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RESUMEN

Segun diversas investigaciones, el té verde puede afectar a maltiples aspectos del balance
energético que, en conjunto, ayudan a combatir la obesidad. El objetivo del estudio fue
evaluar la expresion génica de UCP1, UCP3, PPAR a en respuesta al consumo del extracto
de té verde (catequinas) y su relacion con los niveles lipidicos en ratas obesas. Se emplearon
dosis alta (DA) de extracto de té verde, (400 mg hojas de té verde/kg de peso corporal) y
dosis baja (DB) de extracto de té verde (200 mg hojas de té verde/kg de peso corporal), cabe
indicar que el extracto acuoso de hojas de té verde tuvo una concentracion de 20.8 mg Eq
catequina/g hojas de té verde. El experimento se dividié en dos etapas, en la primera, se
procedid a inducir a obesidad a las 24 ratas con una dieta obesogénica (DO) por un periodo
de 30 dias; en la segunda, se distribuyeron aleatoriamente los animales en cada tratamiento:
T1: DO+ DA, T2: DO + DB, T3: DOy T4: DN (dieta normal), el tiempo de los tratamientos
fue de 42 dias. Los pardmetros evaluados al finalizar cada etapa fueron: control de peso,
indice de Lee, consumo de alimento y perfil lipidico (niveles de triglicéridos y C- HDL en
sangre). Los resultados no lograron alcanzar diferencias estadisticas (p<0.05) en caso del
indice de Lee, peso y perfil lipidico al concluir los tratamientos (Etapa Il), sin embargo, se
observo, una mayor disminucion numerica en los niveles de triglicéridos cuando los
animales recibieron dosis bajas o altas de extracto de té verde en comparacion a las ratas
obesas. Se sacrificaron las ratas al término de los 42 dias, para dar lugar a los andlisis de
medicion de expresion génica con la técnica del PCR en tiempo real, evidenciando lo
siguiente: la UCP1 en el tejido adiposo blanco subcutaneo, no logré diferencias de expresién
con ningln tratamiento, asi como el PPAR alfa en tejido de higado, y en caso de la UCP3 en
tejido muscular (musculus gastrocnemius), se observé mayor tendencia de expresion con

dosis altas y bajas de extracto de té verde en comparacion con el grupo obeso.

Palabra clave: Té verde, obesidad, UCP1, UCP3 y PPAR alfa.



ABSTRACT

Acoording to various researches, the green tea can affect multiple aspects of the energetic
balance that together, help to reduce obesity. The objective of this study was to evaluate the
gene expression of UCP1, UCP3, PPAR a in response to the consumption of the green tea
extract (catechins) and its relationship with lipid levels in obese rats. High dose (HD) of
green tea extract (400mg green tea leaves/kg body weight) and low dose (LD) (200mg of
green tea extract/kg body weight) were used. It should be noted that the aqueous extract of
green tea leaves had a concentration of 20.8 mg Eq catechin/g green tea leaves. The
experiment was divided into two stages. In the first one, 24 rats were induced to obesity with
an obesogenic diet (OD) for a period of 30 days; in the second one, the animals were
randomly distributed in each treatment: T1: OD + HD, T2: OD + LD, T3: OD and T4: ND
(normal diet), the treatment time was 42 days. The parameters evaluated at the end of each
stage were: weight control, Lee index, food consumption and lipid profile (triglyceride levels
and C-HDL in blood). The results did not show statistical differences (p < 0.05) in the case
of Lee index, weight and lipid profile at the end of all treatments (stage I1), however, a greater
numerical decrease in triglyceride levels was observed when animals received low or high
doses of green tea extract in comparison to obese rats. At the end of 42 days rats were
sacrificed, for gene expression measurement with the PCR real time technique, showing the
following: the UPC1 in the subcutaneous white adipose tissue, did not show differences in
expression with any treatment, as well as the PPAR alpha in liver tissue, and in the case of
the UCP3 in muscle tissue (musculus gastrocnemius), a tendency for greater expression was
observed with high and low doses of green tea extract compared to the obese group.

Keyword: green tea, obesity, UCP1, UCP3 and PPAR alpha.



l. INTRODUCCION

La obesidad es un problema de salud mundial, segin la OMS se define como una
acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para la salud. En el Peru,
la obesidad esta enmarcada dentro de las enfermedades no transmisibles que cada afio van
incrementandose segun la Encuesta Demografica y de Salud Familiar (INEI, 2018). Varios
estudios han informado que la obesidad es un importante factor de riesgo de diversas
enfermedades debilitantes y potencialmente mortales como la enfermedad cardiovascular,
hiperlipidemia y diabetes mellitus, que conducen a elevados gastos de atencion de salud en
muchos paises en desarrollo y los paises desarrollados. Asi mismo, se conoce que existen
diversas formas para combatir la obesidad, las cuales implican aumentar el gasto de energia,
realizando mayor actividad fisica o disipando la energia en forma de calor, siendo las
proteinas desacoplantes (UCPs) de la fosforilacion oxidativa en la membrana interna
mitocondrial las que liberan esta energia almacenada en forma de calor, ejerciendo asi un
papel importante en la termogénesis. Las UCPs estan relacionadas con el factor de
transcripcion PPAR (Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales), el cual regula
la expresion de genes involucrados en el metabolismo de los lipidos, especificamente con
las enzimas lipoliticas. La obesidad es un problema multifactorial y en ese sentido, uno de
los aspectos a considerar es la posible utilizacion de alimentos funcionales que ayuden a
combatir el problema. El té verde ( Camellia sinensis ), ha sido ampliamente estudiado por
sus efectos beneficiosos sobre las enfermedades metabodlicas y cardiovasculares, debido a
los importantes principios activos que posee; dentro de ellos estan los polifenoles,
antioxidantes naturales, y un componente importante de ellos son las catequinas, las que han
demostrado que atendan la obesidad en animales y humanos, afectando multiples aspectos
del balance energético; aunque, su mecanismo de accion no ha sido completamente
dilucidado, por lo que, es necesario revisar si se trata de un efecto sobre la expresion génica
de enzimas lipoliticas, o sobre la termorregulacion, lo que podria estar afectando la expresion
génica del factor de transcripcion PPARa o de las proteinas desacoplantes de la fosforilacion
oxidativa, como es el caso de la UCP3 del musculo esquelético y la UCP1 propia de la grasa

parda, por ello, en esta investigacion se plantea como objetivo general evaluar la expresion



génica de UCP1, UCP3, PPARa en respuesta al consumo de extracto del té verde
(catequinas) y su relacion con los niveles lipidicos en ratas obesas. Asimismo, los objetivos
especificos de la tesis son: determinar la influencia del consumo de extracto del té verde en
la expresion génica de UCP1, UCP3 y PPARGa; evaluar la influencia del extracto de té verde
en la concentracion de triglicéridos y HDL en sangre de las ratas (perfil lipidico); analizar el
efecto de la administracion del extracto de té verde en el peso corporal y consumo de

alimento de las ratas obesas.



Il.  REVISION DE LITERATURA

2.1 OBESIDAD

La obesidad es la acumulacion anormal o excesiva de grasa que puede ser perjudicial para
la salud (OMS 2016), y es un problema de salud mundial; aunque hay muchos factores
genéticos y ambientales que predisponen a los individuos propensos al aumento de peso, la
causa fundamental de la obesidad es un desequilibrio entre la ingesta alimentaria y el gasto
energético. El exceso de grasa se desarrolla con el tiempo a partir de un ligero desequilibrio
energético positivo (Rains et al. 2011). Varios estudios han informado que la obesidad es un
importante factor de riesgo de varias enfermedades debilitantes y potencialmente mortales
como la enfermedad cardiovascular, hiperlipidemia y diabetes mellitus (Chen et al. 2016).
La obesidad también se asocia con complicaciones del embarazo, dismenorrea, hirsutismo,
incontinencia por estrés y trastornos psicolégicos (depresion). La naturaleza de los riesgos
para la salud relacionados con la obesidad es similar en todas las poblaciones, aunque el
nivel especifico de riesgo asociado a un determinado nivel de sobrepeso u obesidad puede
variar en funcidn de la raza / origen étnico, y también con la edad, el sexo y las condiciones
sociales (National Institutes of Health 1998).

2.1.1 Obesidad como un proceso inflamatorio

Cuando existe un balance positivo de energia, el excedente energético se acumula en el tejido
adiposo subcutaneo. Este va aumentando por hiperplasia, es decir, a partir de la proliferacion
y diferenciacion de los pre-adipocitos. Cuando el tejido adiposo subcutaneo es incapaz de
almacenar apropiadamente el exceso de energia o se ha rebasado el umbral de
almacenamiento, aumentan los depdsitos de grasa visceral, que al tener menor capacidad
adipogenica crecen por hipertrofia (aumento del tamafio de los adipocitos) (lzaola et al.
2015). Por tanto, la obesidad constituye un estado de disfuncion adipocitaria, que implica
tanto un agotamiento de la capacidad de almacenamiento de acidos grasos como una

perturbacién en la funcion endocrinometabdlica del tejido adiposo (Silveira et al. 2007).



En los ultimos afios se ha observado que los pacientes obesos presentan un estado
inflamatorio crénico de bajo grado como una consecuencia del incremento en la masa del
tejido adiposo, el cual contiene fibroblastos, preadipocitos, adipocitos y macréfagos; estos
ultimos contribuyen de manera importante al proceso inflamatorio sistémico con la
produccién de mediadores proinflamatorios (Blancas et al. 2010). De este modo, la
inflamacién cronica ha surgido como uno de los mecanismos fisiologicos claves que
relaciona la obesidad con la resistencia a la insulina 'y la DM 2, ademas de estar intimamente
asociada con el desarrollo de otras patologias graves como la esteatohepatitis no alcohdlica
y las enfermedades cardiovasculares (lzaola et al. 2015).

El tejido adiposo de los sujetos obesos puede diferir en muchas de sus propiedades, como
son la ubicacién, el desarrollo de la red vascular, el perfil de sintesis y secrecion de
adipoquinas, la actividad lipolitica y lipogénica, el potencial de adipogénesis (reclutamiento
de células preadiposas para su paso a adipocitos maduros), la infiltracion por células
inmunes, entre otras. Estas caracteristicas estan intimamente relacionadas entre si,
potenciandose entre ellas, pudiendo generar circulos viciosos que condicionen un tejido
adiposo patolégico (Reyes 2010). La inflamacion sistémica se caracteriza por la elevacion
en los niveles circulantes de citoquinas inflamatorias, asi como por el aumento de la
infiltracion de macrdéfagos en tejidos periféricos (Herndndez 2018). Las citoguinas
implicadas en la modulacién de las respuestas fisiologicas a cargo del tejido adiposo se
denominan adipocitoquinas. La leptina, adiponectina, resistina, factor de necrosis tumoral
alfa (TNFa) e interleucina-6 (IL-6) son algunas de las méas importantes. El TNFa es una de
las moléculas proinflamatorias mas potentes, interviniendo de forma precoz y universal en
todo tipo de reacciones, es sintetizada principalmente en los macrofagos, pero el
descubrimiento de que, tanto el TNFa como su receptor (TNFR) también son producidas en
el tejido adiposo siendo relacionados estas moléculas con la obesidad, la diabetes y el gasto

energético (Blanco 2007).

La lipoinflamacion, o inflamacion cronica asociada a la obesidad, es motivo de interés actual
por parte de la comunidad cientifica, los resultados obtenidos a partir de investigaciones
recientes subrayan la importancia de algunas moléculas denominadas mediadores
especializados en la resolucion, como posibles dianas terapéuticas para el tratamiento de la
Obesidad (Hernandez 2018). Se necesita un balance negativo de energia para producir

pérdida de peso y puede ser alcanzado por la disminucién de la ingesta o por el gasto
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creciente. Tradicionalmente se ha recurrido al consumo de infusiones para facilitar la pérdida

de peso, y una de las de mayor interés es el té verde (Nomura et al. 2008).

2.1.2 Relacidén entre nutrigendmica, nutrigenética y obesidad

La nutrigendmica estudia los mecanismos por los cuales los nutrientes actian como sefiales
quimicas para incidir en la expresion de los genes, y de esta forma modificar la sintesis de
proteinas y el funcionamiento de las diversas rutas metabdlicas. Por otro lado, la
nutrigenética analiza la respuesta de diferentes genotipos a la ingesta de los nutrientes y la
forma en que ésta relacion determina la susceptibilidad de un sujeto a padecer una

enfermedad particular (Coronado et al. 2011).

La nutricion es un proceso complejo que permite el ciclo de la vida, al que abastece de
sustancias que participan como fuentes de energia en la estructura celular y para el control
del metabolismo, manteniendo asi la funcion y la homeostasis corporal (Gémez 2007).
Segun Bourgues (2003), hace referencia que el estado nutricional es un fenotipo y por lo
tanto, es el resultado de la interaccion dinamica y continua de la informacion genética que
cada persona ha heredado de sus progenitores con su historia ambiental particular, la cual a
su vez esta integrada por la influencia, tanto la inmediata como la acumulativa, de su historia
alimentaria y su relacion en el largo plazo con el medio fisico (altitud, clima, etc, bioldgico

(floraintestinal, microorganismo patdégenos) emocional y social.

Los diversos nutrientes presentes en el alimento poseen ciertas caracteristicas que marcan su
mayor o menor efecto en la dieta de un individuo, como son su biodisponibilidad, lo que
hace referencia a la proporcion de los componentes individuales contenidos en los alimentos
que son liberados de su matriz, a la tasa de absorcion de cada uno de ellos en el lumen
intestinal y al grado de metabolizacion de los mismos en las células periféricas del organismo
(Vargas 2016), en este sentido, numerosos estudios epidemioldgicos confirman la existencia
de cierta asociacion entre la dieta ingerida y la incidencia y gravedad de enfermedades
(Gomez 2007). Razon por la cual, la nutrigendmica tiene un gran potencial en términos de
salud, ya que la comparacion de los cambios moleculares que ocurren en un estado saludable
versus las diferentes situaciones de riesgo y las distintas condiciones de enfermedad,
permitiran identificar marcas moleculares claves que daran indicios acerca de la manera en

que la dieta promueve o evita la transicién hacia estados patoldgicos futuros (Vargas 2016).



Segin un modelo simplificado, los genes definen una susceptibilidad a padecer una
determinada enfermedad o condicion, mientras que factores ambientales como la dieta o el
fisico modulan o determinan esta susceptibilidad. A este modelo simplista cabe afiadir el
papel del azar. En el caso del sobrepeso y obesidad, los aspectos nutricionales son factores
ambientales muy importantes. Existen diversos estudios de asociacion de amplitud gendmica
(GWAS) que han permitido identificar 75 posiciones en el genoma humano

cuyas variaciones tienden a ocurrir en las personas con sobrepeso, los estudios para la
identificacion en las variantes genéticas o polimorfismos genéticos de un solo nucleétido
(SNP) relacionados con la obesidad ha permitido avanzar en el conocimiento sobre la
interaccion dieta — genes (Gémez y Flores 2015). En la actualidad se han identificado a
diversos genes asociados a la obesidad, el gen de la leptina (responsable de regular el
contenido de grasa corporal y el balance energético), el gen MC4R ( relacionado con el
control de apetito y la saciedad), el gen PPAR (participa en la adipogénesis, en el
metabolismo de lipidos y carbohidratos, etc.), el gen de la adiponectina (regula el
metabolismo energético), los genes de la UCP1, UCP2, UCP3 (involucrados en la

regulacién de la termogénesis y el gasto energético), entre otros (Silveira et al. 2007).

La regulacion de la expresion genética que interviene en el desarrollo de la obesidad se lleva
a cabo en dos sistemas, en primer lugar, las proteinas desacopladoras mitocondriales en el
tejido adiposo marrén son las responsables de intervenir en el flujo de electrones de la cadena
respiratoria y en segundo lugar, factores de transcripcion nuclear actGan en conjunto para la
regulacion de diversos genes que modifican la maduracién del adipocito, sus funciones y la
tasa de oxidacion; los acidos grasos de la dieta, en especial los del tipo poliinsaturado son
capaces de modificar estas dos rutas metabolicas mediante la represion o estimulacion de
diversos genes involucrados en el metabolismo de lipidos, esta accion es especifica para cada
individuo, que parte de las diferencias genéticas denominadas polimorfismos, los cuales en
el futuro seran esenciales para definir mejores esquemas terapéuticos de poblaciones e
individuos (Gutiérrez et al. 2006).

Segun Martinez et al. (2013), la investigacion en gendmica nutricional permitira contribuir
a desarrollar dietas personalizadas hechas con base en el genotipo, asi como identificar
biomarcadores moleculares y nuevos componentes bioactivos en los alimentos y validar su
efectividad como alimentos funcionales o nutracéuticos. Por otro lado, Silveira et al. (2007),

menciona que la posibilidad de una intervencion nutricional en periodos criticos del
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desarrollo y la capacidad de modificar la susceptibilidad genética a ciertas enfermedades a
través de la alimentacion es el gran reto de la nutrigenémica, més alla del disefio de dietas o

alimentos funcionales.

2.1.3 Obesidad en el Peru

Segun informacién obtenida del Instituto Nacional de Estadistica e Informatica (INEI), la
obesidad es un problema de salud que dia a dia va creciendo y tomando mayor fuerza entre
los peruanos, los resultados (Cuadrol) de la Encuesta Demogréafica y de Salud Familiar -
2017, el 21,0% de las personas de 15 y mas afios de edad sufren de obesidad. En el 2016,
esta prevalencia fue de 18,3%. Por sexo, el 24,7% de mujeres resultaron se obesas y en
hombres el 17,2%. Segun area de residencia, en el &rea urbana el 23,6% padece de obesidad

y en el area rural el 11,0%.

Cuadro 1: Personas de 15 y més afios de edad con obesidad, segiin sexo y area de
residencia, 2014-2017 (Porcentaje)

Macional Sexo
22,5 22,4 225 24.7
17,2
I l I I : : :
|2014 2015|2016 201?| 2014 | 2015 | 2016 | 2017 2014 | 2015 | 2016 | 2017
Total
Areade residencia
21,4 21,9 22,4 2.6
98 98 10,8 11,0
2014 2015 2016 2017 2014 2015 2016 2017
Urbana Rural

FUENTE: Instituto Nacional de Estadistica e Informatica — Encuesta Demografica y de
Salud familiar 2017 (2018)



2.2 TE VERDE (Camellia sinensis)
2.2.1 Composicién

La composiciéon quimica del té verde es compleja: proteinas (15-20% peso seco), cuyas
enzimas constituyen una fraccién importante; aminoacidos (peso seco 1-4%), tales como
teanina o 5- N- etilglutamina, acido glutamico, triptéfano, glicina, serina, acido aspartico,
tirosina, valina, leucina, treonina, arginina y lisina; carbohidratos (peso en seco de 5-7%),
tales como celulosa, pectinas, glucosa, fructosa, y sacarosa; minerales y oligoelementos (5%
peso en seco), tales como calcio, magnesio, cromo, manganeso, hierro, cobre, zinc,
molibdeno, selenio, sodio, fésforo, cobalto, estroncio, niquel, potasio, fldor y aluminio; y
cantidades traza de lipidos (acido linoleico y linolénico), esteroles; vitaminas (B, C, E); bases
xanticas (cafeina, teofilina), pigmentos (clorofila, carotenoides), y compuestos volatiles
(aldehidos, alcoholes, ésteres, lactonas, hidrocarburos). Las hojas frescas contienen, en
promedio, 3-4% de alcaloides conocidos como metilxantinas, tales como cafeina,
teobromina y la teofilina. Ademas, hay acidos fendlicos tales como el &cido galico. EI té
verde contiene polifenoles, que incluyen flavonoles, flavandioles, flavonoides y acidos
fendlicos; estos compuestos pueden representar hasta el 30% del peso seco. Los principales
flavonoides del té verde son diversas catequinas, hay cuatro tipos principalmente en el té
verde: epicatequina, epigallocatequina, epicatequina-3-galato, y epigalocatequina-3-galata

(Chacko et al. 2010). En el Cuadro 2 se muestra la composicién de las hojas del té verde.

