(ABTS)

ABTS (ensayo de decoloracion del radical cation, ABTS) segun (Erel O, 2004)
en cerebro de ratas. Para esta prueba se prepararon dos reactivos, para el
reactivo 1 se preparo el buffer acetato (pH 5.8) a una concentracion de 0.4 mol/L.
y 22.8 ml. de &cido acético glacial en 1000 ml de agua desionizada a 0.4 ml/L.
Se mezclé 940 ml. de buffer acetato con 60 ml. de acido acético con un pH de
5.8

Para el reactivo 2 se prepararon dos soluciones, para la solucién A se preparo
buffer acetato (pH 3.6) a una concentracion de 30 mmol /L. y 1.705 ml. de acido

acético en 1000 ml de agua desionizada. Se mezclé 75 ml de buffer acetato con
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925 ml. de acido acético (pH 3.6). Para la solucion B se diluy6é 278 ul. De H202
en 1000 ml de la solucion A, luego se agrega 0.549 g. de ABTS en 100 ml. de la
solucion B. Se incubo por una hora a temperatura ambiente y se guardo6 a 4°C.

Se coloco las muestras segun la tabla 5 que se muestra a continuacion:

Tabla 5. Procedimiento de la prueba de ABTS

Reactivol Muestra Reactivo2
Muestra 200 ul. 5 ul. 20 ul.
Blanco -- 230 ul. buffer PBS | --
ABTS 200 ul. -- 30 ul.

Se ley6 a 660 nm. en una lectora de placa Versa MAX (Molecular Devices).

4.2.3 Pruebas para determinar estrés oxidativo

Cabe mencionar que estd demostrado que el mal funcionamiento de la
mitocondria y el dafio oxidativo, en cerebro de ratas inducidas a obesidad por
una dieta rica en grasas, puede ser medido por marcadores como el MDA (Ma
W, Yuan L, Yu H, Xi Y, Xiao R, 2014). Adicionalmente se utiliz6 el ON como

marcador de estrés oxidativo.
4.2.3.1 Malondialdehido (MDA)

La determinacién de MDA se realizé segun el método de Estepay col (Estepa V,
Rodenas S, Martin MC, 2001). Esta prueba sirve para medir la peroxidacion
lipidica de las muestras, que en este caso fue tejido de cerebro de ratas con

diferentes tratamientos.

El procedimiento consistio en afiadir 20 pL de BHT (Hidroxitolueno butilado 2.2
g/L), 20 ul de muestra, estandar o blanco en sus respectivos tubos, luego se
agrego 20 pL de ClsFe, 300 pl de buffer acetato pH 3.5 y 300 pl de TBA 5g/L
(acido tiobarbiturico), entre cada paso y por 20 segundos se uso el vortex y se
incubo por una hora a 93 °C. Se enfri los tubos por 5 minutos y se colocé 400
ul de butanol, se vortexeo por 1 minuto y se centrifugo a 4000 rpm por 10
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minutos. Se coloco el sobrenadante del tubo en una placa Falcon y se realizé la
lectura a 532 nm.

4.2.3.2 Oxido nitrico

La medicion del Oxido nitrico se realiz6 midiendo el nitrato y nitrito, el éxido
nitrico se convierte en nitrato y posteriormente en nitrito con el nitrato reductasa,
luego se agregd N-(1-naftil) etilendiamina que convierte el nitrito en un
compuesto purpura. Esta prueba se realizé con el kit de medicién colorimétrica

de nitrato/nitrito de Cayman chemical. El rango de sensibilidad del kit es 2.5 uM.

Para la medicion de nitrato + nitrito, se agrego 200 ul. de agua para el blanco en
la placa, se colocaron 80 pl de la diluciébn de las muestras, luego 10 pl de la
mezcla del cofactor de la enzima, posteriormente 10 pl de nitrato reductasa. Se
cubrié la placa y se incubo una hora, luego se agreg6 50 ul del reactivo R1,
inmediatamente se agreg6 50 pul del reactivo R2. Se esperd 10 minutos para que
aparezca el color y se ley6 la absorbancia a 540 nm.

Posteriormente se midio nitrito, se coloco 20 ul de agua, se colocd 100 pl de las
muestras, se agrego 50 pl del reactivo 1 y se adiciono 50 pl del reactivo 2. Se
esperd 10 minutos para que aparezca el color y se midié a 540 nm. Para hallar
la concentracion de nitrato se restaron las absorbancias de nitrato + nitrito con la

absorbancia de nitrito.

4.2.4 Prueba para determinar citoquinas en Inflamacion

Se realizé la prueba de Elisa con el kit BD Biosciences, donde se colocaron los
anticuerpos de captura diluido en buffer fosfato de Sodio pH 6.5 en una placa de
Elisa, luego se colocaron las muestras, se afiadio el detector de trabajo (detector
de Ab + SAv-HRP), el substrato (tetrametilbencidina y peroxido de hidrogeno) y
se detuvo la reaccion con 2NH2S0O4 cuando se colorea, segun las indicaciones
del kit. Se realizo la lectura a 570 nm. (Anexo 11, 12, 13 y 14). Se eligieron
diferentes concentraciones de los homogenizados de cerebro de rata
dependiendo de la curva de estandarizacion de cada citoquina como se aprecia

en la siguiente figura:
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Homogenizados de cerebro de ratas con y sin tratamiento

IR

IL- 10 IL-4 TNF-a MCP-1
1/10 1/50 1/10 1/10

Figura 5. Dilucion de los homogenizados de cerebro de rata para la prueba de citoquinas.

La sensibilidad del kit para las diferentes citoquinas, fue de 1.6 pg/mL. para la
citoquina IL-4, 15.6 pg/mL. para la citoquina IL-10, 31.3 pg/mL. para la citoquina
TNF- a y 31.3 pg/mL. para la citoquina MCP-1.

4.2.5. Cuantificacion de proteinas (método BCA)

Se midio la concentracion de proteinas (mg/mL) de cada muestra por duplicado,
usando como estandar BSA (albumina de suero bovino) a diferentes
concentraciones (Brown R. y col. 1989). Para realizar esta prueba primero se
coloco 25 L. de cada muestra correspondiente a homogenizado de cerebro de
rata y las diluciones del estandar en la placa de Elisa, luego se coloco el reactivo
Working Reaction del kit BCA y finalmente se incubo a 37°C por media hora. Se
ley6 la absorbancia a 562 nm en una lectora de placa Versa MAX (Molecular
Devices).

4.2.6 Anélisis estadistico

Los datos fueron analizados usando el programa Stata version 10.0. Se realiz6
la prueba de Shapiro Wilk para verificar si los grupos de las pruebas medidas
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tienen distribucién normal. Se realiz6 la prueba de Bonferroni para los resultados

de oxido nitrico y de la citoquina IL-4 por presentar distribucién normal.

Para los grupos que no presentaron distribuciéon normal se realizé la prueba de
Kruskal Wallis, seguida de la prueba de rangos de Wilcoxon. La correlacion entre
los niveles de citoquinas IL-10 y MCP-1 se midi6 con la prueba de Pearson. Para
la determinacion del efecto de la emulsion sobre los cambios de las variables se

consider6 un p<0.05.

Los resultados (tablas y graficos) de las variables se presentan como medias y
desviacion estandar (media + DS) o medias y error estandar (media £ ES), segun
corresponda.
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V. RESULTADOS

5.1Determinacion de Capacidad Antioxidante Total

5.1.1 Medicion de la Capacidad antioxidante Total por la técnica de FRAP

El grupo de ratas obesas (CO) presenta menor capacidad antioxidante que el

grupo control no obeso (CNO) pero no muestra diferencias significativas. .

El grupo obeso (CO) no presenta diferencias significativas con los grupos de
ratas con tratamiento de la dosis A 0.25gw-3/dia (DA) y la dosis B 0.5gw-3/dia

(DB) de la emulsion.

El grupo de ratas obesas (CO) y el grupo con tratamiento de Atorvastatina (OAv)
si presentd diferencias significativas (p=0.03).

Gréfica 1. Capacidad antioxidante medida en concentracion de Fe (II)/ mg

proteina de los diferentes grupos de tratamiento por el método FRAP.
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Los datos se representan como media + ES. Se realizé el andlisis estadistico de

Kruskal Wallis.

* diferencia estadisticamente significativa, p<0.05
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5.1.2 Medicion de la capacidad antioxidante por el método de ABTS

Los resultados encontrados, mostraron una diferencia significativa entre el grupo
de ratas obesas (CO) y el grupo de ratas control no obesas (CNO) (p=0.03).

El grupo DB presenta diferencia significativa con respecto al grupo de ratas
obesas (CO) (p=0.04).

También existen diferencias significativas entre el grupo de ratas obesas con los
grupos de ratas obesas con tratamiento de Atorvastatina (OAv) (p= 0.02) y
Atorvastatina con la emulsion 0.5gw-3/dia (OAv + DB) (p= 0.04). Siendo menor
la capacidad antioxidante del grupo de ratas obesas a comparacién de los deméas

grupos de ratas.

Grafica 2. Capacidad antioxidante medida por concentracién de trolox en el
homogenizado del cerebro de ratas con diferentes tratamientos.
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Los datos se representan como media + DS. Se realizé el analisis estadistico de Kruskal
Wallis.

* diferencia estadisticamente significativa, p<0.05
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5.2 Determinacion de Estrés Oxidativo

5.2.1 Medicion del estrés oxidativo por el método de MDA

El grupo de ratas obesas (CO) no presenté diferencias significativas respecto al
grupo control no obeso (CNO), al igual que los grupos de ratas con tratamientos
de la emulsion (DA y DB) con el grupo obeso (p > 0.05).

Se observa que el grupo de ratas obesas con tratamiento 0.25 gw-3/dia(DA) (1.4
+ 0.6) es diferente significativamente con el grupo de ratas obesas con
tratamiento de Atorvastatina (2.4 £ 1.05) (p=0.04), siendo mayor la concentracion
de peroxidacion lipidica en el grupo de ratas obesas con tratamiento de

atorvastatina.

