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RESUMEN

Las enfermedades asociadas a inflamacidn cronica son una de las causas méas importantes de
muerte a nivel mundial. La Organizacion Mundial de la Salud afirma que tres de cada cinco
personas mueren debido a enfermedades asociadas a la inflamacidn crénica, entre las que se
encuentra la obesidad. En la obesidad, el sistema inmune sobreproduce compuestos
proinflamatorios como el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-a) y la interleucina-6 (IL-6)
los cuales contribuyen a que la inflamacién perpetle. Se han encontrado compuestos con
actividad antiinflamatoria en el extracto lipidico de una cianobacteria consumida en diversas
partes del mundo, el Nostoc commune. En el Per(, se le ha atribuido por afios dicha actividad,
a otra especie del mismo género, el Nostoc sphaericum (Cushuro); sin embargo, no existe
evidencia cientifica que corrobore dicha actividad. Por lo que, la presente investigacion tuvo
como objetivo evaluar la harina de N. sphaericum como un suplemento alimenticio para la
reduccion de la inflamacion, evidenciado a través de la cuantificacion de los marcadores
inflamatorios FNT-a e IL-6, en ratas obesas. Ello se llevd a cabo en tres etapas, en la primera
etapa, se indujo a la obesidad a las ratas con una dieta alta en grasas; en la segunda etapa, las
ratas obesas recibieron en su dieta una suplementacion con harina de Cushuro al 1.25, 2.5y
5 por ciento; al finalizar el periodo de suplementacion se obtuvo el suero de las ratas para
cuantificar la expresion de los marcadores inflamatorios mediante el Ensayo por
Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas. Los resultados mostraron que se redujeron
significativamente las concentraciones de los dos marcadores inflamatorios en el suero de
las ratas obesas que recibieron la suplementacion con respecto al control. La concentracién
del FNT-a se redujo en 44, 51 y 42 por ciento con la suplementacion al 1.25, 2.5y 5 por
ciento, respectivamente y la concentracion de IL-6 se redujo en 56 y 64 por ciento, con la
suplementacion al 2.5 y 5 por ciento, respectivamente.

Palabras claves: Inflamacion cronica, marcadores inflamatorios, IL-6, FNT-a, Nostoc

sphaericum



ABSTRACT

Diseases associated with chronic inflammation are one of the most important causes of
death worldwide. The World Health Organization states that three out of five people die
from diseases associated with chronic inflammation, including obesity. In obesity, the
immune system overproduces proinflammatory compounds such as tumor necrosis factor
alpha (TNF-o) and interleukin-6 (IL-6) which contribute to the perpetuation of
inflammation. Compounds with anti-inflammatory activity have been found in the lipid
extract of a cyanobacterium consumed in various parts of the world, Nostoc commune. In
Peru, this activity has been attributed for years to another species of the same genus,
Nostoc sphaericum (Cushuro); however, there is no scientific evidence to corroborate
such activity. Therefore, the present investigation aimed to evaluate N. sphaericum flour
as a food supplement for the reduction of inflammation, evidenced through the
quantification of the inflammatory markers FNT-a and IL-6, in obese rats. This was
carried out in three stages: in the first stage, the rats were induced to become obese with
a high-fat diet; in the second stage, the obese rats received in their diet a supplementation
with Cushuro flour at 1.25, 2.5 and 5 percent; at the end of the supplementation period,
serum was obtained from the rats to quantify the expression of the inflammatory markers
means of the Enzyme-Linked Immunosorbent Assay. The results showed that the
concentrations of the two inflammatory markers in the serum of the obese rats that
received the supplementation were significantly reduced with respect to the control. TNF-
a concentration was reduced by 44, 51, and 42 percent with 1.25, 2.5 and 5 percent
supplementation, respectively, and IL-6 concentration was reduced by 56 and 64 percent

with 2.5 and 5 percent supplementation, respectively.