Cuadro 2: Composicion porcentual del té verde

COMPONENTE TE VERDE*
Proteinas 15
Aminoacidos 4

Fibra 26

Otros carbohidratos 7

Lipidos 7

Pigmentos 2

Minerales 5
Componentes fenolicos** 30

*Data referente a peso seco de las hojas de té verde

** Especialmente flavonoides

FUENTE: Chacko et al. (2010)



2.2.2 Catequinas

El té verde es una rica fuente de catequinas, que representan hasta el 30% del peso seco de
la hoja, como las catequinas pueden donar hidrégenos de los grupos hidroxilo en su
estructura, se ha encontrado que tienen excelente actividad antioxidante, expresada a través
de su capacidad de barrido de radicales libres siendo mas potente que la vitamina C, vitamina
E o pB-caroteno, también se ha demostrado que quelan los metales de transicion, modulan las
enzimas oxidantes y antioxidantes, y afectan la expresion génica (Voung et al. 2010).

Las catequinas tienen la estructura general de C6-C3-C6 con dos anillos aromaticos y varios
grupos hidroxilo. Se clasifican en dos grupos; Catequinas libres y catequinas esterificadas
Las catequinas libres son la catequina, la gallocatequina, la epicatequina (EC), la
epigalocatequina (EGC), mientras que las catequinas esterificadas son EGCG, galato de
epicatequina (ECG), galato de gallocatequina (GCG) y galato de catequina (CG); las
catequinas esterificadas contribuyen a una astringencia sustancial y un sabor amargo,
mientras que las catequinas libres son mucho menos astringentes y tienen un sabor
ligeramente dulce; entre las catequinas, la EGCG, EGC, ECG y EC son las cuatro principales
catequinas encontradas en el té verde; EGCG esta normalmente presente en la concentracién
mas alta, seguida por EGC, ECG y EC (Voung et al. 2010).

Las catequinas se sintetizan en las hojas de la C. Sinensis a través del acido acético-malénico
y vias metabdlicas del acido shikimico-cindmico; la calconay el acido galico se producen a
partir de la via del &cido shikimico desde la cual se producen estas diferentes catequinas,
existe alguna variacion en el contenido de las catequinas en hojas frescas de té; la
composicion depende de la ubicacion del cultivo, la variedad, la nutricion de la planta del té,
la época del afio, y el tipo de hojas (hojas gruesas o jovenes). Un perfil tipico de catequina
en un extracto de hojas de té verde comprende 10-15% de EGCG, 6-10% de EGC, 2-3% de
ECGy 2% de EC (Vuong et al. 2011).

2.2.3 Catequinas del té verde y la salud

El té verde se deriva del secado al vapor de las hojas del té frescas y por lo tanto no se
produce la oxidacién, dando como resultado altos niveles de catequinas (Thielecke y
Boschmann 2009). Contiene una gran cantidad de polifenoles que se cree que ayudan a

prevenir enfermedades cardiovasculares y a combatir la carcinogenesis; los principales



polifenoles del té son las catequinas, que tienen actividad antioxidante, antihipertensiva,
anticancerigena e hipocolesterolémica; también se cree que son (tiles para el tratamiento y
prevencion de la obesidad, ya que se ha demostrado que reducen la adiposidad inducida por
la dieta en ratones, ratas y seres humanos; aunque los mecanismos por los que el té verde
ayuda a tratar y prevenir la obesidad ain no se han determinado completamente, varios
estudios sugieren que puede actuar por la disminucién de la absorcion de grasa y mediante

la aceleracion de la excrecion de grasa fecal (Nomura et al. 2008).

La disminucidn de la absorcion de nutrientes en el tracto gastrointestinal ha sido propuesta
como un posible mecanismo que explica los efectos antiobesidad de las catequinas del té
verde; los datos in vitro sugieren que puede reducir la absorcion de glucosa mediante la
inhibicién de enzimas gastrointestinales implicadas en la digestion de nutrientes, en
particular la actividad de a-glucosidasa y la a-amilasa; los estudios celulares también han
demostrado que disminuye la absorcion de glucosa en las células intestinales e inhibe el

transportador de glucosa dependiente de sodio (Rains et al. 2011).

Segun estudios realizados, se sabe que las sustancias que aumentan la oxidacion hepética de
acidos grasos, tales como agonistas beta-adrenérgicos, disminuyen la ingesta voluntaria de
alimentos en ratas, se ha planteado la hipétesis de que el estado de energia dentro del higado,
principalmente la produccion de ATP, desencadena sefiales a los centros que regulan el
apetito por las neuronas sensoriales vagales; y siendo que las catequinas del té verde pueden
aumentar la oxidacion de la grasa hepéatica es posible que el apetito pueda ser alterado por
ellas, sin embargo, los estudios en animales provistos de catequina o0 EGCG son

inconsistentes con respecto a los efectos sobre la ingesta de alimentos (Rains et al. 2011).

Por otro lado, las catequinas y cafeina del té verde influyen sobre la actividad del sistema
nervioso simpatico (SNS). Sustancias que estimulan o prolongan la presencia de
norepinefrina (NE), un mediador clave de la actividad del SNS, aumentan el gasto de energia
y promueven la oxidacion de la grasa. Las catequinas inhiben la catecol O -metiltransferasa
(COMT), la enzima que degrada la norepinefrina (activador de receptores adrenérgicos). La
cafeina, es una metilxantina, que tiene impacto termogénico (Westerterp-Platenga 2010),
influye en la actividad del SNS a través de la inhibicion de la fosfodiesterasa, la enzima que
degrada rapidamente la adenosina monofosfato ciclico (CAMP) intracelular, una sefial

liberada en respuesta a la NE, entonces cuando se consumen juntos, la catequina y la cafeina

10



actuan de forma sinérgica, dando lugar a efectos pronunciados en el SNS (Rains et al. 2011).
En conjunto, estos ingredientes funcionales tienen el potencial de producir efectos
significativos sobre objetivos metabolicos tales como la termogeénesis y la oxidacion de
grasas (Dulloo et al. 2000; Westerterp-Platenga 2010). Estos hechos fueron corroborados
por trabajos realizados en ratas, que demuestran que el té verde aumentd el gasto energético
a través de la estimulacion de la activacion de los receptores adrenérgicos B de la
termogénesis en el tejido adiposo marrén (Choo 2003). Ademas, de ello en otros estudios
también indican aumento del gasto de energia en ratas, donde queda demostrado que la
ingesta de catequinas del té verde posee efectos supresores sobre la acumulacion de grasa
corporal debido que parecen estar asociadas con la expresion de una variedad de genes,
incluyendo el gen UCP1 en el tejido adiposo marrdn, por efecto de la estimulacion de
receptores [-adrenérgicos mediada por la norepinefrina, aumentando la capacidad

termogénica (Nomura et al. 2008).

2.3 RECEPTORES ACTIVADOS POR PROLIFERADORES PEROXISOMALES

PPARs (Receptores Activados por Proliferadores Peroxisomales) deben su nombre a que
fueron originalmente descubiertos en 1990, por el grupo de Issemann, como factores que
estimulaban la generacion de peroxisomas en higado de roedores. Ahora se sabe que los
PPARs son factores de transcripcion que son activados por la unién de ligandos especificos
(naturales o sintéticos) provenientes del exterior de la célula y que regulan la transcripcion
de una multitud de genes no necesariamente relacionados a los peroxisomas (Carvajal et al.
2007). Los PPARs son una familia de receptores nucleares que se activan por union de
diversos factores, algunos son naturales como insulina, &cido araquidénico y metabolitos
eicosanoides, etc.; mientras que otros son sintéticos como fibratos, herbicidas, plasticidas

industriales y diferentes drogas como las glitazonas (Faut 2014).

Los PPARs estarian vinculados con la modulacién de funciones criticas de la homeostasis
fisiologica celular, como son el metabolismo y el transporte lipidico, y de los hidratos de
carbono, asi como también con multiples efectos antiinflamatorios; los PPARs activan la
transcripcion de genes blanco formados por heterodimeros con el receptor del acido 9-cis
retinoico (RXR). En respuesta a la union de sus ligandos, estos receptores nucleares sufren
un cambio conformacional en su estructura proteica que permite la disociacion de proteinas

represoras Yy el reclutamiento de proteinas activadoras; de esta forma, el complejo se une a
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secuencias especificas denominadas elementos de respuesta a proliferadores peroxisomales
(PPRE) localizadas en el promotor de los genes blanco, que regulan la transcripcion de
dichos genes (Martinez et al. 2011). Por otro lado, se menciona que la regulacion genética
del PPARs funciona independiente de RXR pero dependiente de ligandos especificos, y
consiste en la unién del complejo ligando PPAR al promotor del gen que codifica para factor
de necrosis tumoral-«xf (NF-xp), inhibiendo su transcripcion (Carvajal et al. 2007).

Se conocen tres isoformas de este receptor: PPARa, PPARB/S y PPARY. PPARa esta
implicado en la oxidacién de &cidos grasos y se expresa en mayor forma en tejidos
metabdlicamente activos como higado, rifidn, musculo esquelético y grasa parda, pero
también se ha encontrado en corazon, monocitos, endotelio vascular y células de musculo
liso. Los humanos tienen niveles de PPARa mas bajos que los observados en roedores.
(Sandoval et al. 2009; Uauy et al. 2000). PPARY esté involucrado en la diferenciacion de
células adiposas y la sensibilidad a la insulina, y presenta dos isoformas: PPARy1 que se
expresa a alto nivel en tejido adiposo, y PPARYy2 de expresion en varios tejidos. PPARy
también se expresa en células musculares lisas del tejido vascular y en el corazon, si bien es
muy escaso en este ultimo. PPARP/ 6 es el méas extensamente distribuido en el organismo, y
su nivel de expresion depende del grado de diferenciacion (Sandoval et al. 2009).

231 PPARa

Los acidos grasos son uno de los ligandos naturales de PPARa, y activan genes del
catabolismo de &cidos grasos; otros ligandos naturales son los eicosanoides (derivados del
acido araquidonico por las vias de la lipooxigenasa y la ciclooxigenasa) (Sandoval et al.
2009).

Entre los cidos grasos, el &cido linoleico (18:2 n-6) y el acido docosahexaenoico (DHA,
22:6 n-3) son los mejores activadores de PPARa (Uauy et al. 2000). Los hipolipemiantes
fibratos gemfibrozil y fenofibrato, son ligandos agonistas de PPARa que reducen la
produccion de triglicérido hepéatico por medio del aumento de la B oxidacion de &cidos grasos
mediada por PPARa (Sandoval et al. 2009).

A nivel del higado, se ha demostrado que los PPARa estan implicados en cada etapa del

metabolismo de lipidos, incluyendo la movilizacién, el transporte, la tioesterificacion en
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acil-CoA, su translocacion a la mitocondria y su catabolismo en la B-oxidacion (Carvajal et
al. 2007). Los genes activados por PPARa codifican las enzimas de oxidacion peroxisomal,
como la acil-CoA oxidasa. La hidroximetilglutaril-CoA sintasa mitocondrial (MHMG-
CoAS) es la principal enzima involucrada en la formacion de cuerpos cetonicos y esta
directamente controlada por PPARa. Asi, los lipidos presentes en el higado estimulan su
eliminacion, mediante la oxidacion peroxisomal y mitocondrial como un intento de evitar la
lipotoxicidad (Viana et al. 2011).

El PPARa también regula la expresion de genes de la sintesis y transporte de colesterol
(Uauy et al. 2000). Del mismo modo, se sabe que el PPARa con PPARS participan en la
regulacién del proceso de termogénesis a traves de la expresion de las proteinas
desacoplantes (Uauy et al. 2000; Brun et al. 1999). Segun estudios, se conoce que el PPARa
se expresa preferentemente en adipocitos marrones en comparacion con los adipocitos
blancos, por ello, se puede esperar que sea principalmente a través de PPARa que el gen
UCP1 se induzca en los adipocitos marrones maduros. Asimismo, se ha demostrado que
PPARa desempefia un papel importante en la induccion del gen UCP3 en respuesta a los
acidos grasos, segun resultados de analisis transcriptémico de musculo o corazén de ratones
transgénicos que sobre expresan PPARa especificamente en estos tejidos, evidenciando que
el ARNm de UCP3 se encuentra entre los transcritos de genes mas intensamente inducidos,
relaciondndose este gen con el catabolismo de acidos grasos regulados por PPARa en el

musculo y el corazén (Villarroya et al. 2007).

24  ACOPLAMIENTO Y DESACOPLAMIENTO A NIVEL MITOCONDRIAL

Las mitocondrias son organelas celulares encargadas de suministrar la mayor parte de la
energia necesaria para la actividad celular (respiracion celular). Actdan, por lo tanto, como
centrales energéticas de la célula y sintetizan adenosin trifosfato (ATP) a expensas de los
carburantes metabolicos (glucosa, &cidos grasos y aminoécidos) (D’Otencio y Navigante,
2016). La serie de reacciones que aseguran la produccion de ATP en la mitocondria se

denominan globalmente fosforilacion oxidativa (Rial y Gonzales 2007).

Este proceso consta de cinco complejos multiprotecos localizados en la membrana
mitocondrial interna y organizados segln su potencial redox. Durante la respiracion, los
electrones cedidos a la cadena respiratoria por moléculas reductoras producidas durante el

metabolismo oxidativo (NADH y FADH>) se transfieren de un complejo a otro adyacente,
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con potencial redox superior (Camara 2005). La energia disponible tras estos procesos de
Oxido-reduccion es utilizada para bombear protones desde la matriz hacia el espacio
intermembranal, generandose una gradiente de potencial electroguimico de protones (Rial y
Gonzales 2007), la misma que, es utilizada por la ATP sintasa (Complejo V). Este fendmeno
denominado acoplamiento de la fosforilacion con la oxidacion de substratos, asegura la
coordinacion entre las necesidades de ATP y el consumo de substratos (Cdmara 2005). El
reingreso de protones a través de mecanismos que no involucran la sintesis de ATP, se
conoce como desacoplamiento, que resulta en la liberacion de calor, como es el caso de las
proteinas desacoplantes ubicadas en la membrana interna mitocondrial tales como la UCP1
(Liesa y Shirihai 2013).

25 PROTEINAS DESACOPLANTES MITOCONDRIALES (UCPs)

Las proteinas desacoplantes mitocondriales (UCPs) son transportadores, que son

importantes para la termogénesis (Gong et al.1997).

A finales de los afios 70, se descubri6 la proteina desacoplante UCP1 o termogenina, ubicada
en la membrana interna mitocondrial de los adipocitos del tejido adiposo pardo, siendo mas
abundante en mamiferos neonatos que en adultos. Posteriormente, se descubrieron nuevas
UCPs fuera de la grasa parda, que abrian un nuevo campo de investigacion en el estudio de
la obesidad, diabetes y otras enfermedades relacionadas con la produccion de radicales
libres, la regulacion de la ratio ADP/ATP, el metabolismo hidrocarbonado y lipidico o con

la exportacion de aniones lipidicos (Cordero et al. 2007).

En mamiferos, se han descrito cuatro genes de este tipo que codifican para: UCP2, UCP3,
UCP4 y BMCP1 (proteina portadora mitocondrial cerebral 1, también denominada UCP5),
(Ramsden et al. 2012; Yu et al. 2000).

En contraste con UCP1, tanto UCP2 comoUCP3 se expresan en un grado sustancial en los
seres humanos adultos. EI ARNm de UCP2 esta presente en un gran numero de tejidos y esta
en niveles altos en el tejido adiposo blanco (WAT), el bazo y las células  pancreéaticas. A
pesar de la presencia omnipresente de mMRNA UCP2, la proteina UCP2 se ha detectado en
solo unos pocos tejidos (Lanni et al. 2003).
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2.5.1 UCP1y lagrasa parda o marrén

El tejido adiposo marrén fue descrito por primera vez en pequefios mamiferos y los infantes
como una adaptacion para defenderse del frio. Era originalmente conocido como el érgano
de hibernacion debido a su funcion en el mantenimiento de la temperatura corporal en

animales en periodos de hibernacion (Wu et al. 2013).

Los principales depdsitos de adipocitos marrones en roedores estan en la region
interescapular (placas intercapulares, axilares y cervicales) incrustados alrededor de los
musculos profundos de la espalda. Un depdsito de adipocito marron interescapular también
ha sido notado en lactantes humanos, pero esta ausente en adultos (Harms y Seale 2013).

El adipocito marrén suele ser mas pequefio que el blanco y su forma es eliptica, con el nucleo
redondo u ovalado situado en el centro. El volumen del citoplasma es grande y contiene
maultiples gotitas de lipidos, el reticulo endoplasmico es pobre y presenta alta cantidad de
mitocondrias, lo cual, da lugar a la termogénesis (produccion de calor). Ademas, el contenido
de los cofactores hemo en la enzima mitocondrial citocromo oxidasa da al tejido la respuesta

de color macroscépico marron al frio (Cedikova et al. 2016).

Segun estudios, la exposicién a la temperatura fria promueve répidamente la activacion
alternativa de los macrofagos del tejido adiposo produciendo las catecolaminas
(noradrenalina), que son liberadas por terminales nerviosos simpéticos para actuar sobre los
receptores b-adrenérgicos y estimular la expresion de genes termogeénicos de los adipocitos
marrones, asi como la lipdlisis del tejido adiposo blanco (Nguyen et al. 2011). La
sefializacion simpatica en el frio se ve incrementada, y la exposicion cronica al frio resulta
en la activacion y expansion de los adipocitos marrones, asi también, este adipocito esta
regulado por las contribuciones endocrinas de la hormona tiroidea, entre otras (Wu et al.
2013).

Por otro lado, la UCP1 transporta H* a través de la membrana mitocondrial interna
provocando un desacoplamiento, pero esta actividad estaria regulada por la presencia de
algunos acidos grasos. En numerosos modelos se ha observado la capacidad de UCP1 de
translocar acidos grasos a través de la membrana. La UCP1 podria también tener un

comportamiento dual segun la concentracion de H*, teniendo una actividad de transporte
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protonico basal, y comportandose como transportador de acidos grasos, Unicamente cuando
éstos se encuentren en elevadas concentraciones (Camara 2005).

2.5.2 UCPly lagrasa beige

Segun algunos estudios, se ha identificado la aparicion del tejido adiposo marrén activo en
humanos adultos y adipocitos de tipo marrén inducibles en depdsitos de tejido adiposo
blanco en respuesta a estimulos apropiados (“proceso de dorado"). Adipocitos de color
marron que aparecen en depositos de grasa blanca han sido denominados adipocitos "brite"
(de marron en blanco) o "beige” y tienen caracteristicas similares a adipocitos marrones, en
particular la capacidad para la respiracion desacoplada (Bonet et al. 2013). Segln
investigaciones llevadas a cabo, se observa que la grasa blanca contiene células precursoras
gue son capaces de expresar UCP1 y otras caracteristicas del tejido adiposo marron (Harms
y Seale 2013).

Es importante indicar que, el tejido adiposo blanco esta especializado en el almacenamiento
y liberacion de reservas energéticas en forma de triacilgliceroles (triglicéridos), lo que le
otorga un papel central en la regulacion de la homeostasis energética en mamiferos (Pujol
2005), de esta manera, el tejido adiposo blanco se define como un 6rgano heterogéneo, que
esta formado por diversos depdsitos, tanto subcutaneos como viscerales, localizados a lo
largo del cuerpo. En ratas, los depositos grasos viscerales mas abundantes son el gonadal
(ovérico o epididimal), que se encuentra rodeando las gonadas, y el mesentérico, que rodea
los intestinos. El depdsito subcutaneo mas abundante en ratas es el que se encuentra en la
region inguinal (Pujol 2005 y Cinti 2002).

El adipocito beige tiene las caracteristicas mixtas del adipocito blanco y marron. Durante el
estado basal, muestra una morfologia unilocular como adipocito blanco (de forma esférica y
grande con nucleo aplanado, que se sitda en la periferia porque esta casi completamente lleno
con una sola gota de lipidos, el citoplasma contiene pocas mitocondrias asi como un ligero
pero reconocible reticulo endoplasmatico liso), pero cuando es estimulado por el frio o por
receptores beta adrenérgicos, su aspecto adquiere rasgos intermedios (incrementa presencia
de mitocrondrias), la morfologia finalmente resulta en la expresion de proteinas tipicas para
el adipocito marron y la transformacion de la grasa almacenada en él en pequefias gotas de

lipidos tipicas de los adipocitos marrones (Cedikova et al. 2016).
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Existen diferentes determinantes fisioldgicas, farmacoldgicas y dietéticas que se han
relacionado con la remodelacion de la grasa blanca a marrén y los mecanismos moleculares
involucrados aun se revisan en detalle, motivo por el cual, este tema aln sigue en
controversia, independientemente a ello, la induccion al pardeamiento de la grasa blanca
representa una estrategia potencial atractiva para la gestion y el tratamiento de la obesidad y
complicaciones relacionadas (Bonet et al. 2013).