Gréfica 3. Concentracién de nmol MDA/ mg proteina de los diferentes grupos
de tratamiento por el método MDA
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Los datos se representan como media * ES. Se realizé el analisis estadistico de
Kruskal Wallis, no hubo diferencias significativas.
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5.2.3 Medicién del 6xido nitrico

Con respecto a la medicion de oxido nitrico, existen diferencias significativas
entre el grupo de ratas no obesas (CNO) y el grupo de ratas obesas (CO)
(p=0.02), siendo mayor la concentracion de oxido nitrico en el grupo de ratas

obesas.

Se encontraron diferencias significativas entre el grupo de ratas no obesas
(CNO) y los grupos de ratas obesas con tratamiento de Atorvastatina (OAv) (p=
0.02) y Atorvastatina con dosis 0.5gw-3/dia (OAvDB) (p= 0.04).

Gréfica 4. Concentracion de 6xido nitrico en el homogenizado de cerebro de

ratas con diferentes tratamientos.
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Los datos se representan como media + DS. Se realizé el analisis estadistico de
Bonferroni.
*diferencia estadisticamente significativa, p<0.05

Con respecto a la medicidon de nitrato, existen diferencias significativas entre el
grupo de ratas no obesas (CNO) y el grupo de ratas obesas (CO) (p=0.01),
siendo mayor la concentracion de nitrato en el grupo de ratas obesas.
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También hay diferencias significativas entre el grupo de ratas obesas (CO) con
los grupos de tratamiento de la emulsion con dosis 0.25gw-3/dia (DA) (p=0.006)
y 0.5gw-3/dia (DB) (p= 0.002).

No hay diferencias entre el grupo de ratas obesas (CO) y los grupos de ratas
obesas con tratamiento de Atorvastatina (OAv) (p= 0.33) y Atorvastatina con
dosis 0.5gw-3/dia (OAvDB) (p= 0.20).

Grafica 5. Concentracion de nitrato en el homogenizado de cerebro de ratas

con diferentes tratamientos
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Los datos se representan como media * DS. Se realizé el andlisis estadistico de

Kruskal Wallis.

*diferencia estadisticamente significativa, p<0.05.

5.3. Determinacion de Citoquinas en inflamacién

5.3.1 Medicién de citoquina anti-inflamatoria IL-10

El grupo de ratas no obesas (CNO) no presenta diferencias significativas con el
grupo de ratas obesas (CO).
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Se observa diferencia significativa entre el grupo de ratas no obesas (CNO) y el
grupo de ratas obesas con tratamiento de la emulsion 0.25gw-3/dia (ODA)
(p=0.023).

Existen diferencias significativas entre el grupo de ratas obesas y el grupo de
ratas obesas con tratamiento de la emulsion 0.5gw-3/dia (ODB) (p=0.022).
También hay diferencias significativas entre los grupos de ratas obesas (CO) con
tratamiento de la emulsion 0.25 gw-3/dia (D1) y 0.5 gw-3/dia (ODB) (p=0.01).

Gréafica 6. Efecto de la emulsion en la concentracion de IL-10 en el cerebro de
ratas inducidas a obesidad.
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Los datos se representan como media + DS. Se realizé el analisis estadistico de
Kruskal Wallis.

*diferencia estadisticamente significativa, p<0.05

5.3.2 Medicién de citoquina anti-inflamatoria IL-4

No se observan diferencias estadisticamente significativas en la concentracion

de IL-4 entre los diferentes grupos.
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Gréfica 7. Efecto de la emulsiéon en la concentracion de IL-4 en el cerebro de
ratas inducidas a obesidad.
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Los datos se representan como media * ES. Se realizé el andlisis estadistico Bonferroni,
no hubo diferencias significativas.

5.3.3 Medicién de citoquina pro-inflamatoria TNF-a

No existen diferencias significativas entre los grupos de ratas sin tratamiento y

con los diferentes tratamientos (p=0.82).

Gréfica 8. Efecto de la emulsion en la concentracion de TNF-a en el cerebro de
ratas inducidas a obesidad.
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Los datos se representan como media + ES. Se realizé el andlisis estadistico de Kruskal

Wallis, no hubo diferencias significativas.

5.3.4 Medicién de MCP-1

Se observa una mayor concentracién significativa de MCP-1 (pg./mg de
proteina) del grupo de ratas no obesas (CNO) (2162 + 443.1) a diferencia del
grupo de ratas obesas (CO) (p=0.01). No existen diferencias significativas entre
el grupo de ratas obesas con los grupos de ratas obesas con los tratamientos de

la emulsion y atorvastatina.

El grupo de ratas obesas con tratamiento de la emulsion 0.25gw-3/dia (DA)
(1130.6 + 736.9) es el que presenta una menor concentraciéon de MCP-1 pg./mg

de proteina.

El grupo de ratas no obesas (CNO) tiene diferencias significativas con el grupo

de ratas obesas con el tratamiento de la emulsién 0.5gw-3/dia (DB) (p=0.03).

Grafica 9. Efecto de la emulsion en la concentracion de MCP-1 en el cerebro de
ratas inducidas a obesidad.
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Los datos se representan como media + DS. Se realizé el analisis estadistico de
Kruskal Wallis.

*diferencia estadisticamente significativa, p<0.05

Grafica 10. Correlacion lineal de las citoquinas IL-10 con MCP-1 en el cerebro
de ratas inducidas a obesidad del grupo OAvVDB.
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Se observa una correlacién lineal negativa significativa entre la citoquina
IL-10 con MCP-1 en el cerebro de ratas inducidas a obesidad del grupo
de tratamiento OAvDB (R=-0.9293, p=0.0223).
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Grafica 11. Correlacion lineal de las citoquinas IL-10 con MCP-1 en el cerebro
de ratas control no obesas (CNO).
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Se observa una correlacion lineal negativa no significativa entre la
citoquina IL-10 con MCP-1 en el cerebro de ratas control no obesas (R= -
0.8936, p=0.1064).
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A continuacién se presenta un cuadro resumen con los promedios de los

niveles encontrados en las diferentes pruebas realizas y los grupos ensayados.

Tabla6. Promedios de los grupos de ratas usadas en el estudio en las pruebas realizadas.

CON CcO DA DB OAv OAvVDB
(n=4) (n=6) (n=7) (n=7) (n=6) (n=5)
0.027 0.21 0.02 0.034 0.028 0.025
FRAP
+0.001 +0.005 +0.002 +0.005 + 0.004* +0.004
55 25 3.7 6.8 5.6 4.7
ABTS
+2.7% +1.6 +0.9 +5.3* +1.8* +1.7%
1.7 1.5 1.4 2.0 2.5 1.7
MDA
+0.3 +0.3 +0.3 +0.8 +0.4 +0.1
o 248.4 303.6 291.6 285.6 293.3 261.3
nitrito
+16.1 +58.2 +22.3 +61.8 +55.2 +17.14
. 45.2 206.2 103.3 57.9 235.7 245.7
nitrato
+11.1% +60.0 + 45.6* +31.9% +66.7 +57.5
IL-4 1853.3 1124.1 1129.5 1479.3 1441.8 1456.1
+156.5 +215.7 +210.9 +250.9 +184.3 +205.2
IL-10 345 58.7 64.4 25.5 57.9 56.6
+17.5 +15.2 +7.9% +21.3* +17.6 +19.2
312.7 394.4 400.7 383.4 432.8 416.9
TNF-a
+83.9 +35.1 +66.7 +37.0 +57.2 +64.6
2162.7 1206.0 1130.6 1338.6 1548.6 1442.6
MCP-1
+ 443.2* +322.1 +736.9 +587.6 +636.5 +624.6

i p<0.05 contra CO, # p<0.05 contra ODB
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VI.  DISCUSION

6.1 Estrés oxidativo

No se encontro diferencias significativas en la capacidad antioxidante medida
por la prueba de FRAP en las ratas que recibieron diferentes dosis de w-3 y el
grupo control obeso (Grafica 1), sin embargo, si hubo diferencias significativas
con el grupo OAv y el grupo control obeso, mostrando una mayor capacidad
antioxidante en el grupo OAv. Kesh et al. encontré6 una mayor capacidad
antioxidante hepatica por el método de FRAP, en ratones con una dieta alta en
grasay atorvastatina (10 mg/kg), en este estudio observaron que la atorvastatina
tiene capacidad para captar radicales libres en el higado de ratas con una dieta
alta en grasa (54.9%), neutralizando el efecto de ROS y disminuyendo la
expresion de NF-kB y los niveles de TNF-a. Ademas, en otro estudio se encontré
también una mayor capacidad antioxidante medida por el método de FRAP en
suero del grupo de ratas con una dieta hipercolesterolémica y atorvastatina (10
mg/kg) a comparacion del grupo control de ratas Sprague Dawley (Martinez L.
2015).

En el caso del marcador de antioxidante, ABTS, se observa una diferencia
significativa entre el grupo obeso y control no obeso siendo mayor la
concentracion del grupo control no obeso (p=0.03, Gréfica 2). Los grupos con el
tratamiento de Atorvastatina y Atorvastatina con la dosis mas alta de la emulsién
(OAVDB) presentan significativamente mayor capacidad antioxidante que el
grupo obeso (Gréfica 2), indicando que la dieta con Atorvastatina tiene un efecto
positivo. Segin Kesh et al. la atorvastatina tiene un efecto antioxidante y
antiinflamatorio por haber disminuido la peroxidacion lipidica, los niveles de TNF-
a y haber incrementado las enzimas antioxidantes del higado y es posible que
tenga un efecto en otros tejidos como el cerebro. Se observo también que el
grupo DB medido por la prueba de ABTS presento una mayor concentracion
(6.832 + 5.321) en relacion al grupo control obeso (CO) siendo esta diferencia
significativa lo que indica que la dosis DB de la emulsion LMH-E1410 estaria
aumentando la capacidad antioxidante en el cerebro de ratas obesas (Gréfica 2).
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Esto confirma que en el presente estudio si hay un efecto positivo de la emulsién
LMHE-1410 en la capacidad antioxidante y que puede ser observado en las

muestras del tejido cerebral de ratas mediante la prueba de ABTS (Gréfica 2).

En el estudio de Ambulay J. 2015 realizado con las mismas ratas utilizadas en
este trabajo, se midio la capacidad antioxidante en el tejido hepatico con el
método de FRAP y ABTS, los niveles fueron mayores en el grupo con dosis alta
de la emulsion (DB) a comparacion del grupo obeso, ademas la capacidad
antioxidante en el tejido adiposo medida por FRAP del grupo con dosis alta de
la emulsion (DB) fue mayor significativamente que el grupo obeso, sin embargo
la capacidad antioxidante del mismo tejido medida por ABTS no tuvo una
diferencia significativa entre el grupo obeso y DB. En cuanto a los niveles de

FRAP y ABTS en suero no hubo un efecto de la emulsiéon (Ambulay J, 2015).