Keywords: Chronic inflammation, inflammatory markers, IL-6, TNF-a, Nostoc

sphaericum



I. INTRODUCCION

La inflamacion croénica contribuye de manera significativa en el desarrollo de algunas
enfermedades cronicas como cancer, obesidad, diabetes, enfermedades cardiovasculares y
enfermedades respiratorias cronicas, las cuales son unas de las causas mas importantes de
muerte a nivel mundial (Pahwa et al. 2022). En el Perd, en el afio 2014 la prevalencia de
diabetes y obesidad en personas mayores de 15 afios de edad fue de 3.2 y 17.5 por ciento,
respectivamente; luego de seis afios estas cifras incrementaron a 4.5 y 24.6 por ciento (INEI
2014; INEI 2020). Estas estadisticas muestran que el porcentaje de personas que padecen de
estas enfermedades podrian seguir incrementandose. Por tanto, es necesario la basqueda de
productos naturales con propiedades antiinflamatorias, como alternativa a la medicina

convencional (Park et al. 2008).

En la inflamacidn cronica, el sistema inmune del individuo sobreproduce sustancias como
citocinas, 6xido nitrico (ON) y especies reactivas de oxigeno (EROs), debido a que intenta
reparar el tejido de manera repetitiva; sin embargo, esto resulta en dafios locales e incluso
sistémicos (Pu et al. 2020). Entre las citocinas mas estudiadas por estimular y mantener la
respuesta inflamatoria se encuentran el factor de necrosis tumoral alfa (FNT-o) y la
interleucina-6 (IL-6). El FNT-a promueve la produccion de otras citocinas, la activacion de
los macrofagos y la eliminacion de células tumorales. En cuanto a la IL-6, promueve la
maduracion de las células B y la activacion y diferenciacion de las células T, células

fundamentales en la respuesta inmunitaria (Germolec et al. 2018).

El Nostoc sphaericum (cushuro) es una cianobacteria que crece de manera natural en lagos,
lagunas, arroyos y zonas himedas sobre los 3000 msnm en el Perd. Ha sido consumido en
diversos potajes desde tiempos inmemorables por pobladores que viven aledarios a las zonas
donde crece, debido a que se le ha atribuido propiedades beneficas (Fernadez y Suyon 2018).

Entre las propiedades benéficas que se le ha atribuido, solo se ha estudiado algunas como: el



efecto antioxidante, hipoglucemiante y de proteccion contra la radiacion UV (Chavez 2014;
Ishihara et al. 2017; Inocente et al. 2019).

La rata es un organismo modelo utilizado para estudiar patologias como es el caso de la
obesidad. Estos mamiferos menores son manejables, faciles de criar en cautividad y con un
ciclo de vida corto que permite obtener resultados en poco tiempo (Sengupta 2013). La
utilizacion de dietas hipercaldricas es una de las metodologias de induccion a la obesidad en
ratas, que mejor simula la obesidad en el ser humano por una sobreingesta (Lutz y Wood
2012). Las ratas obesas han permitido evaluar el efecto benéfico de diversos productos
alimenticios, lo cual se evidencia mediante evaluaciones antropométricas, genéticas,

bioquimicas o inmunoldgicas (Aguilera et al. 2004).

Estudios anteriores en Nostoc commune, una especie del mismo género de N. sphaericum,
reportaron que presenta actividad antiinflamatoria debido a sus acidos grasos y compuestos
como el heteroglicano Nc-5-s y la Escitonemina reducida (R-scy). Se determiné que los
acidos grasos participan en la inhibicién de la unién del factor de transcripcion NF-«xB al
ADN, lo que reduce la produccién de citoquinas inflamatorias (Park et al. 2008). En cuanto
al Nc-5, encontraron que participa en la via de la ERK1/2, esta proteina actla sobre factores
de transcripcion implicados en la respuesta inflamatoria (Olafsdottir et al. 2014). Finalmente,
R-scy suprime significativamente la produccion de ON mediante la via Nrf2/ARE (Itoh et al.
2014). Sin embargo, no existe evidencia cientifica que confirme que el Nostoc sphaericum,
la especie més consumida en el Perd, posea actividad antiinflamatoria como se le ha atribuido

por afos.