2.5.3 UCP 3y musculo esquelético

La UCP 3 tiene una homologia discretamente mayor por la UCP 1 que por la UCP 2. Su gen
se localiza cercano al de la UCP 2 y su respuesta fisioldgica en el tejido adiposo es similar a
la descrita para UCP 1 (Aguilar 2002).

La UCP3 se expresa en altos niveles en el musculo y tejido adiposo marrén. Los niveles de
ARNm de la UCP3, estan regulados por manipulaciones hormonales y dietéticas, un
experimento realizado en ratas, indicé que los niveles de UCP3 del musculo se redujeron 3
veces en las ratas con hipotiroidismo y aumentaron 6 veces en ratas con hipertiroidismo. Por
lo tanto, la UCP3 es un fuerte candidato para explicar los efectos de la hormona tiroidea en
la termogénesis. Los niveles de UCP3 del tejido adiposo blanco se incrementaron en gran
medida por el tratamiento con el agonista f3-adrenérgico, lo que sugiere otra via para el
aumento de la termogénesis. Los niveles de ARNm de UCP3 también estaban regulados por
la dexametasona, la leptina, y el hambre, aunque de forma diferente en el masculo y el tejido
adiposo marron. La inanicidn causo un incremento de UCP3 en el musculo y la disminucién
de UCP3 del tejido adiposo marrén, lo que sugiere que el masculo asume un papel mas
importante en la termorregulacién durante la inanicion (Gong et al. 1997).

Segun investigaciones, realizadas en ratones recién nacidos, la expresion de la UCP3 fue
alterada en el musculo esquelético en respuesta a la ingesta de leche, asi también
evidenciaron el efecto del PPARa para la transcripcion del gen UCP3 (Pedraza et al. 2006),
del mismo modo, en otro estudio, realizado a ratones diabéticos, quienes tienen un
metabolismo energético cardiaco anormal asociado con altas concentraciones de acidos
grasos libres en plasma, activaron al PPARa para aumentar los niveles de UCP3 (Murray et
al. 2005). Por otro lado, durante la obesidad, el incremento de acidos grasos libres resulta

toxico para las células pancreaticas que son sensibles a la oxidacién e induce alteraciones en
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la liberacion de insulina, lo que puede llevar a los individuos a desarrollar diabetes por el
dafio que sufren dichas células, se realiz6 una investigacién comparando sujetos con diabetes
tipo 2 y sujetos sanos, que demostro que los diabéticos tienen sélo 50% de UCP 3 en musculo

esquelético (Martinez et al. 2005).

Existen investigaciones genéticas sobre la asociacion entre formas polimorficas del gen
UCP3 vy situaciones de alteracion en el equilibrio energético y la obesidad. Uno de los
polimorfismos hallados mas frecuentemente en el gen UCP3 es el cambio de un solo
nucledtido en la region proximal del promotor transcripcional del gen (cambio de Ca T en
-55). Asi, una variante nucleotidica silente en el exén 3 ha sido asociada con fenotipos
relacionados con la obesidad y con la respuesta metabdlica a la hiperfagia y a las hormonas
tiroideas (Villarroya 2003). Del mismo modo, la informacion recopilada, indica que los
polimorfismos de la UCP2 y UCP3, mas all& de ser disipadores de energia, también estan
asociados con el metabolismo de grasas, obesidad y diabetes (Brondani et al. 2014; Jia et al.
2009; Gamboa et al. 2018).

26  GRASA CORPORAL

Segun la FAO, los lipidos son pequefias moléculas hidrofobas o anfipéticas (o anfifilicas)
que pueden originarse completamente o en parte a través de condensaciones de tioésteres o
unidades de isopreno. Partiendo de este enfoque, los lipidos de los tejidos biol6gicos se

clasifican en ocho categorias diferentes tal y como se puede apreciar en el Cuadro 3:

Cuadro 3: Categorias de lipidos y ejemplos tipicos

CATEGORIA EJEMPLO
Acidos grasos Acido oleico
Glicerolipidos Triglicérido
Glicerofosfolépidos | Fotidilcolina
Esfingolipidos Esfingosina
Esteroles Colesterol
Isoprenoides Farnesol
Glucolipidos UDP-3-0(3hidroxitetradecanoil)-N-acetilglucosamina
Policetidos Aflatoxina

FUENTE: FAOy FINUT (2012)
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2.6.1 Digestion, absorcién y transporte de grasas

El proceso digestivo es muy complicado y requiere una coordinacion de las funciones
lingual, gastrica, intestinal, biliar y pancreética. Al principio, la grasa se mastica y se mezcla
con la lipasa lingual, seguida de una hidrolisis por la lipasa gastrica en el estbmago y mas
tarde por la lipasa pancreatica en el intestino delgado. La hidrolisis de los triglicéridos
produce 2-monoacil-sn-gliceroles y acidos grasos libres. La formacién de 2-monosn-
gliceroles facilita la absorcion de los acidos grasos poliinsaturados en la posicion sn-2 y la
retencion de estos &cidos grasos en los glicerolipidos que se generan y transfieren
posteriormente a los tejidos. Los otros productos de la hidrolisis, como son los acidos grasos
de cadena larga, el 2-monoacilglicerol, los lisofosfolipidos y el colesterol, se mezclan con
las sales biliares y la lecitina para formar micelas, que son por el absorbidas por el enterocito.
Los triglicéridos recién sintetizados, los fosfolipidos y los ésteres de colesterol se combinan
con apolipoproteinas sintetizadas de novo para formar quilomicrones que son transportados
fuera del enterocito e incorporados al torrente sanguineo a través de los vasos linfaticos.
Dentro del torrente sanguineo, los triglicéridos de los quilomicrones son hidrolizados a
acidos grasos libres y glicerol por la lipoproteinlipasa. A continuacién, los acidos grasos y
el glicerol pasan a través de las paredes capilares para ser utilizados por las células como
energia o almacenados como grasas en el tejido adiposo. Los remanentes de los
quilomicrones son eliminados de la circulacién por receptores especificos y por los
receptores de las LDL. El higado cataboliza los restos de los quilomicrones, vuelve a
sintetizar triglicéridos a partir de los &cidos grasos y produce lipoproteinas de muy baja
densidad (VLDL), que se componen principalmente de triglicéridos y pequefias cantidades
de colesterol y fosfolipidos, que se liberan a la circulacion. Las VLDL son las principales
portadoras de triglicéridos y los sustratos para la lipoproteinlipasa endotelial y, ademas,

suministran acidos grasos libres a los tejidos adiposo y muscular (FAO y FINUT 2012).

2.7 PERFIL LIPIDICO

La prueba de perfil lipidico o lipograma, se ha considerado una de las herramientas para
ayudar a diagnosticar enfermedades cardiovasculares, diversas investigaciones acumuladas
béasicas, epidemioldgicas y clinicas han establecido una estrecha relacién entre el aumento
en los niveles de colesterol y el riesgo elevado de presentacion de enfermedad cardiovascular
coronaria (Caicedo 2012). Un perfil lipidico anormal constituye una condicion patoldgica,

que se caracteriza por una alteracion del metabolismo lipidico que determina una
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concentracion fuera del rango de normalidad de lipidos y proteinas en la sangre (Biere y
Toh& 2007).

2.7.1 Colesterol

El colesterol (3-hidroxi-5,6 colesteno) es una molécula indispensable para la vida,
desempefia funciones estructurales y metabdlicas que son vitales para el ser humano. Se
encuentra anclado estratégicamente en las membranas de cada célula donde modula la
fluidez, permeabilidad y en consecuencia su funcion (Maldonado et al. 2012). El colesterol,
que puede provenir de la dieta o de la sintesis de novo practicamente todas las células
humanas, juega varios papeles importantes. Es el esterol mayoritario en el hombre, y es un
componente de virtualmente todas las superficies celulares, asi como de las membranas
intracelulares. Es particularmente abundante en las estructuras mielinizadas del cerebro y
del sistema nervioso central; pero esta también presente en pequefias cantidades en la
membrana interna de la mitocondria. A diferencia de lo que ocurre en el plasma, la mayor
parte del colesterol de las membranas celulares se encuentra en forma libre, no esterificada

(Parrefio y Gutiérrez 2010).

Transporte de colesterol: Lipoproteinas

Los lipidos plasmaticos (triglicéridos, ésteres del colesterol, fosfolipidos y colesterol libre),
son insolubles en medios acuosos como la sangre, de tal forma que deben ser empaquetados
en particulas de lipoproteina para su transporte, cerca del 70% del colesterol se encuentra
unido a lipoproteinas plasmaticas en forma de ésteres de colesterol, las lipoproteinas son
ensamblados macromoleculares de proteinas y lipidos, ademas las lipoproteinas cuentan con
distintas densidades, esto se debe a la proporcion relativa de lipidos y proteinas que posee
cada particula; dentro de las lipoproteinas de mayor importancia clinica encontramos las de
alta densidad (HDL, del inglés, High-Density Lipoprotein), de baja densidad (LDL, del
inglés, Low-Density Lipoprotein), de muy baja densidad (VLDL, del inglés, Very Low-
Density Lipoprotein), de densidad intermedia (IDL, del inglés, Intermediate-Density
Lipoprotein), la lipoproteina (a) y los quilomicrones (QM), asimismo, las C-LDL (colesterol
unido a las LDL) son sintetizadas en el higado: Tienen una concentracion alta de colesterol,
moderada de fosfolipidos, y muy baja en triglicéridos, nuestro organismo cuenta con
receptores especificos para las c-LDL en casi todas las membranas celulares, los que

identifican, captan e interiorizan a las c-LDL,; debido a su alta aterogenicidad, son de gran
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interés clinico, tipicamente representan entre 60-70% del colesterol sérico total y su funcion
es transportar el colesterol desde el higado hacia los tejidos periféricos (Maldonado et al.
2012).

ElI C-HDL (colesterol unido a las HDL) es generalmente conocido como “colesterol bueno”,
arrastra el colesterol de las arterias al higado para ser eliminado, transform&ndose asi en un
factor protector del organismo para evitar la acumulacion de colesterol en células y arterias
(Biere y Toha 2007).

2.7.2 Triglicéridos

Los esteres de los acidos grasos y del alcohol glicerina se llaman acilglicéridos o glicéridos.
Cuando los tres grupos hidroxilo de la glicerina se hallan esterificados con acidos grasos, la
estructura se llama triacilglicérido. Los triacilglicéridos constituyen la familia mas
abundante de lipidos y los principales componentes de los lipidos de depdsito o de reserva
de las células animales y vegetales. Los triacilglicéridos, que funcionan como lipidos de
depdsito o de almacenamiento, son activamente sintetizados en las células de los

vertebrados, particularmente en las células hepaticas y adiposas (Parrefio y Gutiérrez 2010).

2.8 INDUCCION A OBESIDAD CON DIETA ALTA EN GRASA

Existen diversos estudios que indican haber inducido a obesidad con dietas altas en grasas,
como Eu et al. (2010) que aplicaron una dieta en base al 60% de calorias provenientes de
manteca vegetal durante cuatro semanas, Jim et al. (2013), emplearon una dieta alta en grasa
que contenia 16.20% de grasa y Woods et al. (2003), trabajaron con una dieta elaborada con
20 g de grasa/100 g de alimento.

Por otro lado, el tiempo de la dieta es variado, Lee et al. (2011), establecieron su modelo
obesogénico en 3 semanas con dietas altas en grasas comprobando los indices obesogénicos
(Indice de Lee). En otros estudios, Lim et al. (2013) y Tan et al. (2014), lograron inducir a
obesidad con dietas altas en grasa, en periodos de 6 semanas (con manteca de cerdo) y 4

semanas respetivamente.
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I1l. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR

El presente trabajo se realizo en el bioterio, perteneciente al departamento de Nutricion
de la facultad de Zootecnia de la Universidad Nacional Agraria la Molina. El analisis
quimico proximal de las dietas en el Laboratorio de Evaluacion Nutricional de Alimentos,
LENA - UNALM, la determinacion de la expresion génica en el Laboratorio de
Microbiologia de la Facultad de Zootecnia — UNALM, y el extracto de té verde
(catequinas) junto al contenido de compuestos fendlicos, en los laboratorios del Instituto

de Investigacion de Biogquimica y Nutricion de la Facultad de Medicina de la UNMSM.

3.2 DURACION DE LA EXPERIMENTACION

La investigacion inicio previamente con una adaptacion de los animales, el tiempo fue de
17 dias, dando lugar posteriormente a los 72 dias de experimentacion, los cuales fueron

distribuidos en las siguientes etapas:

o Etapa 0 : Acondicionamiento de los animales.
o Etapa | : Duracion de 30 dias con una dieta para inducir a la obesidad.
o Etapa Il : Duracion de 42 dias con las dietas experimentales.

3.3 ANIMALES EXPERIMENTALES

Se trabajé con 24 ratas albinas macho (Holtzman) con 60 - 70 dias de edad, con un peso
promedio de 215.79 gramos, distribuidos aleatoriamente en 4 tratamientos (T1y T2: 7
animales, T3y T4: 5 animales). Todos los procedimientos realizados con los individuos
de experimentacion siguieron los parametros establecidos por el Centro Interdisciplinario
de Estudios en Bioética de la Universidad de Chile para el cuidado y uso de animales de
laboratorio (Cardozo et al. 2007).



3.4 INSTALACIONES Y EQUIPOS

El experimento se llevé a cabo en jaulas individuales, con un comedero y bebedero, asi
mismo se contd con bandejas individuales para recibir las excretas de los animales. Las
jaulas estuvieron en un ambiente especial con temperatura equilibrada y renovacion
constante de aire, con control de 12 horas luz y 12 horas de oscuridad. El control de
humedad (%) y temperatura ambiental (°C) se realizé con un termohidrémetro (Marca

BOECO Germany), los valores fueron de 63-67 % y 23-25°C respectivamente.

3.5 EXTRACTO DE TE VERDE

Se trabajo con hojas té verde procedente de la provincia de La Convencién, Cusco. Se
realizé el tramite debido para la identificacion taxondmica de la hoja de té verde ante el
Herbario San Marcos del Museo de Historia Natural, de la Universidad Nacional Mayor
de San Marcos (ANEXO 1: Constancia N° 348-USM-2018). Todos los analisis de
extraccion del té verde fueron realizados en los laboratorios de la Universidad Mayor de
San Marcos, bajo la direccion de la Dra. Silvia Suarez Cunza y los resultados obtenidos

de la extraccion acuosa de las hojas de té verde se muestran en el Cuadro 4.

Cuadro 4: Composicion del extracto acuoso de té verde

CAPACIDAD
ANTIOXIDANTE POLIFENOLES FLAVONOIDES
(FRAP)
mg Eq Fe*?/gté | mgEqAG/gté | mgEq Catequina/ g té
198.8 72.84 20.8

FUENTE: Laboratorios del Instituto Centro de Investigacion de Bioquimica y
nutricion “Alberto Guzman Barrén”, Universidad Mayor de San

Marcos.

3.5.1 Preparacion de la muestra de té verde

Las hojas de té verde fueron desecadas, molidas y pasadas por tamiz para homogenizar
el tamafios de las particulas. En todos los procedimientos de extraccion se empled la
relacién de masa/agua (0.5 g/100 ml) para realizar los respectivos analisis del extracto de
té verde. Se aplico la extraccion por el método convencional de infusion (agua caliente

hasta punto de bullicion y luego se dejo reposar por 15 minutos y se filtr0), cabe
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mencionar que, las catequinas son solubles en agua y en solventes organicos polares

(etanol, metanol y acetona).

3.5.2 Extraccion de catequinas y compuestos fendlicos del té verde
a. Técnica capacidad antioxidante mediante el poder reductor del Fe*3

El poder reductor se determind siguiendo la metodologia reportada por Benzie y
Strain (1996). El fundamento est4 basado en la capacidad de la molécula 2, 4, 6-
tripiridil-s-triazina (TPTZ) de actuar como un ligando altamente estabilizador de
Fe*2. El ion Fe* en presencia de TPTZ facilmente oxida a los antioxidantes,
generandose el complejo reducido TPTZ-Fe*2. La absorcion se incrementara en
funcion de la presencia de antioxidantes (reductores). Se utilizé como referencia
una solucion de sulfato ferroso a concentraciones de 100 — 750 uM. La lectura se
realizé en un espectrofotometro a 593 nm. EI poder reductor de los extractos

guarda una relacion directa con el valor de la absorbancia.

b. Cuantificacion de polifenoles mediante el uso del reactivo Folin Ciocalteu

La cuantificacion del contenido de polifenoles se realiza siguiendo el
procedimiento de la International Organization for Standardization (1SO) 14502-

1. Se empled como estandar una solucion de acido galico 20 pg/ml.

c. Cuantificacion de flavonoides mediante la técnica de Zhishen, Mengcheng y
Jianming (1999)

Basada en la propiedad complejante de los flavonoides, en especial de las
catequinas, frente al alumnio en presencia de NaNO2 en medio alcalino. La
coloracion de la reaccion final se lee a 510 nm. La catequina es el estandar

preferido para este procedimiento.

3.6 ALIMENTACION
Etapa I: Induccién a obesidad

En esta investigacion los 24 animales recibieron una dieta obesogénica, la cual estuvo
formulada por un 85% de alimento comercial para ratas (Cuadro 5) y 15 % de manteca

vegetal, marca comercial Tropical, en el Cuadro 6 se muestra el resultado del analisis
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proximal del alimento alto en grasa.. Existen diversos estudios que indican haber inducido
a obesidad con dietas altas en grasas, como Jim et al. (2013) y Woods et al. (2003). El
tiempo de la dieta obesogénica fue estimado hasta que las ratas alcanzaran valores que
cumplan con los lineamientos del indice de Lee (Novelli et al. 2007), situacion similar al

que establecieron su modelo obesigénico por Lee et al. (2011).

Cuadro 5: Composicion nutricional de alimento comercial para ratas (DN)

INGREDIENTES COMPOSICION

Prot. Dig. (%) 17
Fibra (%) 4

Grasa (%) 6

E.M. (Mcal/Kg) 2.9
Lisina Dig. (%) 0.92
Met+Cis Dig. (%) 0.98
Faésforo Disp. (%) 0.37
Ca (%) 0.63
Humedad (%) 12

FUENTE: Programa de Investigacion y Proyeccion Social en Alimentos - UNALM, elaborado
con harina de maiz, torta de soya 48, harina integral extruida de soya, subproductos de trigo, aceite
vegetal, carbonato de calcio, fosfato dicalcico, cloruro de colina 60%, cloruro de sodio,

aminocidos sintéticos, pre mezcla vitaminas - minerales, antioxidantes y antifungicos.

Cuadro 6: Composicion nutricional de alimento obesogénico

INGREDIENTES CANTIDAD
Proteina. total (%) 17,71
Fibra Cruda (%) 3,37
Grasa (%) 15,07
Ceniza (%) 4,29
ELN (%) 46,63
Humedad (%) 12.93
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Etapa I1: Tratamientos

Los animales fueron seleccionados al azar y asignados aleatoriamente a cada tratamiento:

- T1: Dieta obesogénica con inclusion de extracto de té verde 400 mg hojas de té
verde/kg peso corporal* (DO+DA), contenia 4.16 mg Eg. catequina.

- T2: Dieta obesogénica con inclusion de extracto de té verde 200 mg hojas de té
verde/kg peso corporal* (DO+DB), contenia 8.32 mg Eqg. catequina.

- T3: Dieta obesogénica (DO)**

- T4: Dieta normal (DN)**

*Se determind el peso promedio de todos los animales al término de la etapa I. La dosis
aplicada fue tomada en base a los estudios realizados por Ramadan et al. (2009), quién
aplico dosis de 50 y 100 mg/kg peso en un tiempo de 4 semanas en modelos de ratas
obesas, en esta investigacion se administré cada dosis con la ayuda de una canula

orogastrica.

** Estos animales no recibieron extracto de té verde, por ello, se les administré agua

destilada a traves de la canula orogéstrica.