La capacidad antioxidante de los cerebros de ratas de los diferentes grupos de
tratamiento medida por las pruebas de FRAP y ABTS tiene una tendencia similar,
sin embargo se observaron las diferencias mas marcadas con la prueba ABTS,
esto se debe a que este método usa el radical ABTS* que es atrapado por
antioxidantes y el método FRAP cuantifica los antioxidantes que transfieren
electrones a los radicales libres (Agudo L. 2010), por lo que cada método
cuantifica antioxidantes con diferentes mecanismos de accion, esto llevaria a

gue se puedan estar midiendo otros grupos de antioxidantes.

Los niveles de estrés oxidativo medido por MDA en el tejido de cerebro de ratas
no presenté diferencias significativas entre los grupos obeso y control no obeso
(Grafica 3). EIl tejido cerebral podria no haber sido afectado aun por la
peroxidacién lipidica, pero en los demas tejidos de las ratas utilizadas en el
estudio de Ambulay J., que provienen de los mismos grupos de experimentacion,
como es el caso de las muestras de suero y tejido hepatico, mostraron una
disminucién en el grupo DB en comparacion con el grupo obeso. Por el contrario,
el tejido adiposo del grupo de ratas obesas con los tratamientos de dosis baja
(DA) y alta (DB) de la emulsién, tuvo un aumento de los niveles de MDA, pero el
grupo de ratas con tratamiento Atorvastatina (OAv) y la dosis alta de la emulsion
(DB) fue menor que el grupo obeso (Ambulay J, 2015).
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Amin K. y col.obtuvieron una mayor concentracion de MDA en las ratas Wistar
con dieta alta en grasa a comparacion del grupo con una dieta normal, estas
ratas llevaban 12 semanas con ese tipo de alimentacion, a comparacion de este
estudio en el que fueron 16 semanas para la induccién a obesidad de las ratas,
los resultados obtenidos se podrian deber a que las ratas de este estudio no
llegaron a incrementar los niveles de MDA como marcador de estrés oxidativo
en el cerebro de ratas por ser otra cepa de ratas, en este caso Sprague Dawley.
No se observaron diferencias en la concentracion de MDA entre los grupos
probablemente debido a que hubo una desviacidén estandar alta en cada grupo.
Esto se debe a una alta variabilidad entre los individuos y ademas a que el

namero de ratas que se uso fue pequerio.

En el presente estudio se puede observar un incremento del 6xido nitrico en el
tejido de cerebro de ratas obesas en comparacién de las ratas no obesas
(Grafica 4), esto podria ser causado por que el 6xido nitrico puede actuar de
manera dafiina y se ha visto que la formacion de peroxinitrito lleva a un estrés
oxidativo severo que puede causar dafio en las neuronas (Zanzinger J, 2002).
En otro estudio se encontré que en ratas diabéticas Zucker hay una mayor
produccién de 6xido nitrico en el cerebro (Raza H. et al. 2015)

Ademas, en el presente estudio se observo una atenuacion de los niveles de
nitrato en los grupos de dosis baja (DA) y dosis alta (DB) en las muestras de
cerebro (Grafica 5), por lo cual se podria indicar un posible efecto mediador de
la neurotoxicidad inducida por un estrés cronico en la obesidad. Estos resultados
se asemejan a lo reportado por Moro MA, et al. (1988) en donde reportaron un
incremento del éxido nitrico (en la medicién de sus metabolitos nitrito y nitrato)
en animales obesos en un modelo de estrés cronico en fase temprana, y una
disminucion de este mediador al utilizar L-Name, un inhibidor de éxido nitrico
sintetasa (NOS).

La produccién del ON derivado de macréfagos es inhibido por el acido graso
poliinsaturado w-3 (DHA) segun Fernandez JC., otro factor por el que puede
estar disminuyendo el ON es porque el w-3 (EPA) inhibe la expresion proteica
del NF-KB y con ello el contenido de ON (Ren y Chung. 2007).
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La emulsibn LMH-E1410 contiene otros acidos grasos de importancia que
podrian estar aumentando la capacidad antioxidante como el &cido oleico, un w-
9 (Anexo 6). Se ha demostrado que los acidos grasos w-9 disminuyen el estrés
oxidativo en un modelo de ratones con diabetes 2 (Vassiliou et al. 2009), en otro
estudio se observé que el acido oleico, puede prevenir el estrés oxidativo que
produce TNF- a en cardiomiocitos de ratas adultas (Al-Shudiefat AA, Sharma
AK, Bagchi Ak, Dhingra S, Singal PK. 2013).

Otro acido graso importante que contiene la emulsion LMH.E1410 es el linoleico,
un w-6 (Anexo 6). Se ha observado que el &cido linoleico actia de manera
sinérgica con el &cido palmitico, aumentando la capacidad antioxidante en tejido
hepatico y eritrocitos; y disminuyendo MDA en plasma comparado con ratas
hiperlipidémicas (Ahmad S, Beg Z. 2015). En el estudio de Kim S. et al. se
evidencid que los acidos grasos w-6 y w-3 disminuyen el estrés oxidativo en un
cultivo de neuronas de ratones sin palmitoilprotein-tioesterasa que simula la

enfermedad ceroide lipofuscinosis neuronal infantil (Kim SJ. et. al. 2010).

6.2 Inflamacion

Estudios recientes muestran que en la obesidad, se genera una inflamacion
sistémica cronica de bajo grado y una serie de desérdenes metabdlicos (Gotoh
et al. 2012). Los efectos multisistema de la obesidad estan relacionados con un
desequilibrio en la respuesta inmune proinflamatoria y homeostatica. La
obesidad activa una serie de vias inflamatorias en el cerebro y en el tejido
adiposo que desregulan las respuestas fisioldégicas que mantienen la sensibilidad
a la insulina y leptina. Una dieta alta en grasa (HFD), como la que se desarrollo
en la presente tesis activa vias de sefalizacion inflamatorias hipotalamicas,
resultando en el incremento del consumo de alimento y el almacenamiento de
nutrientes (Thaler JP, Schwartz MW. 2010).

En otros estudios se reportd un incremento de la citoquina IL-10 en la circulacion
de individuos obesos (Esposito K. et al. 2003), asi como en el tejido del

hipotalamo de ratones con una alimentacion rica en grasas en comparacion de
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ratones con una alimentacion normal (Cintra D. et. al, 2012). Esto corrobora que
los grupos obesos tienen una mayor cantidad de la citoquina IL-10 como se ha
encontrado también en el presente estudio (Grafica 6). Por el contrario, en el
estudio de Ambulay J. donde se usaron las mismas ratas de este estudio, los
niveles de IL-10 en el tejido hepéatico fueron menores en el grupo CO a
comparacion del grupo CON; esto se podria deber a que la citoquina IL-10 actta
de una manera diferente en el cerebro a comparacion del resto del organismo,
como se ha observado en el estudio de Lavin DN. et al. 2011 donde los ratones
con dieta alta en grasa tuvieron un incremento de citoquinas proinflamatorias en
el tejido adiposo pero no en el cerebro en comparacion con ratones con una dieta
baja en grasas. Ademas, debido a que las neuronas del sistema nervioso central
no se regeneran (Stroncek JD, Reichert WM. 2008) éstas podrian estar activando
mecanismos para contrarrestar la inflamacion cronica de la obesidad,

aumentando las citoquinas antiinflamatorias como por ejemplo IL-10.

En el estudio de Cintra (Cintra D. et. al, 2012), donde ratones que venian siendo
alimentados con dieta alta en grasas durante 8 semanas se les administro
aceites de oliva y linaza (fuente de w-3), se encontré una disminucion de la
citoquina TNF- a y de iINOS, ademas de un aumento de la citoquina IL-10 en el
hipotalamo siendo estas diferencias significativas con respecto al grupo control
con la dieta alta en grasa. Los hallazgos en ese estudio concuerdan con los datos
obtenidos, donde se encontré un aumento de IL-10 en el grupo obeso y el grupo
obeso que recibi6 DA en comparacion del grupo control (Gréfica 6). La
administracion de la dosis alta de la emulsién (DB) en los ratones obesos produjo
una disminucién significativa de la citoquina IL-10, alcanzando niveles
comparables al grupo normal no obeso. Una explicacion a éstas observaciones
podria ser que la citoquina IL-10 al ser una citoquina antiinflamatoria estaria
aumentada en los cerebros de las ratas obesas para contrarrestar la inflamacion,
esta explicacion estaria apoyada en los estudios de Gotoh K. et al. quienes
encontraron que la administracién de citoquina IL-10, contrarresta los efectos
inflamatorios vistos en la obesidad. También en nuestro estudio se observo que
el efecto de los acidos grasos w-3 en la dosis alta (DB) tiende a disminuir los

valores de IL-10 haciéndolos comparables al control normal no obeso.
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No se observan diferencias significativas en la concentracion de la citoquina IL-
4, aunque se puede observar una mayor concentracién de esta citoquina en el

grupo control no obeso a comparacion del grupo obeso (Grafica 7).

Por otro lado, se ha visto que la citoquina TNF-a esta involucrada en la
neuroinflamacién, su inhibicién reduce la obesidad y pre-diabetes en ratones
(Cai D, 2013). Ademas se ha visto en otro estudio que esta citoquina induce una
inflamacion de bajo grado en la obesidad (Fantuzzi G, 2005), (Trayhurn P, Wood
I, 2004) y se ha encontrado elevada en un estudio en nifios obesos (Gil M, 2008).
Sin embargo, en los resultados obtenidos no se encontré diferencias
significativas en la concentracion de la citoquina TNF-a en cerebro de ratas de

los diferentes grupos de tratamiento (Gréfica 8).