En la presente investigacion se evalu6 la harina de Nostoc sphaericum como un suplemento
alimenticio para la reduccion de la inflamacion, evidenciado a través de la cuantificacion de

los marcadores inflamatorios FNT-a e IL-6, en ratas Holtzman obesas.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 LA INFLAMACION CRONICA
2.1.1 Epidemiologia

Enfermedades asociadas a inflamacion crénica como cancer, enfermedades cardiovasculares
(principalmente cardiopatias y enfermedades cerebrovasculares), enfermedades respiratorias
cronicas, obesidad y diabetes causan la muerte de 3 de cada 5 personas a nivel mundial
(Pahwa et al. 2022). Ademas, en el 2021, se reportaron 17.9 millones de decesos por
enfermedades cardiovasculares, 9 millones por cancer, 3.9 millones por enfermedades

respiratorias y 1.6 millones por diabetes (Organizacion Mundial de la Salud 2021).

Los ultimos reportes muestran una prevalencia importante a nivel mundial de estas
enfermedades, por ejemplo, en el afio 2014, el 8.5 por ciento de las personas mayores de 18
afios padecian diabetes. En el 2016, el 13 por ciento de las personas mayores de 18 afios
tenian obesidad y el 4.5 por ciento tenia asma, y en el 2020, el 0.6 por ciento de las personas
convivia con el cancer (Organizacion Mundial de la Salud 2016, Centro Nacional de
Epidemiologia 2021). En paises industrializados como los Estados Unidos existe un
incremento progresivo de la prevalencia de estas enfermedades crénicas, por ejemplo, en el
afio 2000, el 43 por ciento de la poblacién padecia de una enfermedad inflamatoria cronica,
y el 21 por ciento mas de uno. En el 2014, el 60 por ciento de los estadounidenses tenia al

menos una afeccion cronicay el 42 por ciento tenia mas de una (Pahwa et al. 2022).

En el Perd, la prevalencia de enfermedades como la diabetes y la obesidad se han
incrementado. En el afio 2014, el 3.3 y 17.5 por ciento de personas mayores de 15 afios de
edad tenia diabetes y obesidad, respectivamente; mientras que, en el 2020, el 4.5y 24.6 por
ciento, respectivamente (INEI 2014; INEI 2020). En cuanto a los decesos causados por
enfermedades inflamatorias cronicas en el Perd, en el afio 2014, las enfermedades

cardiovasculares representaron el 16 por ciento de las muertes totales en el Per en hombres



entre 30 y 69 afios; y el 15 por ciento en las mujeres del mismo grupo etario. En el mismo
afio, las enfermedades respiratorias cronicas representaron el 7 por ciento en hombres y el 6
por ciento en mujeres en personas del mismo grupo etario (Organizacion Panamericana de
Salud y Organizacion Mundial de la Salud 2014).

2.1.2 Causas y factores que contribuyen a la inflamacién cronica

Las causas y los factores que contribuyen al establecimiento de la inflamacion crénica son

de diversa naturaleza.
Pahwa et al. (2022) describen 3 causas de inflamacion cronica:

a. Agente biologico:

Bacteria, hongo, protozoo u otro parasito que cause una inflamacion aguda y que sea
dificil de eliminar, por ejemplo, Mycobacterium tuberculosis, el cual puede resistir
las defensas del huésped y permanecer en el tejido durante un periodo prolongado.

b. Agente quimico o fisico:

Exposicion prolongada a un nivel bajo de un irritante quimico o material extrafio que
no puede eliminarse por descomposicion enzimatica o fagocitosis en el cuerpo, por

ejemplo, exposicion prolongada a polvo de silice.
c. Trastorno autoinmune:

El sistema inmunitario reconoce componentes normales del cuerpo como un antigeno

extrafio y ataca el tejido sano, por ejemplo, la artritis reumatoide.