La alimentacion fue ad libitum, sin embargo, se brind6 las mismas cantidades a cada
unidad experimental y se midi6 el residuo de alimento diariamente, ademas se suministro

agua de mesa tratada en cada bebedero, durante todos los dias en horas de 10 am — 12 pm.

3.7 PARAMETROS A EVALUAR
3.7.1 Peso del animal, variacién de peso

Se realizo el pesado de cada unidad experimental (animal), al iniciar el periodo I y Il asi
como los controles de peso semanales, la variacion de peso se calculé entre el peso inicial
y final de cada periodo. Se trabajo con una balanza para pesar el animal, balanza
CAVORY capacidad 3000 gramos.
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3.7.2 Consumo de alimento

Se realizaron controles diarios del consumo de alimento, el cual fue estimado a traves de
la diferencia de peso entre lo administrado en cada comedero y el alimento no consumido
junto al residuo, recolectado y pesado a partir de las 11:00 horas del dia siguiente. Se
empled una para la preparacion de los alimentos, balanza digital SOEHNLE de capacidad
méaxima de 5000 gramos y una balanza para administrar el alimento, balanza MING
HENG POCKET SCALE capacidad 200 gramos.

3.7.3 Perfil lipidico

Se tomo6 muestra de sangre de la cola de cada rata, empleando un kit comercial (Medidor
de Colesterol Mission) para realizar mediciones de Colesterol, HDL vy triglicéridos con
las siguientes caracteristicas.

Metodologia:

Fotometro de reflexion

Rangos de medida:

Colesterol 100 — 500 mg/dl
HDL 15 - 100 mg/dli
Triglicérido 45 — 650 mg/dl
Muestra:

Sangre total, plasma o suero
Volumen de muestra:

10 ul para examen individual y 30 ul para examen 3 — 1

3.7.4 Indice de Lee

Al inicio y fin de cada periodo, se realizé el control de peso y se midio6 al animal, segin
indica el método del indice de Lee (Novelli et al. 2007), el cual es un parametro
antropomeétrico predictor de obesidad: Raiz cubica del peso corporal (g) entre la longitud

hocico-ano (cm).

- Unvalor menor o igual a 0.300 es considerado normal.

- Un valor mayor a 0.300 es considerado con obesidad.
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3.7.5 Expresion génica relativa de UCP1, UCP3 y PPAR alfa

Pasado el periodo de experimentacion, se procedid a la eutanasia, previo ayuno nocturno
de 12 horas, donde se aplic6 sobredosis anestésica, se inicio con el proceso de anestesiar
a los animales con una dosis de ketamina/xilacina (90/10 mg/Kg) via intraperitoneal, la
cual se aplicé con una aguja hipodérmica de 25G, luego se procedi6 a realizar la eutanasia
con una sobredosis de pentobarbital via intracardiaca (IC) con una dosis de 180 mg/kg
p.v (dosis triplicada), se cont6 con el apoyo de un médico veterinario para todo el
procedimiento, quien confirmo que el animal no tuviese signos vitales, luego se procedio
a realizar un corte en el abdomen para identificar los 6rganos requeridos para el estudio
como fueron tejido hepaético, tejido muscular (musculus gastrocnemius) y tejido adiposo
blanco subcutaneo (regién inguinal), se pesaron y tomaron las respectivas muestras de
tejidos que fueron colocados en tanques de nitrogeno liquido a — 80°C para su
conservacion hasta el momento de los analisis de expresion génica. EI método aplicado
en esta investigacion se basa en el PCR real time (Reaccion en cadena de la polimerasa
en tiempo real), que permite la cuantificacion sensible, especifica y reproducible de
acidos nucleicos, siendo empleado en diversos campos del diagnostico molecular (Arya
et al. 2005).

a. Extraccion de ARN

Para este proceso se aplicd el método de Chomczinsky, utilizando TRIzol ™ Reagent
(Marca Invitrogen by ThermoFisher Scientific), el cual esta disefiado para aislar el ARN
total de alta calidad de las células de diferentes tejidos de origen humano, animal, vegetal,
de levadura o bacteriano, para lo cual, se siguieron las instrucciones del fabricante
(ANEXO2: Guia de uso TRIzol ™ Reagent) y mediante electroforesis en gel de agarosa
se verifico la calidad por medio de espectrofotometria con el NanoDrop One (NanoDrop
Technologies; se cuantifico la cantidad extraida de ARN y se empled un ratio de
absorbancia a 260 nm y 280 nm, siendo la relacion de 260/280 con valores de 1.8 — 2,

considerados como aceptables (Tian et al. 2013).

b. Limpieza de trazas de ADN

Con el fin de obtener una muestra de ARN total limpia, se utilizo el kit de limpieza de la
Marca Ambition by ThermoFisher Scientific, el reactivo fue TURBO DNA- free™
DNasa, que tiene como objetivo eliminar trazas de ADN contaminante de las
preparaciones de ARN y luego elimina el DNasa junto a otros cationes divalentes de la
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muestra. Durante todo el proceso se tomaron en consideracion las instrucciones de uso
provistas por el proveedor (ANEXO 3: Guia de uso TURBO DNA.- free™ DNasa). Para
verificar la limpieza se analizaron nuevamente las muestras de cada tejido por
espectrofotometria con el equipo de NanoDrop One y realizd un PCR control, con el
proposito de no amplificar algun tipo de ADN gendmico no deseado que pudiera interferir

con los resultados finales.

c. Generacion de cDNA

Para la generacion de cDNA, se uso el kit de transcripcion inversa de cDNA de alta
capacidad con inhibidor de RNasa (Marca Applied Biosystems), este kit permitio generar
una cadena complementaria de ADN a partir del ARN que obtuvimos anteriormente. Se
utilizé un termociclador modelo Quant Studio 5 Applied Biosystems ThermoFisher
Scientific asi como se aplico los procedimientos de uso del kit, de acuerdo a las
especificaciones del fabricante (ANEXO 4: Guia de uso High-Capacity cDNA Reverse

Transcription kit with RNasa inibitor).

d. Cuantificacion relativa (PCR — RT: reaccion en cadena de la polimerasa en
tiempo real)

Luego de obtener de cada muestra de tejido en estudio su respectivo cDNA, se procedid
a estandarizar los primers (cebadores) y protocolos de PCR — real time, empleando el
reactivo POWER UP™ SYBR® Green Master Mix (Marca Applied Biosystems), segun
recomendaciones del fabricante (ANEXO 5: Protocolo de uso POWER UP™ SYBR®
Green Master Mix), en el Cuadro 7 se muestra la secuencia de cada primer y gen
enddgeno empleado. Luego que se consiguié determinar la temperatura ideal de trabajo
de cada gen de interés y genes enddgenos, se realizaron diluciones seriadas para generar
una curva estandar, con la cual se verificd la eficiencia de la PCR. Los niveles de
expresion de los genes de interés se normalizaron a través de la expresion de los genes
enddgenos GADPH (Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa) y 18S ribosomal RNA.

Para la cuantificacion de los genes a través de PCR en tiempo real se utilizo el método de
Pfaffl et al. (2002), que emplea un software llamado REST (herramienta de software de
expresion relativa), que esta basado en un modelo matematico de cuantificacion relativa
que permite establecer la relacion de expresion de un gen de interés o estudio en relacién

a otro que no se ve afectado por el tratamiento aplicado al animal (gen enddgeno o de
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referencia), siendo que la relacion de expresion relativa, se calcula en funcién de la

eficiencia de la PCR en tiempo real y la diferencia del punto de cruce (Ct o CP), de una

muestra desconocida versus un control (ACt).

Arya et al. (2005) definen al CT como el nimero de ciclo fraccional de PCR en el que la

fluorescencia del indicador es mayor que el nivel minimo de deteccion. El Ct es un

principio basico de PCR en tiempo real y es un componente esencial en la produccion de

datos exactos y reproducibles.

Cuadro 7: Secuencia y tamafio de los genes empleados

TAMARO DE
GEN SECUENCIA PRODUCT®
5-AGGGTTTGCGCCTTCTTT-3'
UCPl 15 GGGACTTCATCAGCTCTTTCTT-S 92 pb
5-ACC ACG AGA AAT ATG ACA ACT CCC-3'
GAPDH 15 =CA AAG TTG TCA TGG ATGACC-3' 100 pb
PPAR- | 5-AAT CCA CGA AGC CTA CCT GA-3’
alpha | 5-GTC TTC TCA GCC ATG CAC AA-3' 132 pb
5 GGAGAGGGAGCCTGAGAAAC-3'
18s 5. CAATTACAGGGCCTCGAAAG-3' 128 pb
5 - GACTCACAGGCAGCAAAGGAA- 3"
UCP3 [ - 131 pb
5 GAGGAGATCAGCAAAACAGGC-3

3.8 ANALISIS ESTADISTICO

Se emple6 el Disefio Completamente al Azar (DCA). Los promedios de los valores

obtenidos de peso, consumo de alimento, triglicéridos y HDL fueron evaluados mediante

el andlisis de varianza, de acuerdo a los procedimientos de ANOVA del programa

MINITAB vy para la diferencia de medias se empled la prueba Tukey con un nivel de

significancia p < 0.05.

El modelo aditivo lineal fue el siguiente:

Yij= 1 + Ti + Rj+ &ij
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Donde:

Yij = Variable respuesta en la j-ésima repeticion del i-ésimo tratamiento

0 = Media general.

Ti = Efecto del i-ésimo tratamiento.

Rj = Efecto de la j-ésima unidad experimental

€ij = Efecto de la j-ésima unidad experimental a la que se aplico el  i-ésimo

tratamiento (error experimental).

31



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

41  PESO DEL ANIMAL Y VARIACION DE PESO

Los resultados del peso al finalizar la Etapa I, demostraron incremento respecto a la Etapa
0 (Cuadro 8), sin presentar diferencias significativas entre los pesos de cada tratamiento
para iniciar la Etapa I1, indicando que los resultados al final del experimento no se verian
influenciados por variaciones del peso inicial de los animales. Finalizada la Etapa Il
(Cuadro 8), no se logro encontrar diferencias significativas en los pesos por cada
tratamiento, aunque, segun la data si se observé incremento de peso en los 4 grupos, la
variacion no alcanzé diferencias al finalizar la Etapa 11 (Cuadro 9). Estos resultados son
similares a los obtenidos por Nomura et al. (2008), que observaron que la suplementacion
de catequina del té verde no tuvo efecto sobre el peso corporal o la ingesta de energia,
independientemente de la dieta usada (alta en grasa 35 % y normal 5%), asi como, Chen
et al. (2009), que evaluando el efecto de dosis de té verde (2 g de té verde por litro) y
Epigalocatequina-3-galato (1 mg/kg por dia) en ratas alimentadas con alto contenido de
grasa no lograron encontrar diferencias significativas en el peso corporal de todos sus

tratamientos.

Cuadro 8: Peso de las ratas al finalizar cada etapa

TRATAMIENTO PESO (g)
ETAPAO ETAPA | ETAPAII
DO + DA 214.00 + 26.72% | 348.29 + 19.60° | 385.14 + 31.66°
DO + DB 233.00+9.117 | 331.86 +35.96° | 360.57 * 26.16°
DO 209.20 + 33.78% | 343.00 + 33.49° | 382.00 + 25.21°
DN 200.80 + 26.45¢ | 331.40 + 25.54% | 368.00 = 20.33°

Los valores representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la prueba ANOVA entre
los tratamientos. Se aplicé la prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg
(DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica
(DO) y Dieta Normal (DN).



Cuadro 9: Variacion de peso de las ratas entre etapas

TRATAMIENTO VARIACION DE PESO (g)
ETAPAO - | ETAPA I -1
DO + DA 134.29 + 20.33° 36.86 + 19.74°
DO + DB 98.86 + 35.76° 28.71 £ 20.567
DO 133.80 + 7.60° 39.00 + 9.97°
DN 130.6 + 21.47° 36.60 + 15.45°

Los valores representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la prueba ANOVA entre
los tratamientos. Se aplicd la prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg
(DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica
(DO) y Dieta Normal (DN).

Sin embargo, en otros estudios como el que realizd Friedrich et al. (2012), en un
experimento con dietas con 40% de energia de grasa en animales suplementando por corto
plazo (4-7 dias) con EGCG (Epigalocatequina - 3- galato, marca TEAVIGO), con
diferentes dosis (0.25 y 0.5% p/p), consiguio una pérdida de peso y reduccién de grasa
corporal, explicando que el efecto de antiobesidad se deberia a la disminucion de la
digestibilidad de los alimentos que afecta el metabolismo del sustrato en la mucosa
intestinal y el higado, lo que llevaria a una mayor oxidacion de grasa posprandial y a una
menor incorporacion de lipidos provenientes de la dieta a los tejidos, siendo que aumento
la excrecidn de energia, la pérdida fecal estuvo acompafiada por una mayor excrecion de
grasa y nitrégeno. Similar interpretacion, tuvieron Hamdaoui et al. (2016), al obtener
aumento de la excrecion fecal de triglicéridos con la consiguiente reduccion del peso
corporal en ratas alimentadas con dieta alta en grasa a las que administraron via oral
extracto de té verde (50 g hojas té verde / litro obtenido con 15 min. de coccidn), en un
volumen de 28 ml/dia por rata durante 10 semanas, afirmando que el consumo de extracto
de té verde puede tener efectos beneficios para la salud. Zhang et al. (2018), aplicaron
dosis de polifenoles del té verde (0.1% p/p), también provocaron una disminucién
significativa del peso en un modelo de ratones inducidos a obesidad con dietas altas en

grasa (60 % calorias de grasa), en un periodo de 8 semanas.
En un estudio longitudinal con humanos, 11 mujeres con obesidad grado 11l recibieron
suplementos con 450 mg/dia de galato de epigalocatequina (EGCG) — extracto de té verde

descafeinado, por un periodo de ocho semanas consiguiendo efectos positivos en la
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expresion génica de UCP 3 pero no se obtuvo pérdida de peso y no se alteraron los
pardmetros antropométricos (Quinhoneiro et al. 2018).

Segun los estudios recientes mencionados, la administracion del té verde, en sus
diferentes presentaciones puede lograr reducir el peso, sin embargo, los resultados
reportados son contradictorios y en esta investigacion (Cuadros 8 y 9), no se consiguid
evidenciar tal situacion, la misma se apoya en pruebas realizadas en humanos, existiendo

asi un contraste entre los diversos estudios, que aun debe ser materia de analisis.

42 CONSUMO DE ALIMENTO

La Etapa I, dur6 30 dias con dietas obesogénicas altas en grasa, el resultado del consumo
de alimento promedio realizado por cada animal no present6 diferencias estadisticas al
finalizar ese periodo, sin embargo, al finalizar la Etapa Il (Cuadro 10), luego de aplicar
tanto la dosis alta de extracto de té verde (400 mg/kg de peso corporal) y dosis baja de
extracto de té verde (200 mg/kg de peso corporal), si consiguio diferencia significativa (p
value =0.002), especificamente con el grupo de animales que en este tiempo recibieron
una dieta normal (dieta sin suplementacion de manteca), pero no alcanzo diferencia con
el grupo ratas que continuaron recibiendo dieta alta en grasa (ratas obesas),

probablemente la manteca haya causado algun efecto en la ingesta del alimento.

Los resultados mostrados en el Cuadro 10, coinciden con diversos estudios en animales
que tampoco lograron encontrar diferencias significativas en el consumo del alimento
durante la aplicacion de té verde, independientemente de la dosis que decidieran aplicar,
es el caso de lo reportado por, Chen et al. (2011), al administrar a ratones machos una
suplementacion dietética de EGCG (3.2g/kg de dieta), en un experimento que durd 17
semanas, en el que la dieta variaba entre tratamientos en cuanto al contenido de grasa y
micronutrientes, o a los reportados por Sae — Tan et al. (2011), que estudiaron el aumento
del peso corporal y marcadores de diabetes tipo Il en ratones con dietas con alto contenido de
grasa (60% de calorias provenientes de grasa), y no observaron efecto de la administracion de
EGCG en el aumento de peso corporal, consumo de alimento, ni en los marcadores de diabetes
tipo 11 luego de ser alimentados por 16 semanas. Cuando se administraron por via oral, 28
ml/dia de un extracto simple de té verde obtenido por la coccion de 50 g hojas té verde / Litro
durante 15 min. de coccion, a ratas por 10 semanas, Hamdaoui et al. (2016), no encontraron

tampoco diferencia significativa en la ingesta de alimento con el grupo control.
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Sugiriendo que la cantidad de alimento consumida, la misma que tampoco presento
diferencias en los tratamientos en este experimento (Cuadro 10), no es responsable de la

reduccidn de peso que si consiguieron algunos autores.

Cuadro 10: Consumo de alimento al finalizar cada etapa

TRATAMIENTO CONSUMO DIARIO (g)
ETAPA | ETAPA II
DO + DA 19.663+ 1.58% | 18.787 + 2.016"
DO + DB 18.413 + 1.967° | 17.611 + 1.615°
DO 19.736 + 1.452% | 19.302 + 0.842%®
DN 20.005 + 1.434% | 21.663 % 0.600°

Los valores representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la prueba ANOVA entre
los tratamientos. Se aplicé la prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg
(DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica
(DO) y Dieta Normal (DN).

4.3 PERFIL LIPIDICO

Los resultados de los niveles de triglicéridos (TG) y Lipoproteinas de alta densidad (HDL
o C-HDL) en sangre, tanto para la Etapa 0, Etapa | y Etapa Il, no lograron alcanzar
diferencias estadisticas, su p value fue mayor a 0.05, los datos promedios de cada

tratamiento se muestran en el Cuadro 11y 12.

Cuadro 11: Niveles de triglicéridos en sangre al finalizar cada etapa

TRATAMIENTO TRIGLICERIDOS (mg/dI)
ETAPA 0 ETAPA | ETAPA II
DO + DA 50.29 +£5.56° | 98.95+32.4% | 64.29 + 19.88°
DO + DB 59.57 £ 12.50% | 82.71+ 18.98% | 53.14 * 6.31°
DO 49.8+6.57° | 65.80%15.19° | 60.80 * 15.24%
DN 514 +4.83 | 74.00%27.4% | 57.40+801°

Los valores representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la prueba ANOVA entre
los tratamientos. Se aplicé la prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Dieta obesogenica + inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg
(DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica
(DO) y Dieta Normal (DN).
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Cuadro 12: Niveles de c-HDL en sangre al finalizar cada etapa

TRATAMIENTO c-HDL (mg/dl)
ETAPAOQ ETAPAI ETAPAII
DO + DA 38.86 + 4.91° 37.14 + 6.47° 35.57 £ 8.87°
DO + DB 48.29 + 13.11% 41.57 + 6.83% 43.29 £ 5472
DO 55.80 £ 4.60? 43.60 + 4.22° 45.40 + 10.64%
DN 52.00 + 10.12% 37.20+9.732 41.20 £ 7.40%

Los valores representan el promedio + SD. En todos los casos, se realizé la prueba ANOVA entre
los tratamientos. Se aplicd la prueba de Tukey, letras diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (p<0.05). Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg
(DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica
(DO) y Dieta Normal (DN).