En el estudio de Bradley y col. 2008, se encontré que adipocitos tratados con
acido palmitico tuvieron un incremento de TNF-a y una disminucién de IL-10, con
el tratamiento de DHA no hubo efecto en la citoquina TNF-a pero si hubo un
aumento de la citoquina IL-10, este podria ser el caso del presente estudio donde
se observd que hubo un efecto de la emulsion LMH-E1410 sobre la
concentracion de la citoquina IL-10 y por el contrario no se observo ningun efecto
en la citoquina TNF-a (Grafica 6 y 8). Ademas, se ha visto en otros estudios que
la citoquina IL-10 inhibe la expresion de la citoquina TNF-a (Smallie T. et al.
2010) y suprime la produccién de TNF-a en macrofagos humanos (Denys A. et
al. 2016) esta podria ser una explicacion por la que hubo un efecto en la citoquina
IL-10 que podria estar bloqueando el efecto de la citoquina TNF-a (Grafica N° 6
y 8). También se sabe que los acidos grasos w-3 al metabolizarse forma
neuroprotectinas y resolvinas que inhiben la citoquina TNF- a y la transcripcién
del gen inflamatorio NF-kB ya que activan la via PPAR (Figura 2), por lo que este
podria ser un mecanismo que disminuye la inflamacién en el cerebro (Farooqui
A, Horrocks L, Farooqui T. 2007).

En este estudio se obtuvo una menor cantidad de la citoquina MCP-1 en el grupo
obeso (p<0.05), los niveles de MCP-1 no tuvieron diferencias significativas en
los demas grupos de tratamiento con la emulsion (Grafica 9). Ademas, se ha
visto que IL-10 limita la produccién de citoquinas como MCP-1 (Moore KW et al
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2001), al haber mayor concentracion de la citoquina IL-10 en el grupo obeso,
podria estar inhibiendo la produccion de MCP-1 que llevaria a una menor

concentracion en el grupo obeso a diferencia del grupo no obeso.

Se observa una correlacion lineal negativa significativa en el grupo OAvDB
(Grafica 10) entre IL-10 y MCP-1, lo que podria indicar una sinergia entre la dosis
B de la emulsion LMH-E1410 y atorvastatina donde hay una mayor inhibicion de
MCP-1 por la citoquina IL-10, ademas se observa que hay una correlacién lineal
negativa en el grupo no obeso (R=-0.89) aunque no es significativa (Grafica 11);
esto podria explicarse como un mecanismo natural de inhibicién de IL-10 a las
citoquinas pro-inflamatorias como MCP-1, que estaria ocurriendo sin necesidad

de que exista un estado de inflamacion.

La emulsibn LMH-E1410 contiene otros acidos grasos de importancia que
podrian estar disminuyendo la inflamacion como el acido oleico, un w-9 (Anexo
6). Se ha demostrado que este acido graso tiene un efecto antiinflamatorio al
disminuir la expresion de proteinas pro-inflamatorias en células endoteliales en

un modelo de aterogénesis temprano (Massaro M, De Caterina R. 2002).

Otro acido graso importante que contiene la emulsion LMH-E1410 es el acido
linolénico, un w-6 (Anexo 6), estos acidos grasos son pro-inflamatorios (Johnson
M, Bradford C. 2014). Se recomienda una baja cantidad de w-6 en relacion a w-
3 (1:1 0 5:1) para que pueda haber efectos benéficos como una disminucion de
la inflamacién (Yang LG. et al. 2016.), ya que si no se mantiene esta relacion
estarian aumentando la produccion de prostaglandinas y eicosanoides que son
pro-inflamatorios y generan codgulos, constriccion, entre otros (Johnson M,
Bradford C. 2014). La relacion w-3 a w-6 en la emulsion LMHE1410 es de

aproximadamente 2:1 (Anexo 6).
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VIl.  CONCLUSIONES

. Las muestras de cerebros de ratas obesas presentan un mayor estrés
oxidativo, al observarse una disminucion de la capacidad antioxidante,
medida por la prueba de ABTS con respecto a los cerebros de ratas del
control no obeso y un incremento de la concentracion de nitratos con

respecto a las muestras de cerebros de ratas del control no obeso.

. La dosis 0.5gw-3/dia (DB) de la emulsion LMH-E1410 y los tratamientos
con Atorvastatina (OAv), Atorvastatina mas dosis 0.5gw-3/dia (OAvDB)
aumentaron la capacidad antioxidante total en muestras de cerebro de
ratas obesas en comparacion del grupo obeso (CO) medido por el método
de ABTS.

. Las dosis 0.25gw-3/dia (DA) y 0.5gw-3/dia (DB) de la emulsion LMH-
E1410 disminuyen la concentracion de nitrato en muestras de cerebro de

ratas obesas.

. La concentracion de IL-10 se encuentra incrementada en las ratas obesas

con respecto a las muestras de cerebro de ratas control no obesas.

. El tratamiento con 0.5gw-3/dia (DB) de la emulsibn LMH-E1410
disminuy¢ significativamente la concentracion de la citoquina IL-10 en las

muestras de cerebro de ratas obesas.
. Se podria evidenciar un efecto neuroprotector en las muestras de

cerebros de ratas obesas con el tratamiento de 0.5gw-3/dia (DB) de la

emulsion LMH-E1410, pero se requieren mas estudios en el futuro.
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ANEXOS

Anexo 1. Férmula de la dieta consumida por las ratas del grupo obesas (CO)

Open Jorimula pairified diets for lab aninials

WL S

-
Product Data - D12451 Report p Repaat p Bavise

Description Fomula
Rodent Disrwith 453% kel far.
. Prociuct #0H 2454 QT koalt
Lzed in Ressarch
Famy Liver Proesin 4 0
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Laad Time Carn Sarch 7.8 0]
IHATOCE Mulmdezrrin 19 100 400
Ready for next day shipmene. Sere 1728 8]
Gamma-radiation Cellukae, BT 200 5o ]
Ve Add 10 days 1o dedwery cime.
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. Minzra Mix 510028 10 L}
Shelf Life DiCalcium Phisphare 13 ]
Polier d'ex pequirs storase in a coal Calcum Carbonae 5% i
dry envieonmere, Soped corready Poeamsium Ciirate, 1 H20 1.5 0
they should last & menchs.
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Fommulared by E. A. Ulman, Ph.D., Researds Diews, Inc, 8/26/98
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Anexo 2. Ratas Sprague Dawley usadas en los grupos experimentales. CNO,
ratas alimentadas con 10% de las Kcal provenientes de grasa; CO, ratas obesas

alimentadas con 45% Kcal provenientes de grasa. (Ambulay J. 2015)
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Anexo 3. Pesos iniciales del grupo de ratas no obesas (CNO) y con obesidad
inducida (CO)

440

420
CNO co

Valores promedio del peso corporal en los animales de experimentacion luego
de 16 semanas (peso inicial) de alimentacion con una dieta estandar (control no
obesas, CNO, n = 6) y con una dieta alta en grasa en el grupo de ratas propensas
a la obesidad (Obesas, n = 31). (*p=0.02)
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Anexo 4. Pesos finales del grupo de ratas inducidas a obesidad con diferentes
tratamientos (DA, DB, Oav, OAvDB), control obeso (CO) y control no obesas
(CNO)

700 *

600

1
50
40
20
10
0
CNO co DA DB Oav

OAvDB

Peso (g.)

w

o

o o o

o

o

Valores promedio del peso corporal en los animales de experimentacion luego
de 11 semanas (peso final) de alimentacién con una dieta estandar (control no
obesas, CNO, n = 6), ratas con obesidad inducida con una dieta alta en grasa
(CO) y ratas con obesidad inducida con diferentes tratamientos (DA, DB, Oav,
OAvVDB) (*p=0.03)
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Anexo 5. Formula de la dieta consumida por las ratas del grupo no obesas

(CNO)

Product Data - D12450B

Daszription
Rodent Disrwith 10% keab far.

Uzed in Aze=arch
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[Rabers
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Minzral Mix 310026 1 0
DiCalcium Phosphare hE] 0
Calcium Carbonae 5.5 0
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FDwx i Yellow Drpe 25 008 ]
Total 1038.008 4037

Formulated by E. . Ulman, Ph.D., Resseardh Diews, Inc., 82698
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210 Lt D s A i el DESER 20N
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Femearch fis, Inc.
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Anexo 6. Composicion de &cidos grasos de la emulsion LMH- E1410

ng;g.ga International Analytical Services S.A.C.

Informe de Ensayo N° 48605 -

DATOS DEL CLIENTE

Solicitante HERSIL S.A, LABORATORIOS INDUSTRIALES FARMACEUTICOS
Domicilio legal Ay, Los Frutales 220 Ate Vitarte
" Contacto Sr. Percy Rojas

Direccion de entrega Av. Los Frutales 220 Ate Vitarte

DATOS DEL PRODUCTO

Producto . HIPOLIP OMEGA 3

Ensayos realizados en Av. La Marina 3035 San Miguel - Lim .

Fecha de rei:epcién 2010.06.28 . Fecha de inicio de andlisis 2010.06.28
-Referencia Cot 26117 - : Fecha de término de anélisis .~ 2010.07.05
Procedencia ’ Muestra proporcionada por el Cliente o

Validez del documento - Custodia dirimencia -

DATOS DE LA MUESTRA

Identificacién Cantidad ' Descripeidn / Presentacién <1 Pprecinto FY

E-03-10 250mt aprox. . -01 frasco de vidrio ambar identificado - . . - : -

DATOS DEL SERVICIO

“laentiﬁtac‘ién . Andlisis . Umdad o ].‘_E’:;;Itaﬁo
E-03-10 . Acidos Grasos (Composicion) Acido Caproico €610 o /100 de grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos (Composicién) Acido Caprilico C8:0 . . a/100g de grasa o -

E-03-10 heidos Grases (Composicién) Ackdo Caprica €100 | o/tovgdegrasa | o0
E-03-10 Acidos Grasos (Com pcs'lcién) Acide Undecanoico C11:0 ' ' ' @/100g de grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos (Composicion) Acido Laurico €12:0 . 4/100g de grasa, o
E-03-10 Acidos Grases (Composicion) Acide Tridecanoico C13:0 g/100g de grasa b -

| E-03-10 - | Acidos Grasos {Composicidén) Acido Miristico C14:0 e o g/100g de grasa 0

ué-OB-zO Acidos Grasos (Composicion) Acide Miristoleico C14:1 . g/100g de grasa 0 )
£-03-10 Adidos Grasos (Composicién) Acido Pentadecanoico €15:0 ) /100 de grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos (Curnpvsmén) Acido Pentadecenmcc Cls 1 . | g/100g de grasa 0