En tanto, Furman et al. (2019) describen 2 factores que contribuyen al desarrollo de la

inflamacion crénica:;



a. Actividad fisica

En las dltimas 2 décadas, existe una alta prevalencia de inactividad fisica en la
poblacion, es decir, personas que no cumplen con las recomendaciones
internacionales minimas de actividad fisica regular. En el afio 2012, el 3l por ciento
de la poblacion mundial se consideraban fisicamente inactivas. Estos porcentajes son
aun mayores en paises desarrollados, por ejemplo, en los Estados Unidos en el mismo
afio, aproximadamente el 50 por ciento de los adultos estadounidenses se

consideraban fisicamente inactivos.

La actividad fisica es importante, pues durante la contraccion muscular se producen
y liberan proteinas como las mioquinas al torrente sanguineo, las cuales pueden
reducir la inflamacion. Se ha reportado que la baja actividad fisica esta directamente
relacionada con la reduccion de la sensibilidad/respuesta del musculo esquelético ante
el aumento de los niveles de proteina C reactiva (PCR) y de citoquinas
proinflamatorias en individuos sanos, asi como en sobrevivientes de cancer de mama

y pacientes con diabetes tipo 2.

b. Dieta

La dieta tipica en muchos paises en los Gltimos 40 afios se ha caracterizado por
contener un bajo porcentaje de frutas, verduras y otros alimentos ricos en fibra; por
el contrario, existe un alto consumo de granos refinados y alimentos ultra procesados,
en particular los que contienen emulsionantes. Este tipo de dieta altera la composicion
y funciéon de la microbiota intestinal aumentando la permeabilidad intestinal y
causando cambios epigenéticos en el sistema inmunolégico que finalmente

contribuyen en el desarrollo de la inflamacion.

Los alimentos de alta carga glucémica, como los azlcares libres y los cereales
refinados, que son ingredientes comunes en la mayoria de los alimentos
ultraprocesados pueden provocar un aumento del estrés oxidativo. Por otro lado, se
ha estudiado que el exceso de consumo de sal induce a los macrofagos hacia un
fenotipo proinflamatorio caracterizado por una mayor diferenciacion de linfocitos T
CD4 * en linfocitos T colaboradores (Tw-17). Otro efecto del alto consumo de sal es

que puede causar cambios adversos en la composicion de la microbiota intestinal,

5



como lo demuestra la poblacion reducida de Lactobacillus observada en animales y
humanos alimentados con dietas altas en sal, esta poblacion microbiana es importante
pues participa en la regulacién de TH17 y mejora la integridad de la barrera epitelial

intestinal, reduciendo asi la inflamacién sistémica.

Las deficiencias de micronutrientes como el zinc y el magnesio (causados por la
ingesta de alimentos procesados o refinados bajos en vitaminas y minerales), y bajos
niveles de omega-3 afectan negativamente la resolucion de la inflamacién. Los &cidos
grasos omega-3 de cadena larga, especialmente el acido eicosapentaenoico y el acido
docosahexaenoico, modulan la expresion de genes implicados en la inflamacién. Méas
importante aln, es que estos &cidos grasos son precursores de moléculas como
resolvinas, maresinas y protectinas, estas moléculas estan involucradas en la

resolucion de la inflamacion.
2.1.3 Inflamacion

La inflamacién ha sido definida de manera tradicional como “una respuesta a infecciones y
tejidos dafiados que lleva celulas y moléculas de defensa del huésped desde la circulacion a
los sitios donde se necesitan para eliminar los agentes agresores”. Sin embargo, esta
definicion ya no es la més adecuada, debido a que muchas condiciones consideradas como
inflamatorias ocurren sin una infeccion, tejido dafiado o un aparente agente agresor. Una de
las caracteristicas que prevalece en la inflamacion es la concentracion aumentada de
elementos de respuesta inmunitaria innata como las citoquinas inflamatorias. Es asi que,
Antonelli y Kushner (2017) redefinen la inflamacion como “la respuesta inmunitaria innata

a estimulos nocivos como patdgenos, lesiones y estrés metabdlico”.