Sin embargo, se observan en la Figura 1, variaciones numéricas de las concentraciones
de triglicéridos en el tiempo total que durd el experimento (72 dias), demostrando que la
dieta alta en grasa si aumento los niveles iniciales de los animales, al mismo tiempo que
los valores logrados al finalizar la etapa de induccion a obesidad (Etapa 1), fueron
disminuidos por los tratamientos, encontrando una mayor disminucién segun el valor
promedio de variacion alcanzado por las dosis de té verde (dosis alta: 34.57 mg/dl y dosis
baja: 29.57 mg/dl ) versus la dieta normal (16.6 mg/dl) y dieta obesogénica (5 mg/dl).
Cunha et al (2013), consiguieron resultados similares en los niveles de triglicéridos
séricos y colesterol total, sin embargo, sus niveles de c-HDL sérico en el grupo de dieta
alta en grasa con extracto de té verde (0.1 ml de agua mas 400 mg extracto de té verde/kg
de peso corporal/dia) en comparacion con el grupo de dieta alto en grasa (0.1ml de
agua/dia) en un tiempo de dos meses, si mostraron un incremento significativo en
comparacion con la dieta alta en grasa. Asi como en un estudio anterior realizado por
Raederstorff et al. (2003), investigando la respuesta a la dosis y el mecanismo de accion
del epigalocatequina — 3 - galato (EGCG) sobre estos parametros en ratas Wistar,
alimentadas con una dieta alta en colesterol y grasa que contenia tres concentraciones
diferentes de dosis de EGCG: 0,25% (0,2 g / dia / kg de peso corporal), 0,5% (0,4 g / dia
/ kg de peso corporal) y 1,0% (0,7 g/ dia/ kg de peso corporal), observaron que después
de 4 semanas de tratamiento, los triglicéridos plasmaticos y los niveles de lipoproteinas
de alta densidad no cambiaron significativamente en ninguno de sus tratamientos. Un
resultado positivo en cuanto a la disminucion significativa en los niveles de trigliceridos

pero no ¢c- HDL, mostraron Snoussi et al. (2014), empleando dosis aguda del extracto de

36



hojas de té verde cocidas en ratas que recibieron una dieta alta en grasa (22% grasa) por
6 semanas, lo mismo que Hamdaoui et al. (2016), al emplear via oral un volumen de 28
ml/dia por rata durante 10 semanas, de extracto de té verde (50 g hojas té verde / litro
obtenido con 15 min de coccion) lograron disminuir significativamente los niveles de

triglicéridos plasmaéticos y colesterol total, pero no el nivel de c-HDL.
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Figura 1: Niveles de triglicéridos en sangre por etapa

Las evidencias de los altimos estudios citados antes, refuerzan los resultados de esta
investigacion, que a pesar de tener efecto el té verde en combatir la obesidad obtenida con
dietas altas en grasa, los niveles de c-HDL se mantienen en su mayoria sin variacion tal
cual se observa en el Cuadro 12, demostrando que no existe una regulacion asociada con
la remocién del exceso de colesterol proveniente de los tejidos periféricos; cabe indicar,
que el c-HDL es conocido por ser protector contra las enfermedades cardiovasculares,
extrae colesterol de las lesiones ateroscleréticas y lo transporta hasta el higado para su
posterior metabolismo y eliminacion intestinal junto con las heces (Maldonado et al.
2012).

Sin embargo existen casos, en que la administracion de extracto de té verde rico en
catequinas (30%), aplicado en ratas hembras Sprague Dawley con dosis al 1% y 3 % de
catequinas (GT), en un dieta alta en grasa (40% calorias de grasa), logran resultados no
significativos en los niveles de c-HDL y colesterol total con dosis al 1% de GT, aunque,
cuando emplearon dosis al 3% GT, incrementaron el nivel de colesterol y c-HDL, estos
resultados se obtuvieron luego de 4 semanas de alimentacion, es preciso sefialar que a

pesar de ello, se consiguid reducir significativamente los triglicéridos en todos los
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tratamientos (Suziki et al. 2012), por otro lado, Hashem et al. (2018), estudiando ratas
albinas machos que consumieron una dieta alta en grasa (60% grasa) y una dosis de
extracto de té verde (300 mg/kg de peso corporal) en 1 ml de agua destilada por sonda
diariamente durante 45 dias, lograron encontrar diferencias en la disminucion de

triglicéridos y aumento de HDL significativamente en comparacién con el grupo obeso.

4.4 INDICE DE LEE

El peso y la longitud corporal fueron utilizados para obtener el indice de Lee, que es un
predictor de obesidad, empleado en diversos estudios como Xu et al. (2015), que
demostraron el efecto antiobesidad de los polisacéridos, polifenoles y cafeina del té verde
en ratas Sprague-Dawley alimentadas con una dieta rica en grasas durante seis semanas.
Por su parte Liu et al. (2016), evaluaron el efecto modulador de infusiones de té verde, té
oolong y té negro en microbiota intestinal en ratones obesos con alto contenido de grasa
(45% de energia proveniente de grasa) en un tiempo de trece semanas. Wu et al. (2016),
realizaron un estudio de los polifenoles y polisacaridos del té negro que mejoran la
composicion corporal, aumentan el &cido graso fecal y regulan el metabolismo de las
grasas en ratas obesas inducidas por una dieta alta en grasas en un tiempo de 2 semanas,

confirmando su grado de obesidad mediante el indice de Lee.

Del mismo modo existen otros estudios que emplearon este pardmetro antropométrico
para establecer su modelo obesogénico con dietas altas en grasa; es el caso, De Aradjo et
al. (2016), que evaluaron los efectos de la ingestion de beta-glucanos (Saccharomyces
cerevisiae) en el metabolismo de ratas que reciben una dieta alta en grasas (20% grasa de
cerdo) durante 60 dias.

De acuerdo a los estudios antes mencionados, el indice de Lee, es frecuentemente usado
en modelos de induccion a obesidad, por ello fue empleado en este estudio, obteniendo
los datos que se muestran el Cuadro 13, que sefialan que las ratas al finalizar la Etapa I,
consiguieron la condicion de obesas, pero al finalizar la Etapa Il sus valores promedio
fueron menores a 0.300 (Figura 2), muy independiente del tratamiento aplicado,
demostrando que retomaron a su condicion de no obesas tal cual fueron al iniciar el
experimento, estos resultados probablemente se deban a que se empled una canula

orogastrica en los 4 tratamientos, dosis acuosa de extracto de té verde (alta y baja) asi
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como el agua de mesa para las ratas que recibieron dieta alta en grasa y dieta normal, la
decision fue tomada con el fin de estandarizar la situacion y reducir cualquier efecto de
estrés ocasionado por la canula en el animal, sin embargo, Rains et al. (2011), realizaron
una revision de varios estudios que evaltuan el efecto antiobesidad brindado por el té
verde, indicando que el grado de influencia se debe a diversos mecanismos, dentro de
ellos mencionan, el método de ingesta (por ejemplo, estdmago vacio o lleno, suplemento,
bebida preparada, etc.) y la duracion de la ingesta entre otros, pudiendo haberse

presentado efecto del uso de canula orogastrica.

Cuadro 13: Valores del indice de Lee al finalizar cada etapa

TRATAMIENTO INDICE DE LEE
ETAPAO ETAPAI ETAPA I
DO + DA 0.2962 + 0.004 | 0.3072 +£0.005 | 0.2944 + 0.005
DO + DB 0.2977 £0.003 | 0.3025 +0.002 | 0.2905 +0.13
DO 0.2937 £ 0.007 | 0.3051 +0.005 | 0.2907 + 0.003
DN 0.2934 + 0.004 | 0.3064 + 0.005 | 0.2902 + 0.009

Los valores menores a 0.3000 se considera no obesa, valores iguales o0 mayores a 0.3000 se
considera obeso. Los valores representan el promedio + SD. Dieta obesogénica + inclusién de
extracto de té verde 400 mg/kg (DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto de té verde 200
mg/kg (DB), Dieta obesogénica (DO) y Dieta Normal (DN).
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Figura 2: Valores del Indice de Lee por etapa

4.5 EXPRESION RELATIVA DE UCP1, UCP3 Y PPAR alfa

Basado en la distribucion del tejido adiposo blanco, se analizO para observar los

resultados del efecto de las dosis de extracto de té verde (baja y alta) en ratas macho
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inducidas a obesidad, el tejido adiposo blanco subcutaneo (region inguinal), sin embargo,
los resultados observados no indicaron variaciones en la expresion para la UCP1.
Villarroya et al. (2007), indican que el gen UCP1 esta bajo el control dual de PPAR yy
PPAR «a en relacion con la diferenciacion de adipocitos marrones y la oxidacion de
lipidos, respectivamente. Asi como, Bostrom et al. (2012), que demostraron que el PGC1-
a, un cofactor transcripctional del PPAR y, aumenta la expresion de FNDCS, una proteina
de membrana que se escinde y secreta como una hormona recientemente identificada, la
irisina, que actla sobre las células adiposas blancas en cultivo e in vivo para estimular la
expresion de UCP1, con efecto similar a la grasa marron, dando como resultado mejoras
en la obesidad y la homeostasis de la glucosa. Segun lo antes mencionado, se indican los
siguientes estudios que difieren en la expresion de UCP1, de acuerdo al tejido graso
seleccionado, como Sae — tan et al. (2015), que no lograron obtener diferencias
significativas en la expresion de UCP1 (medido a nivel de ARNm en el depésito adiposo
visceral (epididimal) cuando administraron dosis de (7.7 g/ de extracto de té verde
descafeinado rico en EGCG) en ratones alimentados con dietas altas en grasas y solo
cuando este tratamiento se combind con ejercicio pudo obtener mayor diferencia
estadistica (el tratamiento en los ratones machos duré 16 semanas), asimismo, no
encontrd diferencias con la expresion de PPAR y); sin embargo, Chen et al. (2017),
empleando ratas macho Sprague Dawley y analizando el tejido graso visceral
(epididimal), lograron que la expresion de ARNm de la UCP1 fuera significativamente
mas alta en los grupos tratados con dos tipos de dosis de extracto de té verde (77.5 mg /
kg / dia, y con 155 mg / kg / dia) y dieta alta en energia (% elevados de sacarosa, fructosa
y lipidos), el extracto de polvo té verde empleado contenia 96.6% de polifenoles totales
y 1,8% de cafeina, que fue disuelto 1 ml de agua destilada y administrado por via oral a

los grupos por sonda durante ocho semanas.

En un estudio en humanos, la suplementacion con extracto de té verde descafeinado (450
mg de EGCG), aplicado durante 8 semanas en mujeres con obesidad grado 111, los niveles
de UCP1 permanecieron inalterados, pero si se regulé de forma positiva la UCP3, que
puede funcionar como un mecanismo de adaptacion, lo que justificaria el mantenimiento
del peso corporal, los resultados pertenecen al analisis en muestras de tejido adiposo
blanco subcutaneo (Quinhoneiro, et al. 2018). En otro estudio, se evidencié que al
administrar catequinas del té verde (100mg/kg de peso corporal), en dietas altas en grasa

(15% grasa saturada, 1 % colesterol y 84% dieta estandar), disminuye la expresion de
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PPARYy en el tejido adiposo blanco visceral (mesentérico) pero se incrementa la expresion
en el tejido adiposo blanco subcutaneo, lo cual no concuerda, con sus resultados de
incremento de la expresion de la UCP1 en el tejido blanco subcutaneo y visceral (Yan et
al. 2013), segun lo mencionado, existen discrepancias de expresion de la UCP1 y van de
acuerdo al tejido graso blanco seleccionado para en el andlisis, situacion que podria ser
tomada en consideracion para los resultados obtenidos de la UCP1 cuando las ratas

recibieron dosis alta y baja de extracto de té verde (400 mg/ kg y 200 mg/kg).

Por otro lado, Neyrinck et al. (2017), realizaron un estudio en ratones obesos inducidos
con una dieta alta en grasa (60%) para determinar el efecto antiobesidad del extracto de
hojas de té verde (95% polifenoles) asociado con la activacién del pardeamiento en el
tejido graso blanco subcutaneo, observando mayor expresion de UCP1 en el tratamiento
que recibi6 la dosis del extracto de polifenoles del té verde con una dieta alta en grasa en
comparacion del grupo que recibié sélo la dieta alta grasa, asi como obtuvieron una
disminucion de peso significativa del tejido adiposo blanco subcutaneo y epididimal, el
experimento duré 8 semanas. Este Gltimo estudio, brinda informacién que no coincide
con los resultados obtenidos en la investigacion en cuestion (dosis alta y baja de extracto
de té verde), estableciéndose un amplio tema en debate, debido que se planteo el efecto
del té verde en termogénesis (expresion UCP1) en el tejido blanco, muy independiente de
cual fuese su ubicacidn, los estudios debatidos anteriormente, hacen ver que existe gran

diferencia de expresion aun dentro del mismo tejido blanco.

A partir de una revision de la literatura realizada, Yang et al. (2015), proponen que el té
verde presenta dos mecanismos principales de accion: primero, disminucion de la
absorcion de lipidos y proteinas por los constituyentes del té en el intestino, reduciendo
asi la ingesta de calorias; segundo, activaciéon de la AMPK (proteina quinasa activada
por monofosfato de adenosina) por efecto de los polifenoles del té que estan
biodisponibles en el higado, el musculo esquelético y los tejidos adiposos, esta tltima via,
fue demostrada por Li et al. (2018), cuando el EGCG disminuyd la obesidad y ganancia
de peso del tejido adiposo blanco a traves de la activacion de AMPK en ratones.
Considerando, la importancia del higado por ser un organo vital para el procesamiento
metabolico de diferentes nutrientes, y el 6rgano principal para la lipogénesis y la
gluconeogénesis, asi como el musculo que es el sitio principal de produccién de ATP y

consumo de energia; los analisis se basaron en los siguientes tejidos para expresion genica
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relativa de PPAR alfa en el tejido de higado y UCP3 en el tejido muscular (musculus

gastrocnemius).

En el Cuadro 14, se muestran los valores promedio de expresion relativa de PPAR alfa,
observando que no existen diferencias estadisticas en los tratamiento que recibieron una
dieta obesogénica con inclusion de dosis alta o baja de extracto de té verde (Figura 3),
comparadas con el tratamiento que recibi6 solo dieta alta en grasa, siendo estos datos
similares a los reportados por Yan et al. (2013), al medir el efecto de las catequinas del té
verde (98% de pureza) para prevenir la obesidad a través de la modulacion de los PPARs,
en ratas inducidas a obesidad con dietas altas en grasa, que no encontraron incrementos
de los valores del PPAR alfa medidos en el higado. Sin embargo, Sae — Tan et al. (2013),
si lograron obtener diferencias significativas en la expresion de PPAR alfa (medido en
los tejidos de higado de ratones) cuando administraron dosis de extracto de té verde
descafeinado en un grupo alimentado con dietas altas en grasas comparadas con el grupo
control (dieta alta en grasa), por un periodo de 16 semanas. Asi como, Chen et al. (2009),
cuando estudiaron en ratas alimentadas con alto contenido de grasa por un tiempo de 24
semanas, con dosis oral de té verde (2 g de té verde por litro) y demostraron un aumento
de expresion de PPAR alfa (higado) pero cuando emplearon Epigalocatequina-3-galato

(1 mg/kg por dia), no tuvo efecto en la expresion del gen.

Cuadro 14: Expresion relativa del gen PPAR alfa en tejido de higado al finalizar la

etapa I1
TRATAMIENTO | EXPRESION GENICA RELATIVA
DO + DA 1.1582
DO + DB 0.9198
DO 1
DN 0.9708

Los valores representan el promedio de acuerdo a los datos brindados por el método de Pfafft et
al. (2012) con la aplicacion del programa REST para expresion génica relativa. Dieta obesogénica
+ inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg (DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto
de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica (DO) y Dieta Normal (DN).
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Figura 3: Expresion relativa del gen PPAR alfa en tejido de higado al finalizar la

etapa Il

En el Cuadro 15, se muestra la expresion relativa de UCP3, que alcanzé mayor incremento
de expresion nimerica cuando se aplicé la dosis alta y baja de extracto de té verde en
comparacion con el grupo obeso, siendo mayor el valor con 200 mg/ kg de extracto de té
verde (dosis baja), sin embargo, no fue suficiente para alcanzar diferencia estadisticas,
estos resultados coinciden con lo indicado por, Serrano et al. (2012), que reportan que la
ingesta dietética de polifenoles del té (principalmente EGCG) verde regul6 la sensibilidad
a la insulina con un aumento en el contenido de proteina quinasa activada por AMP y
cambios en los complejos respiratorios mitocondriales, sin que la UCP3 analizada en el
musculo esquelético (rectus femoris), tuviese diferencias en su expresion. En otro estudio
Ilevado a cabo por, Chen et al. (2009), la UCP3 no lo logré diferencias de expresién en el
tejido muscular (cuadriceps), al evaluar el efecto de dosis de té verde (2 g de té verde por
litro) y Epigalocatequina-3-galato (1 mg/kg por dia) en ratas alimentadas con alto
contenido de grasa. Sin embargo, Sae — Tan et al. (2011), observaron que el efecto de EGCG
en el aumento de peso corporal y en los marcadores de diabetes tipo Il en ratones con alto
contenido de grasa (60% de calorias provenientes de grasa), estan asociados con una mayor
expresion de genes relacionados con la oxidacion de acidos grasos en el musculo esquelético,
demostrando aumento en los niveles de UCP3, los resultados se obtuvieron luego de 16

Semanas.
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Cuadro 15 : Expresion relativa del gen UCP 3 en tejido muscular al finalizar la

etapa 1l
TRATAMIENTO | EXPRESION GENICA RELATIVA
DO + DA 3.789
DO + DB 5.99
DO 1
DN 0.38

Los valores representan el promedio de acuerdo a los datos brindados por el método de Pfafft et
al. (2012) con la aplicacion del programa REST para expresion génica relativa. Dieta obesogénica
+ inclusion de extracto de té verde 400 mg/kg (DA), Dieta obesogénica + inclusion de extracto
de té verde 200 mg/kg (DB), Dieta obesogénica (DO) y Dieta Normal (DN).
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Figura 4: Expresion relativa de UCP 3 en tejido muscular al finalizar la etapa 11
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V. CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos bajo las condiciones en que fue desarrollado el
presente estudio, se concluye:

1. La expresion génica relativa de la UCP1 analizada en el tejido adiposo blanco
subcutaneo (regidn inguinal) no mostro diferencias, por otro lado, la UCP3 (tejido
del musculo - musculus gastrocnemius), demostrd tendencias a incrementar la
expresion comparada con el grupo obeso cuando los tratamientos recibieron dosis
alta y baja de extracto de té verde, situacion que no ocurrié con el PPAR alfa
(tejido de higado) donde sélo la dosis alta de extracto de té verde brind6 valores
mayores al grupo obeso pero no alcanzé diferencias estadisticas.

2. Los niveles de triglicéridos en sangre disminuyeron numéricamente en todos los
tratamientos y en el caso de los tratamientos con extracto de té verde su efecto fue
mayor en comparacion con los que solo recibieron una dieta alta en grasa, los
niveles de c-HDL no presentaron diferencias estadisticas en todos los

tratamientos.

3. El peso corporal y el consumo de alimento no demostraron diferencias
significativas entre los tratamientos con una dieta alta en grasa y dosis diferentes

del extracto de té verde.



VI. RECOMENDACIONES

Tomando como base los resultados obtenidos, se propone las siguientes

recomendaciones:

» Comparar el efecto de los polifenoles y epigalocatequina- 3- galato del té verde
proveniente de la ciudad de Cuzco, en diferentes dosis sobre el peso corporal y el

perfil lipidico.

» Realizar evaluaciones morfolégicas de los tejidos adiposos en sus diferentes

ubicaciones y observar el cambio por efecto del extracto de té verde.

» Evaluar el efecto de PPARY en relacion a la expresion de UCP1 en tejido graso
blanco subcutaneo y visceral cuando se administra té verde en animales inducidos

a obesidad.
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Anexo 1: Constancia N° 348-USM-2018

j —""'";" UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS 100
dda Universidad del Pera, DECANA DE AMERICA Museo de. ¥
m VICERRECTORADO DE INVESTIGACION Y POSGRADO g&;ﬁsﬂ ’
b At MUSEO DE HISTORIA NATURAL N/

“Afio del Didlogo y la Reconciliacién Nacional”

CONSTANCIA N©°348-USM-2018

EL JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM) DEL MUSEO DE HISTORIA NATURAL,
DE LA UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS, DEJA CONSTANCIA
QUE:

-

La muestra vegetal (planta estéril), recibida de Ruth Esther Catunta Cachi ; estudiante
de la Universidad Nacional Agraria La Molina, Departamento de Nutricién, ha sido
estudiada y clasificada como: Camellia sinensis (L.) Kuntze y tiene la siguiente posicién
taxondémica, segln el Sistema de Clasificacién de Cronquist (1988):
DIVISION: MAGNOLIOPHYTA
CLASE: MAGNOLIOPSIDA
SUB CLASE: DILLENIIDAE
ORDEN: THEALES
FAMILIA: THEACEAE
GENERO: Camellia

ESPECIE: Camellia sinensis (L.) Kunize

Nombre vulgar: “Te verde”
- Determinado por: Mag. Hamilton Wilmer Beltran Santiago

Se extiende la presente constancia a solicitud de la parte interesada, para los fines que
estime conveniente.