--‘6-03-10 Acidos Grasos {Composicion) Acido Paimlt\cc clen g/100g de grasa 5.23

LE-03-10 Acidos Grasos (Composicidn) Acido Palmitoleico C16:1 a/100g de grasa 0.09
E-03-10 Acidos Grasos ((fomposlcién) Acido Heptadecanoico C17:0 9/100g de grasa - 0.08
E-03-10 Acidos Grasos (Composicién) Acido Heptadecenoico C17:1 6/100g de grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos (Composlcién) A;:!d; Estearico C18:0 g/100g de grasa

) E-03-10 Acidos Grasus {Composicién) Acido Oleico (Dmega 9) Ci8:1 g/100g de g.r‘;asa

---E-433~10 Acidos Grasos (Composicién) ﬁ;cmldo Linoleico (Omega 6) C;18:2 g/100g derug:as:aw”m )

‘._E_‘_03-10 Achos Grasos (Composicién) Gamma Linolenico (Omega 6) C18:3 - g/100g de grasa
E-02-10 Acidos Grasos {Composicion) Acido Linolenico (Omega 3) C18:3 g/100g de grasa
E-03-10 Acidos Grasos (Composician) Acido Araquidico C20:0 S | g/100g de grasa 0.10

EOE;D Acl&as Grasos (Composicién) Acido Lignecerico C24:0 a/100g de grasa o
E-03-10 Acidos Grasos {Composicién) Acido Eicosenoico C20:1 | @/100g de grasa 0‘2)3
E-03-10 Acidos Grasos (Composicién) Acido Eicosadienoico C20:2 0/100g de grasa 00; -
E-03-10 Acidos Grasos (Composicién) Acido Eicosatrienoico (Omega 6) C20:3 g/100g de grasa ON T

\ ;&:03-10 ACGBE'E};;; (Composicién) Acido Eicosatriencico (Omega‘BJ C20:3 - g/100g de grasa Q

\E-03-10 Acidos Grﬂs (_:amposncién A_cldn Eneicosanoico C21:0 ( ~ ¥4 0/100g de grasa 0

INTERNATIONAL

ANALYST MEMBER - ANALYST MEMBER N
SUPERINTENDENT MEMBER SUPERINTENDENT MEMBER

Av. La Marira 3035 - San Miguel - Lima - PERU - Telf: (51-1) 616 -5200 Fax: (51-1) 616-5216 E-mail: i com.pe Web: veww.i p.com.pe
PAITA-PIURA : Jr. Junin 490 Telf.: (073) 214036 - Nextel: 99 §118413 - E-mail: i+ inassapaita@inessagroup.com.pe CHIMBOTE: Enrigue Palacios 247 OF. 205/207 - Telefax: (043)-344258 - Email: xmmchnm@mamgmnpcmnpc
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5@@%’5@ International Anaiyﬁca! Services SA.C.

Informe de Ensayo N° 48605

Analists

Para el analisis se ha considerado el dato de-Grasa: 34.5 §/100§, propbrclonado por el cliente

Métodos

Identificacién Unidad Resultado
E-03-10 | Acidos Grasos (Composicién) Acido Behe_nico C22:0 g/100g de grasa 0 '
E-03-10 Acidos Grasos (Cgm;josicién) Acido Eicosapentanolco (Omega 3) C20:5 §/100g de grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos (Composicidn) Acido Erucico C2211 §/100g de grasa 0.05
E-03-10 Acidos. Grasos (Composicion) Acido Docosadienolco C22:2 §/100g de grasa 9
E-G3-10 Acidos Grasos {Composicidn) Acido Tficosanoico C23:0 g/100g ce grasa 0
E-03-10 Acidos Grasos {Cormnposicidn) Acido Nervonico C24:1° g/100g de grasé S0
E-03-10 Acidos Grasos {Composicion) Acido Docosahexanoico (Omega 3) C22:6 G/1004 de grasa 0
E£-03-10 Acidos Grasos {Composicidn) Saturado g/100g de grasa 7.32
E-03-10 Acidos Grasos (Composlclo’ﬁ) Monocinsaturado g/100g de grasa 10.08_ :
E-03-10 Acidos Grasos {Composicidn) Poliinsaturado g/100g de grasa 81.52
E-03-10 Acidos Grasos {Composicién) No Identificados g/100g de grasa 1.08

Acidos Grasos {Composicién): IS0 5508 (E}1990 Animal and Vegetable fats and oils-Analysis by gas chrematography of methyl esters of fatty acids
IS0 5509- 2000 Animal and vegetabie fats and oils- Preparation of methy! esters of fatty acids,

INTERNA

Ing. Cérmen‘-Catter de Bueno
-Gerente General

16

tima, 6 de jglio de 2010
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Anexo 7. Formas liquidas y semisolidas de la dosis A

fﬂfc Hersilsa

SPAGE500.05
WOMERE ¥ PRESENTACION DEL Epnilsian LMH-E1410 0.25g/2 Smal
%' DE LOTE (EXSAYD) E-14-10
MOTIVO DEL EXSAYO Producto MNueva

ESPECTIFICACTIONES
FRUEEA PEOX !IDID' RITNIALD | MAXTRIO | NOFMALA

Gramel
Azpecto Liquido denso color melon Propia
pH En estadio Propia
Diens=idad En estadio Propia
Dipzaje 0,143z 0.13g 0.158z Propia
Dioszje (4) a7 100% 103%: | Propia
Exvaiads
Azpecto Liquido denzo de color melon Propia
Volumen Pazo 185, 4ml 130ml | 180.8 ml Propia
Volumen Pezo (%) 103% 100% Propia
olmer Peio ge i
vaciado Fropia
Hemeeticidad Comforme Propia
pH En estadio Propia
Densidad 1.12 Propia
Identidad Pozitivo Propia
Uniformidad de doziz Counforme Propia
Dioszje 0,243z 0.25g 0.1582 Propia
Doszje (%) 97% 100% 103%: | Propia
Dtras especificacionss
|
UNIDAD DE DMDETE: I1Zml \madn nmidad S
DECLAFRADO - Sowsmas |
Cimiaega 3 0.25g (£
Exncipientes Cap 2.5ml
D} Joze Vera B

Jefe de investizacion ¥ Desarrollo

—k
"ﬁid-l'.". .-Ill: g
i -
___."'M‘ Fa=
"ﬂ.Tl:|1._I"\.l .;‘..:

T T

s T i
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Anexo 8. Formas liquidas y semisolidas de la dosis B

fﬁfc Hersil sa

Jefe de investizacion ¥ Desarrollo

—
A ﬂ 7=
il -
1 Z
LSy " S
I ."'"m =y

Chin T

P e i

SPAGAS A0S
SOMERE ¥ FRESENTACION DEL Emalsion LMH-E1410 0,522 5ml
' DE LOTE (ENSAY) E-14-10
MOTIVO DEL ENSAYO Producto Husvo
ESPECIFICACTIONES
FRUEEA PRI]-]ILDID' RIINTRDO) | RLAXTRID | KNOERIA
Gransl
Azpecio Liquido demse color melon Propia
pH En estadio Propia
Densidad En estadio Propia
Dipszje 0483z 0.ig 0313z Propia
Doszje (%4) a7 100% 103%: | Propia
Entazado
Azpecto Liquide demzo de color melen Propia
Volumen Pezo 185, 4ml 180mal | 180.8 ml Propia
Volumen Pezo (%) 103% 100% Propia
N —
Hermeticidad Comforme Propia
pH En estadio Propia
Dienzidad 1.12 Propia
Identidad Paozitvo Propia
Uniformidad de doziz Coaforme Propia
Dosaje 0,485z 0.3g 03153z Propia
Doszje () 7% 100% 103%: | Propia
Ohrss expecificaciones
UNIDAD DE DOSIS: 1:ml S
DECLARADOD - e
Omepa 3 0.3g %%
Excipiemtes Cxn 2.3ml
Dir- Joze Vera B
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Anexo 9. Aprobacion del comité de ética para la realizacion de la tesis de
pregrado
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Anexo 10. Autorizacion de tesis por parte de Hersil

{SHersil |

Lima. 26 da Mayo de 2014

Ry

- L
m(. PR T LR Ay

HERSIL §.A. LASORATOMIOS INDUSTRIALES FARMACEUTICOS

QMECCION: AV LOG FRUTALES N 220 « ATE TELEFONG: 713 3333 FAX 7 VENTAS 4353004
ATE WS-'"MMM
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Anexo 11. Protocolo para el analisis de la citoquina IL-10

& BD

BD Biosciences

10975 Torreyana Road * San Diego, CA 921211111 - US.A.
Customer / Technical Services §77.232,.8995

Instruction/ Analysis Certificate
BD OptEIA™ Set Rat IL-10

Catalog Number: 555134 Former Catalog No. 2611KI Lot Number: 08749

Capture Antibody: Ansi-rat IL-10
Liquid, | vial
Catalog Number: 51-26111E
Batch Number: 59139
Velume: 1.0 m!
Recommended Dilution: 1:250 dilution in Coating Buffer.