La inflamacién en relacién al tiempo de duracion puede ser aguda o cronica. En la
inflamacién aguda los leucocitos, las células sanguineas ejecutoras de la respuesta
inmunitaria, migran hacia el sitio de la lesion con el objetivo de eliminar el estimulo
inflamatorio e iniciar la curacion. A diferencia de la inflamacion aguda, la inflamacion
crénica no se resuelve con el tiempo; los tejidos permanecen en un estado anabdlico y dan
lugar a su remodelacién y al deterioro metabdlico sistémico, por lo que coexisten el dafio

tisular y los intentos de reparacion repetitiva; sin embargo, los mecanismos que mantienen



esta cronicidad y evitan la resolucion de la inflamacion aun son poco conocidos (Germolec
et al. 2018).

2.1.4 La inflamacion en la obesidad

El tejido adiposo es el principal reservorio de energia a largo plazo del cuerpo, esta energia
es almacenada en forma de lipidos. El tejido adiposo ahora es reconocido como el 6rgano
endocrino mas grande del cuerpo, capaz de secretar mas de 50 adipocinas, citocinas y
quimiocinas, que se encuentran en la confluencia del metabolismo y la inmunidad (Deng et
al. 2016). Los adipocitos y las células inmunitarias, en condiciones normales de balance
energético, cooperan estrechamente para regular el almacenamiento y movilizacion de
energia en respuesta a las necesidades del organismo (Karczewski et al. 2018). Sin embargo,
la sobrenutricién, debido al exceso de ingesta cal6rica o al gasto calérico reducido, da como
resultado la expansién del tejido adiposo (hipertrofia e hiperplasia) para adaptarse a mayores
demandas de almacenamiento de energia, alterando asi la funcién e histologia del tejido
adiposo (Figura 1) (Deng et al. 2016).

Normopeso Sobrepeso Obesidad

Reclutamiento Muerte de Hipoxia / estrés
de macréfagos 3diP£Cit°5 oxidativo
INFLAMACION
Disfuncion Resistenciaa la Aumento de
endotelial insulina lipolisis

Figura 1: Relacion entre la expansion del tejido adiposo y el incremento del estado
inflamatorio

Fuente: Modificado de Fisiogenomica y salud (2016)



En la obesidad, la modificacion del tejido adiposo induce un estrés tanto mecanico como del
reticulo endoplasmaético en los adipocitos, lo que lleva a la liberacion de acidos grasos libres,
citoquinas inflamatorias y finalmente al reclutamiento de células inmunitarias (Kern et al.
2018).

Un grupo importante de células inmunitarias innatas son los macréfagos que, dependiendo
de su polarizacion, pueden ejercer funciones variables en el tejido adiposo, se ha denominado
M1 a los macréfagos proinflamatorios y M2 a los macrofagos antiinflamatorios (Kern et al.
2018). Es importante mencionar que, los macrofagos del tejido adiposo comprenden menos
del 10 por ciento de las células dentro de un depdsito adiposo en individuos delgados, pero
pueden representar hasta el 40-50 por ciento de todas las células dentro del deposito adiposo
en individuos extremadamente obesos. Ademas, los macrofagos de diferentes depdsitos de
grasa muestran un comportamiento distinto. Por ejemplo, el tejido adiposo blanco visceral
tiene aproximadamente el doble de niveles de macréfagos proinflamatorios que el tejido
adiposo blanco subcutéaneo, lo que indica que la contribucion de la grasa visceral a la

inflamacion aumenta en condiciones de obesidad (Karczewski et al. 2018).

Otro grupo de células innatas son las naturals killers (NK), las cuales se activan y proliferan
en el tejido adiposo obeso para desencadenar la acumulacién y polarizacion de macréfagos
M1 (Kern et al. 2018).