Lima, 25 de setiembre de 2018

Mag. ASQNG: NA. CANO ECHEVARRIA
JEFE DEL HERBARIO SAN MARCOS (USM)

ACE/ddb

59



Anexo 2: Guia de uso TRIzol ™ Reagent

invitrogen

USER GUIDE

TRIzol™ Reagent

Catalog Numbers 15596026 and 15594018
Doc. Part No. 15596026.PPS  Pub. No. MANOOO1271 Rev, A.0

/_\ WARNING! Read the Safety Data Sheets (SDSs) and follow the
handling instructions. Wear appropriate protective eyewear,
clothing, and gloves. Safety Data Sheets (SDSs) are available
from thermofisher.com/support.

Product information

Invitrogen™ TRIzol™ Reagent is a ready-to-use reagent, designed to
isolate high quality total RNA (as well as DNA and proteins) from cell
and tissue samples of human, animal, plant, yeast, or bacterial origin,
within one hour. TRIzol™ Reagent is a monophasic solution of phenol,
guanidine isothiocyanate, and other proprietary components which
facilitate the isolation of a variety of RNA species of large or small
molecular size. TRIzol™ Reagent maintains the integrity of the RNA
due to highly effective inhibition of RNase activity while disrupting
cells and dissolving cell components during sample homogenization.
TRIzol™ Reagent allows for simultaneous processing of a large number
of samples, and is an improvement to the single-step RNA isolation
method developed by Chomeynski and Sacchi (Chomezynski and
Sacchi, 1987).

TRIzol™ Reagent allows to perform sequential precipitation of RNA,
DNA, and proteins from a single sample (Chomezynski, 1993). After
homogenizing the sample with TRIzol™ Reagent, chloroform is added,
and the homogenate is allowed to separate into a clear upper aqueous
layer (containing RNA), an interphase, and a red lower organic layer
(containing the DNA and proteins). RNA is precipitated from the
aqueous layer with isopropanol. DNA is precipitated from the
interphase/organic layer with ethanol. Protein is precipitated from the
phenol-ethanol supernatant by isopropanol precipitation. The
precipitated RNA, DNA, or protein is washed to remove impurities,
and then resuspended for use in downstream applications.
® Isolated RNA can be used in RT-PCR, Northemn Blot analysis, Dot
Blot hybridization, poly(A)+ selection, in vitro translation, RNase
protection assay, and molecular cloning.
¢ Isolated DNA can be used in PCR, Restriction Enzyme digestion,
and Southern Blots.
¢ Isolated protein can be used for Western Blots, recovery of some
enzymatic activity, and some immunoprecipitation.
TRIzol™ Reagent can also be used with Phasemaker™ Tubes to isolate
RNA. Refer to TRIzol™ Reagent and Phasemaker™ Tubes Complete Systent
User Guide (MAN0016163) for the full protocol.

Contents and storage

Cat. No. 15594026 | Cat. No. 15594018
Eontents {100 reactions] {200 reactions) Stordge
TRIzol™ Reagent 100 mL 200 mL 15-30°C

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.

Required materials not supplied

Unless otherwise indicated, all materials are available through
thermofisher.com. MLS: Fisher Scientific (fisherscientific. com) or
other major laboratory supplier.

Table 1 Materials required for RNA, DNA, and protein isolation

item I Source
Equipment
Centrifuge and rotor capable of reaching MLS
12,000 x gand 4°C
Tubes
Polypropylene microcentrifuge tubes | MLS
Reagents
Chioroform | MLS
Table 2 Materials required for RNA isolation

tem I Source
Equipment
Water bath or heat block at 55-60°C ! MLS
Reagents 3 i
Isopropanol MLS
Ethanol, 75% MLS
RNase-free water of 0.5% SDS MLS
[OptionaljRNase-free glycogen MLS
Table 3 Materials required for DNA isolation

ltem ] Source
Reagents
Ethanol, 100% MLS
Ethanol, 75% MLS
0.1 M sodium citrate in 10% ethanol MLS
8 mM NaOH MLS
HEPES MLS
Table 4 Materials required for protein isolation

Item [ Source
Equipment
{Optional/ Dialysis membranes I MLS
Reagents
Isopropanol MLS
Ethanol, 100% MLS
0.3 M Guanidine hydrochloride in 95% ethanol MLS
1% SDS MLS

ThermoFisher



Input sample requirements

IMPORTANT! Perform RNA isolation immediately after sample
collection or quick-freeze samples immediately after collection and
store at —80°C or in liquid nitrogen until RNA isolation.

Starting material per 1 mL of

Samplehype TRIzol" Reagent

Tissues!!!

50-100 mg of tissue

Cells grown in monolayer

1 x 10°-1 x 107 cells grown in
monolayer in a 3.5-cm culture dish
(10 cm?)

Cells grown in suspension

5-10 x 10¢ cells from animal, plant,
or yeasty origin or 1 x 107 cells of
bacterial origin

m

Fresh tissues or tissues stored in RNA/ater” Stabilization Solution (Cat.
No. AM7020).

Procedural guidelines

Perform all steps at room temperature (20-25°C) unless otherwise
noted.

Use cold TRIzol™ Reagent if the starting material contains high
levels of RNase, such as spleen or pancreas samples.

Use disposable, individually wrapped, sterile plastic ware and
sterile, disposable RNase-free pipettes, pipette tips, and tubes.
Wear disposable gloves while handling reagents and RNA
samples to prevent RNase contamination from the surface of the
skin; change gloves frequently, particularly as the protocol
progresses from crude extracts to more purified materials.
Always use proper microbiological aseptic techniques when
working with RNA.

Use RNaseZap™ RNase Decontamination Solution (Cat.

no. AM9780) to remove RNase contamination from work surfaces
and non-disposable items such as centrifuges and pipettes used
during purification.

Lyse samples and separate phases

1.

Lyse and homogenize samples in TRIzol™ Reagent according to
your starting material.

* Tissues:
Add 1 mL of TRIzol™ Reagent per 50-100 mg of tissue to the
sample and homogenize using a homogenizer.

* Cell grown in monolayer:
a. Remove growth media.

b. Add 0.3-0.4 mL of TRIzol™ Reagent per 1 x 10°—107 cells
directly to the culture dish to lyse the cells.

c. Pipet the lysate up and down several times to homogenize.

¢ Cells grown in suspension:

a. Pellet the cells by centrifugation and discard the
supernatant.

b. Add 0.75 mL of TRIzol™ Reagent per 0.25 mL of sample (5-
10 x 10° cells from animal, plant, or yeasty origin or 1 x107
cells of bacterial origin) to the pellet.

Note: Do not wash cells before addition of TRIzol™ Reagent
to avoid mRNA degradation.

c. Pipet the lysate up and down several times to homogenize.

Note: The sample volume should not exceed 10% of the volume
of TRIzol™ Reagent used for lysis.

STOPPING POINT Samples can be stored at 4°C overnight or at —
20°C for up to a year.

(Optional) If samples have a high fat content, centrifuge the lysate
for 5 minutes at 12,000 x g at 4-10°C, then transfer the clear
supernatant to a new tube.

Incubate for 5 minutes to permit complete dissociation of the
nucleoproteins complex.

Add 0.2 mL of chloroform per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for
lysis, then securely cap the tube.

Incubate for 2-3 minutes.

Centrifuge the sample for 15 minutes at 12,000 x g at 4°C.

The mixture separates into a lower red phenol-chloroform, and
interphase, and a colorless upper aqueous phase.

Transfer the aqueous phase containing the RNA to a new tube.
Transfer the aqueous phase containing the RNA to a new tube by
angling the tube at 45° and pipetting the solution out.

IMPORTANT! Avoid transferring any of the interphase or organic
layer into the pipette when removing the aqueous phase.

Proceed directly to “Isolate RNA” on page 2.

Save the interphase and organic phase if you want to isolate DNA or
protein. See “Isolate DNA” on page 3 or “Isolate proteins” on

page 4 for detailed procedures. The organic phase can be stored at
4°C overnight.

Isolate RNA
1 Precipitate the RNA a. (Optional) If the starting sample is small (<10° cells or <10 mg of tissue), add 5-10 pg of RNase-free
glycogen as a carrier to the aqueous phase.
Note: The glycogen is co-precipitated with the RNA, but does not interfere with subsequent
applications.
b. Add 0.5 mL of isopropanol to the aqueous phase, per 1 mlL of TRIzol™ Reagent used for lysis.
c. Incubate for 10 minutes.
d. Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C.
Total RNA precipitate forms a white gel-like pellet at the bottom of the tube.
e. Discard the supernatant with a micropipettor.
2 Wash the RNA a. Resuspend the pellet in 1 mL of 75% ethanol per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for lysis.

Note: The RNA can be stored in 75% ethanol for at least 1 year at —20°C, or at least 1 week at 4°C.
b. Vortex the sample briefly, then centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

Discard the supernatant with a micropipettor.
d. Vacuum or air dry the RNA pellet for 5-10 minutes.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge. Do not let the RNA pellet dry, to ensure total
solubilization of the RNA. Partially dissolved RNA samples have an Aj3/g) ratio <1.6.
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Solubilize the RNA

a. Resuspend the pellet in 20-50 uL of RNase-free water, 0.1 mM EDTA, or 0.5% SDS solution by pipetting

up and down.

IMPORTANT! Do not dissolve the RNA in 0.5% SDS if the RNA is to be used in subsequent enzymatic

reactions.

b. Incubate in a water bath or heat block set at 55-60°C for 10-15 minutes.
Proceed to downstream applications, or store the RNA at —70°C.

Determine the RNA yield

Determine the RNA yield using one of the following methods.

Method

Procedure

Absorbance

Absorbance at 260 nm provides total
nucleic acid content, while absorbance at
280 nm determines sample purity. Since
free nucleotides, RNA, ssDNA, and dsDNS
absorb at 260 nm, they all contribute to the
total absorbance of the sample.

1. Dilute sample in RNase-free water, then measure absorbance at
260 nm and 280 nm.

2. Calculate the RNA concentration using the formula A260 x
dilution x 40 = pg RNA/mL.

3. Calculate the A260/A280 ratio.

A ratio of ~2 is considered pure.

RNA samples can be quantified by absorbance without prior dilution
using the NanoDrop Spectophotometer. Refer to the instrument’s
instructions for more information.

Fluorescence

Fluorescence selectively measures intact
RNA, but does not measure protein or
other contaminant present in the sample

¢ Quantify RNA yield using the appropriate Qubit” or Quant-iT" RNA
Assay Kit (Cat. Nos. Q32852, Q10210, 33140, or Q10213).

Refer to the kit's instructions for more information.

Table 5 Typical RNA (Agp/280 of >1.8) yields from various starting materials

Starting material Quantity RNA yield
Epithelial cells 1 x 108 cells 8-15 g
New tobacco leaf — 73 ug
Fibroblasts 1 x 106 cells 5-7 ug
Skeletal muscles and brain 1mg 1-1.5 ug
Placenta 1mg 1-4 pg
Liver 1mg 6-10 pg
Kidney 1mg 3-4 g

Isolate DNA

Isolate DNA from the interphase and the lower phenol-chloroform phase saved from “Lyse samples and separate phases” on page 2.

1

Precipitate the DNA

a. Remove any remaining aqueous phase overlying the interphase.
This is critical for the quality of the isolated DNA.

Incubate for 2-3 minutes.

-0 20D

Add 0.3 mL of 100% ethanol per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for lysis.
Cap the tube, mix by inverting the tube several times.

Centrifuge for 5 minutes at 2000 x g at 4°C to pellet the DNA.
Transfer the phenol-ethanol supernatant to a new tube.

The supernatant is used for protein isolation (see “Isolate proteins” on page 40, if needed, and can be

stored at -70°C for several months.

2

Wash the DNA

a. Resuspend the pellet in 1 mL of 0.1 M sodium citrate in 10% ethanol, pH 8.5, per 1 mL of TRIzol™

Reagent used for lysis.

b. Incubate for 30 minutes, mixing occasionally by gentle inversion.

Note: The DNA can be stored in sodium citrate/ethanol for at least 2 hours.
c. Centrifuge for 5 minutes at 2000 x g at 4°C.
Discard the supernatant with a micropipettor.

Repeat step 2a—step 2d once.

Note: Repeat step 2a—step 2d twice for large DNA pellets (>200 ug).
Resuspend the pellet in 1.5-2 mL of 75% ethanol per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for lysis.
g. Incubate for 10-20 minutes, mixing occasionally by gentle inversion.
Note: The DNA can be stored in 75% ethanol at several months at 4°C.
h. Centrifuge for 5 minutes at 2000 x g at 4°C.
i. Discard the supernatant with a micropipettor.
j- Vacuum or air dry the DNA pellet for 5-10 minutes.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge.
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3

Solubilize the DNA

b.
c.

Resuspend the pellet in 0.3-0.6 mL of 8 mM NaOH by pipetting up and down.

Note: We recommend resuspending the DNA is a mild base because isolated DNA does not resuspend
well in water or Tris buffer.

Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C to remove insoluble materials.

Transfer the supernatant to a new tube, then adjust pH as needed with HEPES.

Proceed to downstream applications, or store the DNA at 4°C overnight. For longer-term storage at —20°C,
adjust the pH to 7-8 with HEPES and add 1 mM EDTA.

4

Determine the DNA yield

Determine the DNA yield using one of the following methods.

Method Procedure

Absorbance 1. Dilute sample in water or buffer [pH >7.5), then measure

absorbance at 260 nm and 280 nm.

Absorbance at 260 nm provides total

absorb at 260 nm, they all contribute to
the total absorbance of the sample.

A ratio of ~1.8 is considered pure.

nucleic acid content. while absorbance at | 2- Calculate the DNA concentration using the formula A260 x
280 nm determines sample purity. Since dilution x 50 = pg DNA/mL. )
free nucleotides, RNA, ssDNA, and dsDNS | 3. Calculate the A260/A280 ratio.

DNA samples can be quantified by absorbance without prior dilution
using the NanoDrop Spectophotometer. Refer to the instrument's

instructions for more information.

Fluorescence

Fluorescence selectively measures intact
DNA, but does not measure protein or
other contaminant present in the sample

* Quantify dsDNA yield using the appropriate Qubit” or Quant-iT " ds
DNA Assay Kit (Cat. Nos. Q32850, Q32851, 33120, or Q33130).

Refer to the kit's instructions for more information.

Table 6 Typical DNA (Aj40/280 of 1.6-1.8) yields from various starting materials

Starting material Quantity DNA yield
Fibroblasts 1 x 106 cells 5-7 ug
Cultured cells, mammal 1 x 106 cells 5-7 ug
Skeletal muscles and brain 1mg 2-3 g
Placenta 1mg 2-3 g
Liver 1mg 3-4 pg
Kidney 1mg 3-4 pg

Isolate proteins
Isolate the proteins from the phenol-ethanol supernatant saved from “Precipitate the DNA“ on page 3 using either “Precipitate the proteins” on

page 4 or “Dialyse the proteins” on page 5.

1

Precipitate the proteins

a.

Add 1.5 mL of isopropanol to the phenol-ethanol supernatant per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for
lysis.

Centrifuge for 10 minutes at 12,000 x g at 4°C to pellet the proteins.

2

Wash the proteins

Prepare a wash solution consisting of 0.3 M guanidine hydrochloride in 95% ethanol.
Resuspend the pellet in 2 mL of wash solution per 1 mL of TRIzol™ Reagent used for lysis.

b. Incubate for 10 minutes.

G

d. Discard the supernatant with a micropipettor.
a.

b.

c. Incubate for 20 minutes.

x......:rm_.,.mn.

Note: The proteins can be stored in wash solution for at least 1 month at 4°C or for at least 1 year at —
20°C.

Centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

Discard the supernatant with a micropipettor.

Repeat step 2b—step 2e twice.

Add 2 mL of 100% ethanol, then mix by vortexing briefly.

Incubate for 20 minutes.

Centrifuge for 5 minutes at 7500 x g at 4°C.

Discard the supernatant with a micropipettor.

Air dry the protein pellet for 5-10 minutes.

IMPORTANT! Do not dry the pellet by vacuum centrifuge.

3

Solubilize the proteins

b.
c.

Resuspend the pellet in 200 uL of 1% SDS by pipetting up and down.

Note: To ensure complete resuspension of the pellet, we recommend that you incubate the sample at
50°C in a water bath or heat block.

Centrifuge for 10 minutes at 10,000 x g at 4°C to remove insoluble materials.

Transfer the supernatant to a new tube.

Proceed directly to downstream applications, or store the sample at —20°C.
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4 Determine the protein yield ®

Measure protein concentration by Bradford assay.

Note: SDS concentration mush be <0.1%.

Dialyse the proteins

1. Load the phenol-ethanol supernatant into the dialysis membrane.

Note: The phenol-ethanol solution can dissolve some types of
dialysis membranes (cellulose ester, for example). Test dialysis
tubing with the membrane to assess compatibility before starting.
2. Dialyze the sample against 3 changes of 0.1% SDS at 4°C. Make
the first change of solution after 16 hours, the second change 4
hours later (at 20 hours), and the final change 2 hours later (at 22

hours).

Note: A SDS concentration of at least 0.1% is required to
resolubilize the proteins from the pellet. If desired, the SDS can be

diluted after solubilization.

Troubleshooting

3. Centrifuge the dialysate for 10 minutes at 10,000 x g at 4°C.
4. Transfer the supernatant containing the proteins to a new tube.
5. (Optional) Solubilize the pellet by adding 100 uL of 1% SDS and
100 uL of 8 M urea.
Proceed directly to downstream applications, or store the sample at —
20°C.

Observation

Possible cause

Recommended action

A lower yield than expected is
observed

The samples were incompletely
homogenized or lysed.

Decrease the amount of starting material.

Cut tissue samples into smaller pieces and ensure the tissue is
completely immersed in TRIzol™ Reagent to achieve total lysis.

The pellet was incompletely
solubilized

Increase the solubilization rate by pipetting the sample repeatedly, and
heat the sample to 50-60°C.

The sample is degraded

Samples were not immediately
processed or frozen after collection.

Sample must be processed or frozen immediately after collection.

Sample preparations were stored at
the incorrect temperature.

Store RNA samples at -60 to -70°C. Store DNA and protein samples at -
20°C.

The RNA or DNA is contaminated

The interphase/organic phase is
pipetted up with the aqueous phase.

Do not attempt to draw off the entire aqueous layer after phase
separation.

The aqueous phase is incompletely
removed.

Remove remnants of the aqueous phase prior to DNA precipitation.

The DNA pellet is insufficiently
washed with 0.1 M sodium citrate in
10% ethanol

Make sure pellet is washed with 0.1 M sodium citrate in 10% ethanol.

The RNA Ag4o/280 ratio is low

Sample was homogenized in an
insufficient volume of TRIzol™
Reagent.

Add the appropriate amount of TRIzol™ Reagent for your sample type.

The organic phase is incompletely
removed.

Do not attempt to draw off the entire aqueous layer after phase
separation.

The DNA Ayyp/280 ratio is low

Phenol was not sufficiently removed
from the DNA preparation.

Wash the DNA pellet one additional time in 0.1 M sodium citrate in 10%
ethanol.

Limited product warranty

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their
products as set forth in the Life Technologies' General Terms and
Conditions of Sale found on Life Technologies' website at
www.thermofisher.com/us/en/home/global/terms-and-
conditions.html. If you have any questions, please contact Life
Technologies at www.thermofisher.com/support.
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Anexo 3: Guia de uso TURBO DNA- free™ DNasa

USER GUIDE ambionu

by,ei{é technologies”

TURBO DNA-free™ Kit

TURBO™ DNase Treatment and Removal Reagents
Catalog Number AM1907
Publication Number 1907M Revision G

Product description

Ambion® TURBO DNA-free™ DNase Treatment and Removal Reagents are designed
to remove contaminating DNA from RNA preparations, and to subsequently remove
the DNase and divalent cations from the sample. The included TURBO™ DNase
(patent pending) is an engineered version of wild type DNase I with 350% greater
catalytic efficiency. TURBO™ DNase has a markedly higher affinity for DNA than
conventional DNase I, and is thus more effective in removing trace quantities of DNA
contamination. In addition, TURBO™ DNase maintains up to 50X greater activity than
DNase I in solutions containing physiological salt concentrations. The TURBO™
DNase provided in the kit is overexpressed in an animal-free system, and is then
extensively purified in a bovine-free process and tested. It is guaranteed to lack any
contaminating RNase activity. The kit also includes an optimized DNase reaction
buffer that contains a small molecule enhancer that extends the activity of the
TURBO™ DNase enzyme by 100-fold or more. Using TURBO DNA-free™,
contaminating DNA is digested to levels below the limit of detection by routine PCR
(Figure 1). The DNase is then removed rapidly and easily using a novel method which
does not require phenol/chloroform extraction, alcohol precipitation, heating, or the
addition of EDTA (see Table 1 on page 2). TURBO DNA-frec" treated RNA is suitable
for endpoint or real-time RT-PCR, microarray analysis, RPAs, Northerns, and all other
RNA analysis methods.