. Detection Antibody: Bilotinylated Anti-rat IL-10

Liquid, | vial

Catalog Number: 51.26112E

Batch Number: 59140

Volume: 1.0 ml

Recommended Dilution: 1:250 di.gtion in Assay Diluent,

3. Enzyme Reagent: Streplavidin-horseradish peroxidase conjugate
Liquid, 1 vial
Catalog Number: 51-9002813
Batch number: 59141
Volume: 1.0 m!
Recommended Dilution: 1:250 dilution in diluted Detection Antibody.
4. Standards: R bi Rar IL-10
Lyophilized, | vial
Catalog Number: 51-26116E
Batch Number: 60977
Quantity: 100 ng/vial
Reconstitute vial with 1,0 ml deionized water. See Technical Data Sheet for storage / handling instructions.
BD OptEIA™ Rat IL-10 Set, Lot 08749
10
5 | 1
g |
g 1
0.01 v 1
10 100 1000
Rat 1L-10 (pg/mi)
vk gl € --/
: March 14, 2011
Rhodora E. Cueva Date

Quality Control Supervisor
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d buffers, soluti

Note: Do not use sodium ozide in these

P Sodium ozide the

horserodich peroxidase enzyme.
The BD OptEIA™ Reagont Set A (Cat. No 550536) containing
MWMMMMAN&W
Solution and 20X Wash Buffer Concentrate is recommended,
1. Coating Buffer - 0.2 M Sodium Phosphate, pH 6.5
11,89 NaHPO, 16.1 g NaH PO, Q5. 10 101 pH 10 6.5,
Freshly prepare or use within 7 days of prepanation, stored at 2-8°C.
2. Assay Diluent- PBS* with 10% FBSY, pH 7.0. The BD
Pharmingen™ Assay Diluent (Cat, No. $55213) Is recommended,
*Phosphate-Buffered Saline: 0.0 g NaCl, 11.6 g Na;HPO, 20 g
KHPO, 20 g KCL g5 10 1O L pH to 7.0,
*Fetal Bovine Serum: Hyclone Cat. No, SH30088 (heat-

inactivated) recommended,
Freshly prepare or use within 3 days of preparation,
with 2.8°C
3. Wash Buffer - PBS* with 0.05% Tween.20. Freshly prepare of use
ub.:mammum
A . (T™8) and
T™E §

Peroxide. The 80
wsn:c;uu ssszu)uw
5. Stop Solution - 1 M H,PO, or 2 N H;50,

E

aterials
wsmma(mm)snmnmm
mnmduao&hdMMmu4mm

1

§.

4 m«immu

5. Delonized o

6. Mm«umm

7. paper o automated data reduction
:. 0] diutions

10. Plate sealers or pacatilm

a«mw«w\wm

NT'BIIJ‘C. Do not use reagents after
wm« turbidity is evident,
2. Before use, bring all reagents 1o room temperature (18-25°C).
Immediately after use, retum to proper storage conditions.
Lyop are stable unti exp date. See below
foe reconstimnted tandaed doeage information
Specimen Collection and Handling
Specimens should be diear, non-hemalyzed and non-lipemic.
Celmmmu Remove any particulate material by
and assay ly of store samples at £ -20°C.
wmmm
Serum: Use a serum separator tube and allow samples to clot for
Jommmulomnimxg Remove
serum and assay immediately or store samples at < -20° €. Avoid
repeated freeze-thaw cycles.
Plasma: Collect plasma using citrate, EDTA, or heparin as anticoag-
ulant. Centrifuge for 10 minutes at 1000 x g within 30 mirutes of
collection. Assay immediately or store samples at < -20° C. Avoid
repeated freeze-thaw Cycles.

Unless oferwhe secfied of prodcts ave kv Aeswch Lne Only
e P~

yophikzed yed
standard. Allow the standard 10 equilibrate for ot least 15 minutes
before making dilutions. Vortex gently to mix.

< ’ of

2, G Alter
d stock in polypropylene vials at 50 i per
vial and freeze at -80°C for up to 6 months. ¥ necessary, store at 2.8° C
for up to 8 hours prior 1o 9/ . Do not leave
standard at room temperature.
3 Preparation for Assay:

a m.:mwmmnmw Muh
mix, (See ddution
ummnwm-nsw udusoopum.zso
pﬂc&lumﬂl%!l!%ﬂls‘w

€. Perform serial dilutions by adding 300 pl of each standaed to the
mmwmmwm« Assay Diluent serves as
the zero standard (0 pg/ml).

oL PPPR

T St Vo -y T8 gy VS ped 400 e TS i 4

wmmummnu 100 L of Assay
Diuent 1o each standard well wumomwmmmu
of the 1000 po/md. staadand 15 Both that well and the 500 well, mixing the well

e 250 pg/ml well. Continue these diutions 10 the 15.6 polml standaed wel, out of
which the extra 100 34 should be ducarded.

mmum Add volume

:gumm:amm |5mwwe.
required quantity of Enzyme Reagent, vortex oc

mended see lot-specific Certificate. For a full

96-well plate, prepace 12 mL of Working Detector. Discard any remaining
Working Detector after use.

wm\gsmdm

which contain preservatives may be toxic If ingested, inhaled,
Uhﬂ’l.lvﬂh\u\

2, mummmmmmmmcu
blood-bome infections.
3c.pnn~MmI-<ammnu¢e Sodium azide yields
highly toxic hydrazoic acid under acidic conditions. Dilute azide com-
Mhmmmmmmm‘md
deposits in
4 mh \ Antibody contains 1% BSA and ProClin™.150 as a preserva-

5. Enzyme Reagent contains 1% BSA and ProClin™. 300 as preservative.
6. Source of ol serum proteins is from USDA inspected abottoirs locoted In the
United Stotes.

Assay

1. Coat microwells with 100 j4 per well of Captre Antibody
diluted in Coating Buffer, For recommended antibody coating 8
tion, see lot-specific Instruction/Analysis Centificate. Seal plate an
Incubate overmight at 4° C,

2. Aspieate weils and wash 3 times with 2 300 pUwell Wash Buffer, |
last wash, invert plate and blot on absorbent paper to remove an

3. MMM}MWMWM Incubate oL RT for

£ wmw-ummpz
) mmmwmhmm See

4

s,

6. mwoueluhw mmcmmm
wells, Seal plate and incubate for 2 hours at RT.

7. Aspirate/ wash as in step 2, but with 5 total washes.

8. Add 100 L of Working Detector (Detection Antibody + SAv-HRP
reagent) to each well, Seal plate and incubate for Liaueat 8T,

9. Aspiate/ wash as in step 2, Det with 7 totas washes. NUTE: 1
Final vk S0P, S0uk wells iy wand s Duiler 10F 3V S0CONGS 10 | Min
for each wash.

10, Add 100 pt of Substrate Solution to each well. Incubate plate (Wi
out plate sealer) for 30 minvtes at room temperature in the dark.

11, Add 50 L of Stop Sokution to each well.
12, Read absorbance at 450 nm within 30 minutes of stopping reactic
L] correction is avalable, absorbance at 570
absorbance 450 nm.
Mwm«dunmuy

Add 100 L diuted Capture Ab 10 each well,

Incubate ovemight at 4°C.

Aspirate and wash 3 times.

Block plates: 200 pL Assay Diluent to each wel, Incubate 1 he RT
Aspieate and wash 3 times,

Add 100 pL standard or sample to each well, Incubate 2 he BT,
Aspieate and wash $ times.

Add 100 pt Working Detector (Detection Ab + SAv-HRP) to
each well, Incubate 1 he RT

Aspirate and wash 7 times (with 30 sec to 1 min soaks)

9. Add 100 L Substrate Solution 1o each well, Incubate 30 min
RY in dark

10, Add S0 pL Stop Solution to each well, Read at 450 ren within
30 min with A commection 570 nm.

NP wawN

For indormation sbent ofher $0 Optiin pre
T e DA OB s
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Anexo 12. Protocolo para el analisis de la citoquina IL-4

& BD
BD Biosciences

10975 Torreyana Road - San Diego, CA 92121-1111 - US.A.
Customer / Technical Services 877.232.8995

instruction/ Analysis Certificate

BD OptEIA™ Set Rat IL-4
Catalog Number: 555198 Former Catalog No. 2631KI Lot Number: 75680

1. Capture Antibody: Anti-Rat IL-4
Liquid, 1 vial
Catalog Number: 51-26311E
Batch Number: 73293
Volume: 1.0 ml
Recommended Dilution: 1:25( dilution in Coating Buffer.

2. Detection Antibody: Biotiny'ated Anti-Rat IL-4
Liquid, 1 vial
Catalog Number: 51-26312E
Batch Number: 73294
Volume: 1.0 mi
Recommended Dilution: 1:25C dilution in Assay Diluent.

3. Enzyme Reagent: Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate
Liquid, 1 vial
Catalog Number: 51-9002813
Batch number: 73296
Volume: 1.0 mi
Recommended Dilution: 1:250 diuiion in diluted Detection Antibody.

4. Standards: Recombinant Rat IL-4
Lyophilized, 1 vial
Catalog Number: 51-26316E
Batch Number: 73889
Quantity: 27 ngfvial
Reconstitute vial with 1.0 ml deionized water. See Technical Data Sheet for storage / handling instructions.

BD OMEIA™ Rt IL-4 Set, Lot 75680

10 -|
- s 4
£
& 14
2
-
§ 0.1
om T el
1 10 100
Rat L-4 (pgtni)
e w P 4 < - - L
May 28, 2010
Rhodora E, Cueva Date

Quality Control Supervisor



Recommended buffers, solutions
Neoce: Do ok use sodium azide i these
PP 200TS SOTART) 300 PSS U
PP Y ORRISSE Oy
mumu*wlm No 550634) contaniag
Coatng Butter, Assry Setntrate Reagents A and B, Stop
Sohgion snd 20X Wish Buffer Concentrate is recommended.
1. Coating Buffer - 0.1 M Sodum Carbonate, pH 9.5
v.uanmoo, 1599 Na£O,: q5. 10 10L: pH 10 9.5 weh 10N

Freshty pregare or Lse within 7 days of preperation, siord at 28°C.
2. Assay Ddluent. PES" wan 10% FES, o 7.0. The B0
"™ Assay Duuent (Cat. No. 555213) 15 recommenced.
Satne: 80.0 g NaCk, 11.6 g Na;HPO,, 209
KHPO, 20 KCL g3 W 0L pH 1070,
“Fetal Bovine Serum: Myckone Cat. No. SH30088 (heat-
actvated)

recommended.
Frestiy prepare or Use within 3 days of preparation.
Wi 28°C sinage.
3 Wash Buffer - PES" with 0.05% Taveen-20. Freshly prepare o v
within 3 days of preparation, stored ot 2-8°C,
4. Substrate Solution - (TME) ang
Hydrogen Peroxide. The B ™ TV Substrate
Reagent Set (Cat. No. $55214) & recommended.
5 Stop Solution - 1 M HPO, or 2 N H,50,

Materaly
mﬂlm\' places (Cat. No, 353279) are recom-
Microphate reader Capati of mesring normance o 450 nm
Precison ppesies e
Mwm'
Wash Doetie Of JtOmated washed
w&qwmuwmm
Tutes 10 prapare Sandyd BRGONS

Lagor:
0. m:n”mum

ZemNOnswN =

Storage Information
1. Store unopened Meagents st 2-5°C. DO not use resgens afier
QXpOATon Gate, Of If Lty B evident.
2. Before wse, bring Ml reagents 10 f00m termperatire (18-25°C),
Imemedianely after Use, (O1EN LD rOPEr YNGR CONGLON.
3. LyCpmany Sust e s e shoude ikl waps ot Gete. Tee B
recomututed

AN UG
Specimen Collection and Mandiing
WOuRd b Sy, ana dper
C vy by

30 mlrses, then contrituge Sor 10 minutes & 1000 x §. Remove
vum and sy Immediately O store samples 3 £ -20° C. Avold.
£epealed eene thaw Cydies.

m Codect mwuwmamnm

plame
e, Conarituge for 10 minutes 2t 1000 x g within 30 eminutes of
Assxy Immmeckately Of store saengies o 5 -20° € Avold
Topeated lroese Shaw Cychos.