In addition to removing the DNase enzyme, DNase Inactivation Reagent also removes
divalent cations, such as magnesium and calcium, which can catalyze RNA
degradation when RNA is heated with the sample (Figure 2 on page 3).

technologies”’
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Product description

Figure 1 TURBO DNA-free™ reduces genomic DNA contamination by greater than 5 million
fold. Equal amounts of mouse spleen total RNA (purified using the RNAqueous® Kit) were
either treated with 7.8 U of TURBO DNA-free™ in a 130 pL reaction for 20 min at 37°C, or were
left untreated. The digestions were stopped by adding 22 pL DNase Inactivation Reagent. 5 pL
(1 ug RNA) was amplified in a one step 25-pL RT-PCR using a TagMan® primer probe set for
mouse GAPDH. Treated and untreated samples were reverse transcribed with Life Technologies
MessageSensor™ RT Kit. RT-minus samples were subjected to PCR to control for DNA
contamination. Results are shown using a linear scale so that the amplification plot for the
TURBO™ DNase-treated, RT-minus sample is visible.

The fold-removal (5.4 x 106 fold) of genomic DNA was calculated as follows: The Cr value from
the untreated RNA in the RT-minus reaction is the level of gDNA contamination. The fold-
removal was determined by subtracting the RT-minus reaction Cy value for the treated RNA
sample, 39.5 (the other duplicate’s signal was undetectable) from the Cr value of the untreated
sample, 17.13, and raising the 17.13 as the exponent with a base of 2.

2.5
TURBO DNA-free treated/RT—PCRi

2
A Untreated/RT-PCR
15

& 1 TUntreated/RT-minus
S
©
a
5]
0 B e —
5 TTURBO DNA-free treated/RT-minus

10 20 30 40
Cycle Number

Table 1 Treatment of RNA with TURBO DNA-free™ maintains target sensitivity in real-time
RT-PCR. Total RNA from Hela S3 cells was treated with the TURBO DNA-free™ Kit following
the standard protocol. 5 pL of the treated RNA was then reverse transcribed using the
MessageSensor™ RT Kit, and the resulting cDNA was amplified by real-time RT-PCR using
primer and probe sets for either human B-actin or CDC-2 with TaqMan® detection.

C, for B-actin (duplicates)

RNA-treatment 100 pg RNA 1 pg RNA
none 24.78 [ 24.67 31.83/31.53
TURBO DNA-free™ treated 24.50 / 24.62 30.89 /30.88

Cr for CDC-2 (duplicates)
none 28.88 / 28.24 34.41/35.50
TURBO DNA-free™ treated 27.71/2810 | 34.04/3399
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Product description

Figure 2 Removal of divalent cations by DNase inactivation reagents. Hel.a-S3 total RNA
(100 ng), in 50 L 1X TURBO DNase Buffer or in nuclease-free water, was treated with
components from the TURBO DNA-free™ Kit as indicated. Samples were heated for 10 min at
75°C (Lanes 2, 3, & 5), or 3 min at 90°C (Lane 4), to determine if divalent cations from the TURBO
DNase Buffer remained in solution, and degraded the RNA. 1 pL of each sample was analyzed
on an RNA LabChip® using the Agilent® 2100 Bioanalyzer™ Instrument. Note that RNA was
degraded in the sample that contained TURBO DNase Buffer, but was not treated with the
DNase Inactivation Reagent (Lane 5); this degradation is due to the presence of divalent ions that

induce heat-mediated RNA cleavage.
Nucleasefree 10X TURBO

Water DNase Buffer
- - + +  TURBO DNase
- - + - DNase Inactivation Reagent

- + + +  Heated 75°C, 10 min

-___

188

0.2 -—
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Procedure overview
How much RNA can be treated with TURBO DNA-free™ reagents?

Procedure overview
For the detailed procedure, see “TURBO DNA-free™ procedure” on page 5.
Add DNase Digestion Reagents

1. Add 0.1 volume 10X TURBO DNase Buffer and 1 uL TURBO DNase to
the RNA, and mix gently (page 5) v/

Incubate
2. Incubate at 37°C for 20-30 min (page 6) &
Add DNase Inactivation Reagent

3. Add resuspended DNase Inactivation Reagent (typically 0.1 volume)
and mix well. (page é)

Incubate and mix
4. Incubate 5 min at room temperature, mixing occasionally. (page 6) ?
/

Centrifuge and transfer RNA

5. Centrifuge at 10,000 x g for 1.5 min and transfer the RNA to a fresh £
tube (page 6) [

How much RNA This protocol is designed to remove trace to moderate amounts of contaminating DNA
can be treated with  (up to 50 ug DNA/mL RNA) from purified RNA to a level that is mathematically
TURBO DNA-free™ insignificant by RT-PCR. No RNA isolation method can extract RNA that is completely
ts? free from DNA contamination; in fact, RN A isolated from some tissues, such as spleen,
reagents: kidney, or thymus, often contain relatively high levels of DNA. Other potential sources
of DNA contamination include carryover of the interface during organic extractions,
and overloaded glass-fiber filters during RNA purification.
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TURBO DNA-free™ components and storage
Procedure notes

TURBO DNA-free™ components and storage

Reagents are provided for 50 TURBO DNA-free™ treatments (up to 100 uL each).

Amount ‘ Component ‘ Storage
120 yL | TURBO DNase (2 Units/uL)
600 yL | 10X TURBO DNase Buffer ' -20°C

600 pL DNase Inactivation Reagent

175 mL | Nuclease-free Water ' any temperaturet

1 Store Nuclease-free Water at -20°C, 4°C, or room temperature.

Store the TURBO DNA-free™ Kit at —20°C in a non-frost-free freezer for long-term
storage. For convenience, the 10X TURBO DNase Buffer and the DNase Inactivation
Reagent can be stored at 4°C for up to 1 week.

TURBO DNA-free™ procedure

Procedure notes

Procedure

*  We recommend conducting reactions in 0.5 mL tubes to facilitate removal of the
supernatant after treatment with the DNase Inactivation Reagent.

» TURBO DNA-free™ reactions can be conducted in 96-well plates. We recommend
using V-bottom plates because their shape makes it easier to remove the RNA
from the pelleted DNase Inactivation Reagent at the end of the procedure.

* The recommended reaction size is 10-100 uL. A typical reaction is 50 uL.

1. Add 0.1 volume 10X TURBO DNase Buffer and 1 uL TURBO DNase to the RNA,
and mix gently

There are separate DNase digestion conditions depending on the amount of
contaminating DNA and the nucleic acid concentration of the sample.

¢ Routine DNase treatment: <200 ug nucleic acid per mL

¢ Rigorous DNase treatment: >200 ug nucleic acid per mL or RNA that is
severely contaminated with DNA (i.e. >2 ug DNA/50 uL)

Routine DNase treatment: Use 1 uL TURBO™ DNase (2 U) for up to 10 pg of
RNA in a 50 uL reaction. These reaction conditions will remove up to 2 ug of
genomic DNA from total RNA in a 50 uL reaction volume.

Rigorous DNase treatment: If the RNA contains more than 200 pg of nucleic acid
per mL, dilute the sample to 10 pg nucleic acid/50 pL before adding the TURBO
DNase Buffer and TURBO™ DNase. It is also helpful to add only half of the

TURBO ™ DNase to the reaction initially, incubate for 30 min, then add the
remainder of the enzyme and incubate for another 30 min.

If the sample cannot be diluted, simply increase the amount of TURBO DNase to
2-3 uL (4-6 U). It may be possible to successfully remove contaminating DNA
from samples containing up to 500 pg/mL nucleic acid in a 10-100 uL TURBO
DNA-free™ reaction. However, the efficacy of treating highly concentrated nucleic
acid samples depends on the absolute level of DNA contamination, and residual

DNA may or may not be detectable by PCR after 3540 cycles.
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TURBO DNA-free™ procedure

Procedure

. Incubate at 37°C for 20-30 min

If only half of the TURBO DNase was added in the previous step, incubate for
30 min, then add the rest of the TURBO DNase and incubate for 30 min more.

. Add resuspended DNase Inactivation Reagent (typically 0.1 volume) and mix

well.

Always resuspend the DNase Inactivation Reagent by flicking or vortexing the
tube before dispensing it.
¢ For routine DNase treatment: use 2 uL or 0.1 volume DNase Inactivation
Reagent, whichever is greater. For example, if the RNA volume is 50 pL, and
1 puL of TURBO DNase was used in the previous step, add 5 uL. of DNase
Inactivation Reagent.

 For rigorous DNase treatments: where 2-3 uL of TURBO DNase was used,
add 0.2 volumes of DNase Inactivation Reagent.

IMPORTANT! Always use at least 2 uL of DNase Inactivation Reagent, even if
itis more than 0.1 volume.

Note: The DNase Inactivation Reagent may become difficult to pipette after
multiple uses due to depletion of fluid from the interstitial spaces. If this
happens, add a volume of Nuclease-free Water (supplied with the kit) equal
to approximately 20-25% of the bed volume of the remaining DNase
Inactivation Reagent, and vortex thoroughly to recreate a pipettable slurry.

. Incubate 5 min at room temperature, mixing occasionally.

Flick the tube 2-3 times during the incubation period to redisperse the DNase
Inactivation Reagent.

Note: If room temperature cools below 22-26°C, move the tubes to a heat block or
oven to control the temperature. Cold environments can reduce the inactivation
of the TURBO DNase, leaving residual DNase in the RNA sample.

. Centrifuge at 10,000 x g for 1.5 min and transfer the RNA to a fresh tube

Flick the tube 2-3 times during the incubation period to redisperse the DNase
Inactivation Reagent.

* For 96-well plates, centrifuge at 2000 x g for 5 min.
This centrifugation step pellets the DNase Inactivation Reagent. After
centrifuging, carefully transfer the supernatant, which contains the RNA, into a
fresh tube. Avoid introducing the DNase Inactivation Reagent into solutions that
may be used for downstream enzymatic reactions, because it can sequester
divalent cations and change the buffer conditions.
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Troubleshooting
Functional testing

Troubleshooting
Observation Possible cause Recommended action
No RT-PCR product is detectable DNase Inactivation Reagent could  In step 5, remove the RNA solution from
from RNA treated with TURBO DNA- | inhibit RT-PCR the pelleted DNase Inactivation Reagent
free™ carefully to avoid transferring it to the tube
of RNA. You may have to leave a small
amount of RNA behind to accomplish this.
If you accidentally touch the pellet while
removing the RNA, recentrifuge to pack
the DNase Inactivation Reagent.
TURBO DNA-free™ treated RNA For RT-PCR, we recommend that TURBO
should comprise only ~20% of an DNA-free™ treated RNA makes up ~20%,
RT-PCR reaction volume. and no more than 40%, of the final RT-
PCR volume. Otherwise, components from
the TURBO DNase Buffer and the DNase
Inactivation Reagent could interfere with
the reaction. If necessary, RT-PCR
volumes can be increased to 50 pL or
more to accommodate your RNA without
exceeding the 20-40% limit.
RNA used in RT-PCR should be The salt in TURBO DNA-free™ reactions is
treated only once with TURBO carefully balanced for optimal TURBO
DNA-free™ DNase activity. Subjecting RNA to a second
TURBO DNA-free™ treatment will
introduce additional salts that could
interfere with downstream enzymatic
reactions.
RNA is degraded upon heating to RNA samples that contain divalent = To ensure that divalent cations are
>60°C cations, such as magnesium or removed in step 4, redisperse the DNase
calcium, will degrade when heated | Inactivation Reagent by mixing the
to temperatures above 60°C. reaction 2-3 times during the incubation
period.
The RNA absorbance spectrum has If the concentration of RNA in the sample is less than about 50 ng/pL, you may
an unusual profile after treatment notice significant absorbance at ~230 nm. Ay4o/Asgg ratios may also be slightly
with TURBO DNA-free™. lower than normal when the RNA concentration is <25 ng/pL. These differences

in the absorbance profile are caused by the enhancer in the TURBO DNase Buffer.
Exhaustive comparisons with both treated and untreated RNA samples indicate
that the enhancer has no affect on accurate RNA quantification unless the RNA
concentration is below 10 ng/pL.

Quality control

™

Functional testing The activity of the TURBO™ DNase is tested functionally in a unit activity assay. One
unit is defined as the amount of enzyme required to completely degrade 1 ug DNA in
10 min at 37°C. Results are analyzed by agarose gel electrophoresis. The DNase
Inactivation Reagent is tested for its ability to remove both TURBO™ DNase and
TURBO™ DNase Buffer components. Results are analyzed by agarose gel
electrophoresis and the Agilent 2100 bioanalyzer, respectively.
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Appendix ASafety

Nuclease testing

Nuclease testing Relevant kit components are tested in the following nuclease assays:

RNase activity
A sample is incubated with labeled RNA and analyzed by PAGE.

Nonspecific endonuclease activity

A sample is incubated with supercoiled plasmid DNA and analyzed by agarose gel
electrophoresis.

Exonuclease activity

A sample is incubated with labeled double-stranded DNA, followed by PAGE

analysis.

Protease testing A sample is incubated with protease substrate and analyzed by fluorescence.

Appendix A Safety

Chemical safety WARNING! GENERAL CHEMICAL HANDLING. To minimize hazards,
ensure laboratory personnel read and practice the general safety guidelines for
chemical usage, storage, and waste provided below, and consult the relevant
SDS for specific precautions and instructions:

Read and understand the Safety Data Sheets (SDSs) provided by the
chemical manufacturer before you store, handle, or work with any chemicals
or hazardous materials. To obtain SDSs, see the “Documentation and
Support” section in this document.

Minimize contact with chemicals. Wear appropriate personal protective
equipment when handling chemicals (for example, safety glasses, gloves, or
protective clothing).

Minimize the inhalation of chemicals. Do not leave chemical containers
open. Use only with adequate ventilation (for example, fume hood).

Check regularly for chemical leaks or spills. If a leak or spill occurs, follow
the manufacturer's cleanup procedures as recommended in the SDS.
Handle chemical wastes in a fume hood.

Ensure use of primary and secondary waste containers. (A primary waste
container holds the immediate waste. A secondary container contains spills
or leaks from the primary container. Both containers must be compatible
with the waste material and meet federal, state, and local requirements for
container storage.)

After emptying a waste container, seal it with the cap provided.
Characterize (by analysis if necessary) the waste generated by the particular
applications, reagents, and substrates used in your laboratory.

Ensure that the waste is stored, transferred, transported, and disposed of
according to all local, state/provincial, and/or national regulations.
IMPORTANT! Radioactive or biohazardous materials may require special
handling, and disposal limitations may apply.
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Documentation and support
Obtaining SDSs

Documentation and support

Obtaining SDSs

Obtaining support

Limited product
warranty

Safety Data Sheets (SDSs) are available from www.lifetechnologies.com/support.

Note: For the SDSs of chemicals not distributed by Life Technologies, contact the
chemical manufacturer.

For the latest services and support information for all locations, go to:
www.lifetechnologies.com/support

At the website, you can:

¢ Access worldwide telephone and fax numbers to contact Technical Support and
Sales facilities

¢ Search through frequently asked questions (FAQs)
e Submit a question directly to Technical Support (techsupport@lifetech.com)

¢ Search for user documents, SDSs, vector maps and sequences, application notes,
formulations, handbooks, certificates of analysis, citations, and other product
support documents

¢ Obtain information about customer training

¢ Download software updates and patches

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their products as set forth
in the Life Technologies' General Terms and Conditions of Sale found on Life

Technologies” website at www.lifetechnologies.com/termsandconditions. If you have
any questions, please contact Life Technologies at www.lifetechnologies.com/support.
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Anexo 4: Guia de uso High-Capacity cDNA Reverse Transcription kit with RNasa inibitor

appliedbiosystems

High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
USER GUIDE

For 200 and 1000 reaction kits

Catalog Numbers 4368813, 4348814, 4374966, 4374967
Publication Number MANG017977

Revision A0

ThermoFisher

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures. SCIENTIFIC
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I Manufacturer: Thermo Fisher Scientific Baltics UAB | V.A. Graiciuno 8, LT-02241 | Vilnius, Lithuania

The information in this guide is subject to change without notice.

DISCLAIMER: TO THE EXTENT ALLOWED BY LAW, THERMO FISHER SCIENTIFIC INC. AND/OR ITS AFFILIATE(S) WILL NOT BE LIABLE FOR SPECIAL,
INCIDENTAL, INDIRECT, PUNITIVE, MULTIPLE, OR CONSEQUENTIAL DAMAGES IN CONNECTION WITH OR ARISING FROM THIS DOCUMENT,

INCLUDING YOUR USE OF IT.

Revision history: Revision history of Pub. no. MAN0017977

Revision

Date

Description

A0

16 July 2018

Baseline for this revision history.

Important Licensing Information: These products may be covered by one or more Limited Use Label Licenses. By use of these products, you accept

the terms and conditions of all applicable Limited Use Label Licenses.

Trademarks: All trademarks are the property of Thermo Fisher Scientific and its subsidiaries unless otherwise specified. TagMan is a registered
trademark of Roche Molecular Systems, Inc., used under permission and license.

©2018 Thermo Fisher Scientific Inc. All rights reserved.

76




Contents

W Prodact INFOrTYISEUONT s s sesss s 6 ms i m e e s 5
ProdUCtdESCRIPRIGIN .o wnomysumyes wsamess:essys sy v s e sas wse sssissgs [5ues e sy st sees 5
AVAIlADLE KitS: s s s smw won s sie Gms s B G BaE GE Be GRS SN0 TN A N AE SR R & 5
Contents and StOrage ... ...ooiii ittt e e 6
Required materials:not sUpplied ... wowsms s s vz s s s smosess v wm e s 6
WOTKELOW :xic s wiwm v s s st s ol wism s s, S0 i i S8R i i G080 e Alaie Sia0s se. s 7

I = LT 8
GuidelinesiforitemplateRNA . s wmm st s oo suges s, s o) o/ S0 FH R 5 5708 s S 8
Reverse transcription reaction guidelines ......... ... .. i 8
Prepare the 2X RT master mix (20-pL reaction) . ..........ooiireiiiiiiiiiiiiieennnn 9
Prepare the reverse transcriptionreactions ........... ...ttt 9
Perform reverse transeription’ . sos sas von vas vos vos s waw son et s sas e wve o ues 10
APPENDIX A PCR good laboratory practices ...........ccvvvuiieannn. 1
Good laboratory practices for PCRand RT-PCR ..ottt 1"
APPENDIX B Results from reverse transcription .................... 12
Quantitative PCR . ... .o i, 12
Yields for differenttargets ...t i i e 13
Yields for differeNttatgels s cum s wan e sy s @ s el S 595 FaE GE0E W6 G M) e 08 14
APPENDIX C Accessory products ........ccuuiiveeeiunneineennnnnennns 16
ACCESSORYTDTOUUEES, o musosonsssvisusionitre opmeasssmsieisin sy e ey Nt S S SR s SR 16
APPENDIX D Safety ..cvuiiiiiiiiiii i 17
CREMICALISATEEV o.x s wioss. o5 e Se0Eros oS T TR A ran o) s S o et o T B AR TR e e 18
Biological hazard safety ..........iiiiniiiii i i it it et e 19

77



Contents

APPENDIXE Documentation and support ..........covviiiiiiinnnnnn.

Customer:and technical SUPPOTT: ... wu sos sos s s s simse womes wrivs wsasis srns swss, soata s sowis &

Limited product warranty

78



g
5%

,'
“iﬁgﬁi:
R

E/
\
i/

Product information

IMPORTANT! Before using this product, read and understand the information in the
“Safety” appendix in this document.