4 o e be
N A e o Mg 0 Gy i ovn Nk A st

Standards Preparation 3nd Handling
1 Alvae

{
R 10 100M LaMpees-
Reconstiute

Ammmvdmm hns of materisd.

~

andard. the 10 OQASNate for 3t leatt 15 minuses
Delore makieg dlutions, Vortex gently 1o mix
Storage/ handiing of standacd: Ner

Randard ) polypropylene vials 3t SO i per
wial and freoze 3t -80°C for up 10 6 months. I necessary, wore M 2.8° C
for up 10 8 howrs prioe o 9. Do not
o0 $NGT 2 100M LerTpeatre,

a m-mmmmnmw wm

10 6 tubes. Inu 0 25
usmn?mm 30 POk, and 16 pojed. i ML
€. Perform sedal dlutions Dy adang )wndumlmulm

e e e T T T R T Py

,--—v‘wﬁ""l'v

nq-—qumnummnunumw-un

Pl
ara 100 4 Whould be deacaniod

Werking Detecior
Waerings
. Reagents CONLAN preservatives may be tow  ingesied, inhaled,
o 4 SoNLost Witk Bia.
an " with NCCLS
tox v 0 LHOOG-DOMNE Infections.
comans < 0.1% sodkum azde. Soueam azide yekds
Pughly 10K hydrazok Daute ande com-
POUNdS In runnkng water GOCHOng 1O avoxd accurmuiation of

s(mwmm ESA and ProCin™.300 as
6. Source of af sorum protens 15 Som USDA impeciod abatiors

PORsntially xpiotve GepoULs I PRUMbING.
mmm 1% BSA and IroCin™-150 3 3 presenva-

presecvative.
located in the
Unted States.

s va

=~

L ASd 100 34 of Working Detector

Assay Procedure
. Coat microwedts with 100 4. per well of Caprure

Sevitody
Ohuted in Coating Buller. For recommended sntibody coating ak-
Aewiyits Cerificate. Seal plate aedd

Aprate wolh 80 wath 3 tiemes with 2 300 p0well Wanh Buer. Alter
wﬂmwuwmwmwmm

wmwammmm ncutane ot AT for 1

m-mmz

Prepare standard and sample dlutions in Assry Diuent. See
“Standands Proparation and Manding™

Pipetta 100 A of each standard, samphe, and control kna appropriste
wells. Seal plate and incutiate for 2 houns ot RT.

(Detection » Shw kP
1eagent) 10 each well. Seal plate and Incubiate for 1 hour at BLs

9. Asprate/ wash s in siep 2, but with S towal washes, NOTE: in this

SO WIS S UK W B W) A HOr 30 W 40 s
for each wanh.
ASd 100 . of Subtrtrate Sotion 10 each well Incubate plate (with-

A3 100 JA. duted Capture Ab 10 e3ch well

Incubate overnight at 4°C.

Aaplace and wash 3 tmes.

B0k plates: 200 14 Assary DRt 10 6ach well. Incubase 1 e RT
Aspirane 3 wash 3 smes.

A 100 . stanciand or sarmple (0 ech wed. Incubiate 2 te R,
Aspuate and wash § mes.

ASd 100 L Working Detector (Detection A « SAv-HRP) 10
each web_ Incubate 1 1 RT

Aspleane and wash § Smes (with 30 3¢ 10 1 min soaks)
ASd 100 L Sutritrate Sokation 1o each wet. incubate 30 min
BT in dwk

AGG S0 g Sop SOLION 10 each well. Read 3L 450 nm within
30 enin with A comection 570 nim,

For by wcns et B0 Cos A o
s B, s s 4
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Anexo 13. Protocolo para el andlisis de la citoquina TNF- a

BD OptEIA™

Technical Data Sheet
Rat TNF ELISA Set

Product Information

Material Number: 558535

Size: 20 plates

Reactivity: QC Testing: Rat

Component: 51-9004719

Description: Capture Antibody Purificd ghti-Rat TNF

Storage Buffer: Aq buffered soluti ining <0.09% sodium azide.

Component: 51-9004720

Description: Detection Antibody ontm anti-Rat TNF

Storage Buffer: Aq) buffered ining BSA and ProClin™ 150 as preservative.

Component: 51-26976E

Description: Recombinant Rat TNF Lyophilized Standard

Storage Buffer: 4 Lyvophilized in an buffered soluti ining BSA and ProClin™
. 150.

Component: 51-9004787

Description: Enzyme Reagent Streptavidin-HRP (SAv-HRP) 250X

Storage Buffer: Aqueous buffered soluti ining BSA and ProClin™ 300 as preservative.

Description

The OptEIA™ Set for rat tumor necrosis factor (TNF) ins the y to develop enzyme-linked immunosorbent assays

(ELISA) for natural or recombinant rat TNF in serum, plasma, and cell culturc supernatants. Sufficient materials are provided to yield

approximately 20 plates of 96-wells if the reccommended storage, materials, buffer preparation, and assay procedure are frllowed as specified

in this package.

Assay Optimization

BD OptEIA Sets allow flexible assay design to fit individual laboratory needs. To design an immunoassay wnh dlﬁ'erem sensitivity and

dynamic range, the following parameters can be varied: Capture, Detection Antibody titers, Incut time, Incub D , Buffer
PH, ionic strength, protein ion, type of sub g technique (i.e., number of wash repetitions and soak times).
Standardization: This i y is calibrated against purified Baculovi p d bi rat TNF during development of the
product.
BD OptEIA™ Rat TNF Set
=
” A | This dard curve is for ion only. A d:
f g | curve must be run with each assay. “Typical Siandard
g = //' Curve” and 20-plate yield were obtained in the BD
\ H e Biosciences Pharmingen laboratory, using the
g - recommended procedure and manual plate weshing.
B S
b -
- Lol Rl | e S
" o 100 oo
Rat TNF (pg/mLi

Preparation and Storage

Store unopened reagents at 2-8°C. do not use reagents after expiration date, or if trbidity is evident.

Before use, bring all reagents to room temperature (18-25°C). lmmedmtely after use, return to proper storage conditions.

Lyophilized standards are stable until expiration date. After i ly aliquot dard stock in polypropylene vials at
50 pl per vial anf freeze at -80°C for up to 6 months. If necessary, store at 2-8°C for up to 8 hours prior to aliquotting/freezing. Do not
leave r ituted dard at room temp

BD Biosciences

bdbiosciences.com

United States  Canada pan Asia Pacific  Latin America/Caribbean
877.232.8995 888.259.0187 32 53 720.550 OIZO 8555.9C  65.6861.0633 55.11.5185.9995

For country-specific contact information, visit bdbiosciences.com/how_to_order/

Conditions: The information disclosed herein is not to be construed as  recommendation to use the above product in violation
of any patents. BD Biosciences will not be held responsible for patent infringement or other violations that may occur with the
use of our products. Purchase does not include or carry any right to resels or transfer this product either as a stand-alone
product or as a component of another product. Any use of this product ather than the permitted use without the express
written authorization of Becton Dickinson and Company is strictly prohibited.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic or therapeutic procedures. Not for resale.

8D, BD Logo and all other trademarks are the property of Becton, Dickinion and Company. ©2008 BD

558535 Rev. 0

BD
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Standards Preparation and Handiiag

1. Recoastitution: Afier warming lyophilized staadand o rocas temp fully open vial to avoid loss of I R tyophilszed
mmtndofMMbyﬂ-m&“&Mumdm dicated oo the lyophilized standard vial and
record the itened i whﬂmmAmumumhuhﬁumk&uM
dilumons. Vonex geadly (o mix.

2. Storage/ handling of reconstituted standard: Afer reconstiation, immediately aliquot standard stock i polypropylene vials labeled with the
e«mmmunulpum-dm-m&qmtmmumymuz-c‘cfwupwthomwmn
aliquosting/freezing. Do not leave Card ot room temp

3. Standards Preparation for Assay:

a. Prepare 2 2000 pg/ml. standard froms the saeck standard. Vortex 10 mix.

b, A 300 ul. Asssy Diluent 10 6 tabes. Label as 1000 pp'ml., 500 pg/mL., 250 pg/md., 125 pg/ml., 62,5 pp/ml, ard 313 ppienl.,

<. Perform serial dilutions by adding 300 pL of each standard 10 the next tube and voriexing between cach transfer. Assay Diluent sorves as
the zero standard (0 pg'ml.).

P ded Assay Proced
1. Didute the Cagosre Ancbody 1:250 in Costies Buffer and coal miczo-wells with 100 ul of diluted Casosre Astibody ner well, Seal plate sd
incubate ovemight s 4C. Do not dilute more Capasre Antibody Bhan i 06602 10¢ YOur expenment.

2. Aspirate wells and wash § times with 2 300 ulwell Wash Buffor. Afier last wash, invert plate and blot om absorbent paper 10 remove any
residual buffer.

3. Block plates with > 200 gLiwell Assay Diluent. lacubase at RT for | hour,

4, Aspirateiwmh st i ptep 2.

5. Prepare standard and sample dilutions in Asssy Discst. Sec "Sundards Preparation sad Handling”. Be sure %o record fhe reconstituted standard
concentnation for futwre use.

6. Pipstic 100 kL. of cach standard, sample, and cont ol into appropriate wells. Seal plate andt incubase for 2 hours at RT.

7. Aspiraie/ wash a5 in step 2, but with $ sotal washei,

£ Dilute the Desection Antibody, 1250 ia Assay Dilsent aad add 100 ul of diluted Detection Antibody 80 each well. Seal place and incubate for |
hour at RT. Do not dluse more Desection Aatidody than is needed for your expenment.

9. Aspirate/ wash as in step 2, bun with § sotal washes,

10. Dilute the Enzyme Reagent (SAv-HRF) 1:250 in Assay Dilucast and add 100 ul of diduted Enzyme Reagent to eack well, Seal plate and
incubate for 30 minutes at RT, Do not dilote more Exzyme Reagent than is needed for your experiment.

11, Aspieate/ wash a8 in step 2, but with 7 total washes. NOTE: In this final wash step, soak wells in wash buffer for 30 56¢ 10 1 min for cach
wash

12, Add 100 L of Subserase Solution 1o each well. Lacubate plate (without plate scaler) for 30 minutes at room temperatue i the dark,

13. Add 50 gL of Stop Solution t0 cach well.

14, Read absorbance at 430 nm withins 30 minuses of stopping reaction. If wavelength 300 is bie, sub ibsorbance at $70 am from
abacrbance 450 am.

Assay Procedure Summary

1. Add 100 L diluted Caprare Ab 8o each well. Incubate overnight at 4°C.

2, Aspirate and wash § times.

3. Block plazes: 200 pl, Assay Diluent w each well. (acubase | br RT

4, Aspiraie and wash S times.

5. Add 100 pL standard or sample to each well. kacusate 2 b RT.

6. Aspirate and wash S times.

7. Add 100 uL diluted Detection Ab t0 each well Incubate | hr RT,

§. Aspirate and wash $ times,

9. A2 100 L diluted SAV-HRP 10 cach well. Incubate 30 min RT.

10. Aspinate and wash 7 tisnes (with 30 sec 10 1 més soaks).

11, Add 100 uL TMB Substrate Sodsticn 10 cach we'l Incubate 30 min R is dark
12, A& 50 pt Sion Soltion ta each well Read ar 450 nm withia 30 més with & coerection $70 am.

Calculation of Results

Calculate the mean absorbance for cach set of dupli dard: ls and samples. Subiract the mean 2¢ro standarc absorbance from cach.
Pt the standard curve on log-log graph paper, with TNF concentration on the x-axis aad absorbance on the y-axis. Draw the best fit curve
through the standard points,

Tod& ine the TNF hon of the uskn find the unic encan absord value on the y-axis and draw a honizoetal line wo the
standard curve. At the point of iscersection, draw 3 virtical line o the x-axis and read the TNF concentration. If samples were diluted, maltiply the
mmwudmm

npuscr data reduction may also be employed, utd zing bog-log regression analysis,

Specificity
Cross Reactivity: The followiag factors were tested in the BD OptEIA assay at > 10 sg/esl. and 00 cross-reactivity (value 2 15 pg/mL) was
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Anexo 14. Protocolo para el analisis de la citoquina MCP-1

& BD

BD Biosciences

10975 Torreyana Road + San Diego, CA 92121-1111 « US.A.

Customer / Technical Services 877.232.8995

Instruction/ Analysis Certificate

BD OptEIA™ Set Rat MCP-1

Catalog Number: 555130 Former Catalog No. 2610KI

1.

Capture Antibody: Anti-rat MCP-1

Liquid, 1 vial

Catalog Number: 51-26101E

Batch Number: 86149

Volume: 1.0 mi e
Recommenced Dilution: 1:230 dilution in Coating Butier.

. Detection Antibody: Biotinylated Anti-rat MCP-1

Liquid, 1 vial

Catalog Number: 51- 26102E

Batch Number: 86150

Volume: 0.5 ml

Recommended Dilution: 1:500 dilution in Assay Diluent,

. Enzyme Reagent: Streptavidin-horseradish peroxidase conjugate

Liquid, 1 vial

Catalog Number: 51-9002813

Batch number: 86151

Volume: 1.0 mi

Recommended Dilution: 1:250 dilution in diluted Detection Antibody

. Standards: Recombinant Rat MCP-1

Lyophilized, 1 vial

Catalog Number: 51-26106E
Batch Number: 87012
Quantity: 289 nghvial

Lot Number: 89217

Reconstitute vial with 1.0 mi delonized water. See Technical Data Sheet for storage / handling instructions.

BD OptEIA™ Rat MCP-1 Set, Lot 89217

Rt MEP-1 et

Mhee 2 Con /

Rhodora E. Cueva
Quality Control Supervisor

558538 Rev O

Date
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Recommended buffers, solutions
Nete: Do ot wse sodem azide by these
Preparavions. Sodkum azkie nactvates the
horseradsh enzyme
Tre B0 OpeEIA™ Sot B (Cat. No 550534) containing
wmmmmm Sutnisate Reagents A and B, Stop
Schition ang 20X Wash Buler Concertrate b reconmended.
1. Coating Bufler - 0.1 M Sodium Carborate. pH 9.5
7139 NHCO,, 1509 No,CO,: 91,10 1.0L: 6H 1095 with JON
7

Freshiy prepare or use within 7 stored # 28°C.

2. Assay Diluent. PES” with 10% FBSY, pH 7.0. The BD

™ Assay Diuent (Cat. No. $55213) bs recommended.
“Prciphate-Suffered Satne: 80.0 g NaC1, 11.6 g NayHhO,. zog |
KO, 20 g XCL g5, 10 10 L: pH 10 7.0.
#Fetal Bovine Serum: Hyclone Cat. No. SH30088 (heat-
Inactivated) recommended.
Freshiy progare o use within 3 days of preperation,
ah 28 streson.

3. Wash Buffer - m with 0.05% Tween-20. Femddy propare of e
wehin 3 days of prepantion, siored ¥ 2.6°C.

4.5 Solution - (TM8) ancs
Hyarogen Peraxide. The ™ TMB Substrate
mnmmmn)aw

5. Stop Sokution « | M HP0, or 2 N 1,50,

nawmuﬁn
mﬂon&m‘u plates (Cat. No. 353279) are recom-
Microplate reader capabile of rpeasuring absorbance at 450 nm

1
2
3. Frechion pipettes
4 Cyinder. one Mer
5 O chstifed waner
6. Wash bottie or auAOmased washer
2. Qraph PAper Of MAGMALEd GaLa Fckiction
: T 10 PrOpany Sandard dlutions
L

E
!
¥
§

wm
mroul-ﬂ: D0 Not use reagents after
Mmma iy b
2. Belore wse, Lring i reagents 10 oo Lomperature (18-25°C).
Immediately alter Use, FeU 1O POPEr SIONGE CONIRIONS.
date. Soe betow

SEpAION tube Al BOW Samples 1o
nmmmuwmnlmlom
3orum wnd asay Immediately or store samples at £.20° C. Avold
repated freeze-thaw Cycles.

M Coliect plasma using citrate, (DTA cnpn\--in?
mhﬁomnlw-qm”m
comecion. vmediately or sore samples at < -20° C.

o e ey e O B R A A

MRt Sadand Ock In 50 44 per
~mm-mww»(m lmmu?#c
for up 10 & hours prier 10 . Do not
nmumm
Standards

Preparation for Assay:

a mowmwmumm Vorex o
&tmmmm’cﬁn

nmmu.-ynnwsm Labed a5 1000 pg/et, 500

3

wummmmu and 313 po/mi.
ition by sadng 300 §4, of each standerd to the
mmmmmmm Assay Diuent serves #

the 2000 standard (0 pg/md).

ol i

" - " 0 o 1 - S e YO0

7y phpetiing 300 L of Avay
of the 2000 po/ATE standand 0 body that wel s W 1000 pg/me

pofind, wel.
Out of which the extes 300 I uadd be Gacarded.

posrk Detector Preparation )
Incubation of Botn/Shy reagents.) A0 required volume
ummwmm Wit 15 minutes prior 10 use,
204 required quantity of Enryme Resgent, vortex or et well. For recom-
mended JRUON, see JoLspeciic Insruction/Analyss Certilicate. For 3 it
SE-well plate, prepare 12 ml of Working Detector, Discard any remalning
Working Detector after use.
Warnings and

Precautions
1. Baagents which contain preservatives mary be toxkc If ingested, inhaled,
OF I CONACL with shin.

I.Wl"'— Phanta 3o with NCCLS
Mm«m:mm mmm
MMM&M Ak conaitions.  Diute azide com-

POUNGS I fUNNInG water e
potentially explosive deposits in
4. Detection Ancbody contawn 1% BSA and ProCla™.150 as a

5. Enzyme Reagent contais. IK nmm- 300 a3
6. Source of a8
United States.

focated n the

Recommended Assay Procedure
1. Coat microwels with 100 44 per wedl of Capture

@iuted in Coating Bulfer. For recommended antibody COMng diy-
1o, 100 MX-4pecic IAnatys Certficate. Seal plate and
Ircutiste overnight at 4 C.

2. Aspleate wells and wash 3 Umes with = 300 pl'wedt Wash Bulfer, Alter
5t wash, invert plate and bIOt 0N abOrbent Paper 10 remove any
residual buffer.

»

mmm:mwmm Incubate at BT for 1

muhmz
Mwmwmmmu—m Seo

B MINudmmmmmﬂmM

o v

o
:
<
i

sl wwandy sen. sosk wels 0 washh Lufier o 30 seuonus 0 ) me
1O each wash.
10, AGG 100 J4 of Sutntrate Soktion 10 each well. Incubate plate (with.

out plate

11, Add 50 p4 of S10p SORON 10 each well.

12, Read absorbance at 450 nm within 30 minutes of SLOPPING reaction.
L} s avallable, subtract

Assay Procedure Summary

1. Add 100 i diuted Capture Ab to each wedl.

cubate overmight at 4°C.

Aspirate and wash 3 times.

Block plates: 200 (4 Asssy Divent to sach wel. Incutate 1 v BT
Aspirate and wash 3 times.

A 100 A4 sandand or sample 10 each well, Incubate 2 tw AT,
Asprate and wash S times.

Add 100 L Working Detectcr (Detection Ab + SAv-HRP) to
*ch well. Incaiate | he RT

Aspirate and wash 7 times (with 30 sec to 1 min soaks)
mlmuwmwnwm.mnm

Ne v awn

0. mw;wpmmu-mum-uomm
30 min with X correction 570 nm.

For Indormarnion atns o 80 OplIA roa,
et e Ve e e ot g ma Bt
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