Product description

Available kits

The Applied Biosystems™ High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit contains all
the reagents needed for reverse transcription (RT) of up to 2 pg of total RNA to single-
stranded cDNA in a 20 pL reaction. The cDNA prepared using the kit is suitable for
quantitative PCR, archival storage, or conversion to cRNA.

The random primer method is used for initiating cONA synthesis, and ensure that
first strand synthesis occurs efficiently with all species of RNA molecules present,
including mRNA and rRNA. The kit has been tested extensively against various RNA
templates, including G/C-rich and A/U-rich RNA species. The effect of relative mRNA
abundance was also examined to see if the reverse transcriptase reaction generates
products in a manner directly dependent to the amount of input RNA template. In all
cases, quantitative conversion of mRNA and 18S ribosomal RNA species was
observed.

Kit Cat. No.
High-_Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 200 4368814
reactions
High-_Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 1000 4368813
reactions
Hig_h-.Capacity cDN'A Reverse Transcription Kit with RNase 4374966
Inhibitor, 200 reactions
ng'h-.Capaaty cDNA Reverse Transcription Kit with RNase 4374967
Inhibitor, 1000 reactions
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Product information
Contents and storage

Contents and storage

Cat. No.
Contents Storage
4368813 4374967 4368814 4374966
10X RT Buffer 2x1.0mL 2x1.0mL 1x1.0mL 1x1.0mL
10X RT Random Primers 2x1.0mL 2x1.0mL 1x1.0mL 1x1.0mL
25X dNTP Mix (100 mM) 1x1.0mL 1x1.0mL 1x0.2mL 1x0.2mL

-25°C to -15°C

MultiScribe™ Reverse

Transcriptas (50 U/uL) 1x1.0mL 1x1.0mL 2x0.1mL 2x0.1mL

RNase Inhibitor — 5x 200 pL — 1x 200 pL

Required materials not supplied

Unless otherwise indicated, all materials are available through thermofisher.com.
MLS: Fisher Scientific (fisherscientific.com) or other major laboratory supplier.

Item Source
Nuclease-free water MLS
Pipette tips, aerosol-resistant MLS
Pipettes, positive-displacement MLS
Vortexer MLS
Microcentrifuge MLS
Disposable gloves MLS
Centrifuge (>3,000 x g (rcf], temperature controlled) MLS
Reagent Tubes with Caps, 10-mL MLS
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Product information
Workflow

Workflow

Prepare 2X reverse transcription master mix
A 4
Add RNA to reverse transcription reactions

\ 4

Perform reverse transcription in a thermal cycler

e

Use the cDNA directly for
quantitative or other PCR
applications

Store the cDNA (2°C to 6°C short
term, -25°C to -15°C long-term)
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" Methods

Guidelines for template RNA

Observe the following guidelines to ensure optimal performance when using the
High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

e Use up to 2 ug of total RNA per 20-uL reaction.
* Dissolve RNA in PCR-compatible buffer or water.
* Ensure RNA is free of inhibitors of reverse transcription and PCR.

¢ Ensure RNA is free of RNase activity. If you suspect that the RNA contains RNase
activity, add RNase Inhibitor to the reverse transcription reaction at a final
concentration of 1 U/uL.

Reverse transcription reaction guidelines

The kit contains reagents that, when combined, form a 2X reverse transcription (RT)
master mix. An equal volume of RNA sample should be added. To avoid RNase
contamination, RNase-free reagents and consumables must be used.
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Methods
Prepare the 2X RT master mix (20-pL reaction) [0

Prepare the 2X RT master mix (20-pL reaction)

1. Allow the kit components to thaw on ice.

2. Calculate the volume of components needed to prepare the required number of
reactions.

Note: Prepare the RT master mix on ice.

Volume
Cmpenay with RNase Inhibitor | “'ffiout Rhase

10X RT Buffer 2.0uL 2.0puL
25X dNTP Mix (100 mM] 0.8 uL 0.8 uL
10X RT Random Primers 2.0 uL 2.0puL
RNase Inhibitor 1.0 pL -

Nuclease-free H,0 3.2l 4.2 L
Total per reaction 10.0 uL 10.0 uL

IMPORTANT! Include additional reactions in the calculations to provide excess
volume for the loss that occurs during reagent transfers.

3. Place the 2X RT master mix on ice and mix gently.

Prepare the reverse transcription reactions

1. Pipette 10 pL of 2X RT master mix into each well of a 96-well reaction plate or
individual tube.

2. Pipette 10 uL of RNA sample into each well, pipetting up and down two times to
mix.

3. Seal the plates or tubes.

4. Briefly centrifuge the plate or tubes to spin down the contents and to eliminate
any air bubbles.

5. Place the plate or tubes on ice until you are ready to load the thermal cycler.

83



Methods

Perform reverse transcription

Perform reverse transcription

1.

Program the thermal cycler using the conditions below.

IMPORTANT! These conditions are optimized for use with the High-Capacity

cDNA Reverse Transcription Kit.

Settings Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temp. 25°%€ 37°C 85°C 4°C
Time 10 minutes 120 minutes 5 minutes Hold

Set the reaction volume to 20 uL.

Start the thermal cycler run.

84

. Load the reaction plates or tubes into the thermal cycler.




PCR good laboratory practices

Good laboratory practices for PCR and RT-PCR

When preparing samples for PCR or RT-PCR amplification:
¢ Wear clean gloves and a clean lab coat.

— Do not wear the same gloves and lab coat that you have previously used
when handling amplified products or preparing samples.

* Change gloves if you suspect that they are contaminated.
* Maintain separate areas and dedicated equipment and supplies for:
— Sample preparation and reaction setup.
- Amplification and analysis of products.
* Do not bring amplified products into the reaction setup area.
* Open and close all sample tubes carefully. Avoid splashing or spraying samples.
¢ Keep reactions and components capped as much as possible.
* Use a positive-displacement pipettor or aerosol-resistant barrier pipette tips.

¢ Clean lab benches and equipment periodically with 10% bleach solution or DNA
decontamination solution.
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Results from reverse transcription

Quantitative PCR

To determine the yield of the cDNA from the reverse transcription of total RNA, use
quantitative PCR to test various input amounts of RNA for the cDNA yield of
different gene targets.

The following table lists some targets and available Applied Biosystems™ kits that can
be used to evaluate the yield of cDNA conversion.

Gene target Kit name Cat. No.
18S TagMan® Ribosomal RNA Control Reagents 4308329
GAPDH TagMan® GAPDH Control Reagents (Human) 402869
GAPDH ATaqMan® Rodent GAPDH Control Reagents ‘ 4308313
B-actin TagMan® B-actin Detection Reagents 401846

Other TagMan® Gene Expression Assays can be used to evaluate the yield of cDNA
conversion. For a list of available assays, go to thermofisher.com.
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Appendix B Results from reverse transcription
Yields for different targets

Yields for different targets

For the example in this appendix, the input total RNA was obtained from human Raji
cells, and the RNA was converted to cDNA using the High-Capacity cONA Reverse
Transcription Kit. Figure 1 shows an example of quantitative PCR results from the
cDNA for 11 different gene targets, which vary in expression levels.

30
25 —%— 18S
—a&— B-actin
—+— Brmicroglobulin
20 —-a— - cyclophilin
& —a— GAPDH
= —<— PB-glucuronidase
g —— hypoxanthine phosphoribosyl transferase
& 15 ——o— phosphoglycerate kinase
—a&— acidic ribosomal protein
— -4— - TATA-binding protein
—o— transferrin receptor
10 X
5

0.1 1.0 10.0
RNA Input (ug)

Figure 1 The expected ACT values of 3.3 for each tenfold increase in the RNA input
quantity are obtained for 11 different RNA transcripts converted to cDNA from different
input quantities of total RNA.

Note: The amplicon for 32-microglobulin in this study was specifically designed to
be A/U rich. The threshold cycle (CT) values are plotted against RNA input amounts
of 0.1, 1.0, and 10.0 pg in 100-uL reactions.
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e Appendix B Results from reverse transcription
Yields for different targets

Yields for different targets

To achieve optimal conversion, allow reverse transcription to occur for 120 minutes at
37 °C. Figures 2, 3, and 4 show CT values plotted against reaction time in minutes for
three different targets (185, GAPDH, and 32-microglobulin) and three input amounts
of RNA (0.1, 1.0, and 10.0 pg in 100-uL reactions).

22.0
. 0.1 ug
E——s—______ =
20.0 1
o B 1.0 ug
© 18.0 1 F i
>
'_
(&}
16.0
- 10.0 ug
14.0 T T " . : .
10 30 50 70 90 110 130

Time (min)

Figure 2 The rate of conversion of 185 RNA to cDNA reaches a maximum at 120 minutes
with 10 pg of input RNA and at 30 minutes or less with 0.1 to 1.0 pg of input RNA (based on

100-pL reactions).

35.0 1//{\1_,—’{———‘%1 Hg
33.0 1
1.0 ug
9 J—— T ¥ i
2 310 B
=
'_
o
29.0 1
N 10.0 ug
—— —7
27.0 : . : - - .
10 30 50 70 90 110 130

Time (min)

Figure 3 The rate of conversion of GAPDH RNA to cDNA reaches a maximum at 60
minutes or less at all RNA input levels (based on 100-pL reactions).
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Appendix B Results from reverse transcription
Yields for different targets

0.1 ug
30.0
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24.0 . . . . . )
10 30 50 70 90 110 130
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Figure 4 The rate of conversion of B2-microglobulin RNA to cDNA reaches a maximum at
60 minutes or less at all RNA input levels (based on 100-pL reactions).
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Accessory products

Accessory products

Unless otherwise indicated, all materials are available through thermofisher.com.
MLS: Fisher Scientific (fisherscientific.com) or other major laboratory supplier.

Item Source
MicroAmp™ Fast Optical 96-Well Reaction Plate, 0.1 mL 4346907
g;crzc;ﬁz%:F;sLt Optical 96-Well Reaction Plate with 4346906
MicroAmp"™ Optical 96-Well Reaction Plate N8010560
MicroAmp™ 8-Tube Strip, 0.2 mL N8010580
MicroAmp™ Fast 8-Tube Strip, 0.1 mL 4358293
MicroAmp™ 8-Cap Strip, clear N8010535
MicroAmp™ Clear Adhesive Film 4306311
MicroAmp™ Optical Adhesive Film 4360954
MicroAmp™ Optical 96-Well Reaction Plate with Barcode &
Optical Caps il
MicroAmp™ Optical 8-Cap Strips 4323032
MicroAmp™ Cap Installing Tool 4330015
MicroAmp™ Adhesive Film Applicator 4333183
RNase Inhibitor ["! N8080119

1 Included with Cat. Nos. 4374966 and 4374967
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Safety

WARNING! GENERAL SAFETY. Using this product in a manner not specified
in the user documentation may result in personal injury or damage to the
instrument or device. Ensure that anyone using this product has received
instructions in general safety practices for laboratories and the safety
information provided in this document.

- Before using an instrument or device, read and understand the safety
information provided in the user documentation provided by the
manufacturer of the instrument or device.

Before handling chemicals, read and understand all applicable Safety Data
Sheets (SDSs) and use appropriate personal protective equipment (gloves,
gowns, eye protection, etc). To obtain SDSs, see the “Documentation and
Support” section in this document.
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Appendix D Safety
Chemical safety

Chemical safety

WARNING! GENERAL CHEMICAL HANDLING. To minimize hazards,
ensure laboratory personnel read and practice the general safety guidelines for
chemical usage, storage, and waste provided below. Consult the relevant SDS
for specific precautions and instructions:

Read and understand the Safety Data Sheets (SDSs) provided by the
chemical manufacturer before you store, handle, or work with any chemicals
or hazardous materials. To obtain SDSs, see the “Documentation and
Support” section in this document.

- Minimize contact with chemicals. Wear appropriate personal protective

equipment when handling chemicals (for example, safety glasses, gloves, or
protective clothing).

Minimize the inhalation of chemicals. Do not leave chemical containers open.
Use only with adequate ventilation (for example, fume hood).

- Check regularly for chemical leaks or spills. If a leak or spill occurs, follow

the manufacturer's cleanup procedures as recommended in the SDS.

. Handle chemical wastes in a fume hood.

- Ensure use of primary and secondary waste containers. (A primary waste

container holds the immediate waste. A secondary container contains spills
or leaks from the primary container. Both containers must be compatible
with the waste material and meet federal, state, and local requirements for
container storage.)

- After emptying a waste container, seal it with the cap provided.

Characterize (by analysis if necessary) the waste generated by the particular
applications, reagents, and substrates used in your laboratory.

Ensure that the waste is stored, transferred, transported, and disposed of
according to all local, state/provincial, and/or national regulations.

- IMPORTANT! Radioactive or biohazardous materials may require special

handling, and disposal limitations may apply.
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Appendix D Safety
Biological hazard safety

Biological hazard safety

@ WARNING! BIOHAZARD. Biological samples such as tissues, body fluids,
infectious agents, and blood of humans and other animals have the potential to
transmit infectious diseases. Conduct all work in properly equipped facilities
with the appropriate safety equipment (for example, physical containment
devices). Safety equipment can also include items for personal protection, such
as gloves, coats, gowns, shoe covers, boots, respirators, face shields, safety
glasses, or goggles. Individuals should be trained according to applicable
regulatory and company/ institution requirements before working with
potentially biohazardous materials. Follow all applicable local, state/provincial,
and/or national regulations. The following references provide general
guidelines when handling biological samples in laboratory environment.

- U.S. Department of Health and Human Services, Biosafety in Microbiological
and Biomedical Laboratories (BMBL), 5th Edition, HHS Publication No. (CDC)
21-1112, Revised December 2009; found at:
www.cdc.gov/biosafety/publications/bmbl5/BMBL.pdf

- World Health Organization, Laboratory Biosafety Manual, 3rd Edition,
WHO/CDS/CSR/LYO/2004.11; found at:

www.who.int/cst/resources/publications/biosafety/Biosafety7.pdf
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Documentation and support

Customer and technical support

Visit thermofisher.com/support for the latest in services and support, including:
¢ Worldwide contact telephone numbers

* Product support, including:
— Product FAQs

— Software, patches, and updates

— Training for many applications and instruments
* Order and web support
* Product documentation, including;:

— User guides, manuals, and protocols

— Certificates of Analysis

— Safety Data Sheets (SDSs; also known as MSDSs)

Note: For SDSs for reagents and chemicals from other manufacturers,
contact the manufacturer.

Limited product warranty

Life Technologies Corporation and/or its affiliate(s) warrant their products as set forth
in the Life Technologies' General Terms and Conditions of Sale found on Life
Technologies' website at www.thermofisher.com/us/en/home/global/
terms-and-conditions.html. If you have any questions, please contact Life
Technologies at www.thermofisher.com/support.
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Anexo 5: Protocolo de uso POWER UPT™ SYBR® Green Master Mix

appliedbiosystems

PROTOCOL PowerUp SYBR Green Master Mix

Guidelines for comparing
SYBR Green master mixes

Take the master mix challenge—compare your current master mix to Applied Biosystems™ PowerlUp™ SYBR™ Green Master
Mix using this simple protocal. In cur own experiments, we found that PowerUp SYBR Green Master Mix outperformed other
master mixes when comparing specificity, PCR efficiency, dynamic range, and precision over muttiple targets.

This protocol is for the comparison of PowerUp SYBR Green Master Mix to one other master mix using 20 pl reactions in
triplicate. Adjust volumes as needed.

Reaction preparation
1. Prepare 10-fold dilution series of template.

General guidelines
* Use the manufacturer's recommended primer and

Undiluted 40 pl of 20 ng/ul. DNA = template DNA coneentrations
! 4 pb of undiluted DNA 36 ul. o Use the manufaciurer's recommended thermal
10 4l of 107 36 pL cycling parameters
8 S 6 P ”
105 44l of 10+ 36 4l e Run a standard CL.IWE to compare F).\’.R efficiency,
ymamic range, and precision
10 4l of 107 36 pit /ey 4 e
* Run reactions in tnplicate to measure reproducibility
10 4yl of 10 36 pt . i
* Perform a melt curve te analyze specfficity
107 4yl of 10° 36 pL

2. Prepare encugh master mix for 26 x 20 pl reactions for each gPCR master mix to be tested, according to the volumes
in the table below. Mix thoroughly.

gPCR master mix, 2X 260 pl 260 pL

Forward primer, 10 pM 26 L= Manufacturer's recommendation

Reverse primer, 10 uM 26 yt* Manufacturer's recommendation
Nuclease-free water 78 pL {final volume 390 pL) Adjust to 380 pl

" Volumes shown are for 500 nM primer. The resommended primer concentration for PowerUp SYBR Green Master Mix is 300-800 nM.

ThermoFisher
SEIENTIEI€
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3. Pipet 15 pL of the PowerUp SYBR Green mix prepared in step 2 to each well of a 96-well optical plate according to the
plate map below.

4. Pipet 5 uL of the indicated dilution from step 1 into each well of the plate according to the plate map below. For no-
template control (NTC) reactions, use 5 pL of nuclease-free water.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Undiluted | Undiluted | Undiluted
B 10! 10 10
(¢] 1072 162 1072
D 10% 102 197
= 10 10 10
F 10° 10 105
G 10 10° 102
H NTC NTC NTC

5. Repeat steps 3-4 for the other master mix to be compared, using a new plate. Reactions can be loaded on the same
plate if the thermal protocols are identical.

6. Mix the components thoroughly. Seal the plates, and briefly centrifuge to remove any bubbles.

Real-time PCR
1. Place the plate in the instrument.

2. Set the thermal cycling conditions.

e For PowerUp SYBR Green Master Mix, use one of the following conditions:

- Standard cycling (for most instruments and primer T_ >60°C)

Temperature Time

Polymerase activation 95°C 2 min Hold

Annealing/extension

* For primers with T <60°C, please refer to the PowerUp SYBR Green Master Mix instruction manual.

— Fast cycling (for Applied Biosystems™ ViiA™ 7, QuantStudio™, 7500 Fast, StepOne™, and StepOnePlus™ instruments
and primer T >60°C)

Temperature

Polymerase activation

Annealing/extension
* For ViiA 7 or QuantStudio instruments.

 For 7500 Fast, StepOne, or StepOnePlus instruments.
+For primers with T <60°C, please refer to the PowerUp SYBR Green Master Mix instruction manual.

60°C*
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e Include conditions for melt curve analysis after the PCR stage. On Applied Biosystems™ instruments, use the default
continuous melt curve setting, which on most newer instruments are:

Stage Step Ramprate  Temperature Time
Step 1 1.6°C/sec 95°C 15 sec
Melt curve stage Step 2 1.6°C/sec 60°C 1 min
e 0.15°C/sec 95°C 15 sec

(dissociation)

e For Applied Biosystems instruments, use the following settings:

Experiment type: Standard curve

Reagent: SYBR Green reagents

Reporter: SYBR

Quencher: None

Passive reference dye: ROX™

Ramp speed: Standard or Fast (choose the corresponding thermal cycler profiles in step 2 above)

Melt curve ramp increment:  Continuous

See the instrument instruction manual for more information or if using a different instrument.

3. Run the plate. Repeat the run setup for the other master mix being tested using the manufacturer’s recommended
thermal cycling profile.

Data analysis
In most gPCR systems, the data can be analyzed by the gPCR system software.

Caution: Don't be fooled by lower C,
values when comparing master mixes. The

Slope and amplification efficiency: The ampilification efficiency is calculated

using the slope of the regression line of the standard curve. A slope of —3.323 only way to compare the sensitivi
indicates optimal 100% PCR amplification efficiency. Reactions with efficiencies Sggg’rgzgj z‘flfi“;'j:“‘i :’1‘; .

of 100% +10% over a broad dynamic range are needed to reliably use the AAC, the amplification efficiency, linearity, and
method for gene expression analysis. precision across the dilution range.

R? value (correlation coefficient): The R? value is a measure of the closeness of fit between the regression line and the
individual C, data of the standard curve reactions. A value of 1.00 indicates a perfect fit between the regression line and the
data. An R? value >0.99 is desirable.

Standard deviation (precision): Calculate the standard deviation of the C, values for each dilution. To be able to
quantify a 2-fold dilution with >95% confidence, the standard deviation of a dilution should be <0.250.

Melt curve (specificity): View the melt curve using a derivative reporter plot (a plot of derivative reporter (-Rn) vs.

temperature). A single peak indicates specific amplification, whereas multiple peaks or shoulders indicate nonspecific
amplification or primer-dimer formation.
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