La inmunidad adaptativa mediada por los linfocitos T y B también esta involucrada en la
inflamacion crénica. Los linfocitos T CD4 y CD8 contribuyen a la inflamacion inducida por
la obesidad. Mientras que el porcentaje de las células T reguladoras (Treg) es reducida en el
tejido adiposo obeso, ya que cumplen funcién antiinflamatoria. Ademas, se ha reportado que
las células B regulan el numero de células Treg, en la investigacion realizada con ratones
obesos con deficiencia de células B aumentaron las células Treg residentes en el tejido
adiposo y, en consecuencia, una reduccion de la inflamacién y una mejor sensibilidad a la
insulina (Kern et al. 2018).

La inflamaciéon crénica estd considerada como uno de los factores etioldgicos mas
importantes de la resistencia a la insulina. Citocinas inflamatorias e intermediarios lipidicos
son los principales inductores de la resistencia a la insulina porque activan rutas de

sefializacion inflamatorias que inhiben la cascada de transduccion de sefiales del receptor de



la insulina. Las citoquinas proinflamatorias como la IL-1, la IL-6 y el FNT-a conducen a
esta inflamacion. La resistencia a la insulina hace que los adipocitos con aumento de la
actividad lipolitica provoquen un aumento del flujo de &cidos grasos libres del tejido adiposo
hacia el higado o el musculo. Ademas, el exceso de tejido adiposo central tiene como
consecuencia un aumento en la lipolisis basal con la consecuente liberacion de acidos grasos
en el torrente sanguineo; al llegar a sus células diana, éstos son captados para ser
metabolizados. ElI aumento de los acidos grasos intracelulares tiene como consecuencia la
activacion de vias metabolicas no oxidativas, como la formacién de ceramidas, la
degradacion lisosomal y la generacion de estrés del reticulo endoplasmatico. Este ultimo
tiene como consecuencia la activacion de vias de sefializacion relacionadas con el inicio de

la muerte celular programada (apoptosis) (Fisiogendmica y salud 2016).
2.2 MARCADORES INFLAMATORIOS

Un marcador es una proteina, secuencia de ADN u otra molécula que puede ser analizada
con la finalidad de verificar algin proceso bioldgico. Las citocinas, algunas de ellas
consideradas marcadores inflamatorios, son moléculas de comunicacion intercelular
producidas por una gran variedad de tipos celulares. Ellas se encargan de mediar muchas de
las funciones de las células encargadas de la inmunidad innata y adquirida. Las citocinas mas
estudiadas por estimular y perpetuar las respuestas inflamatorias son IL-6, IL-1, IL-2, FNT-
a, [FN-y y el factor de crecimiento transformante (TGF)-f (Germolec et al. 2018; Saavedra
etal. 2011).

2.2.1 Interleucina-6

La IL-6 es producida por diversos tipos celulares entre los cuales estan los monocitos,
macrofagos, linfocitos T y B, fibroblastos, células endoteliales, adipocitos y células
epiteliales intestinales. Los principales estimulos para su sintesis y liberacion son las
infecciones por ciertos microorganismos y la accion de otras citocinas, como la IL-1, FNT-a
y el factor de crecimiento derivado de las plaquetas. La IL-6 tiene acciones tanto
proinflamatorias como antinflamatorias, ya que a diferencia de la IL-1 y el FNT-a, que
poseen solo actividades proinflamatorias, los efectos de la IL-6 en la inmunidad dependen

del contexto y de su concentracion local, asi como de la presencia o ausencia de otras



proteinas reguladoras que acttan en la via de transduccion de sefiales, o de la concentracion

de su receptor soluble (Saavedra et al. 2011).

La IL-6 promueve la diferenciacién y maduracion de los linfocitos T y B, estimula la
produccion de inmunoglobulinas por parte de las células B, inhibe la secrecion de citocinas
proinflamatorias como el FNT-o y la IL-1. La IL-6, en combinacion con el factor de
crecimiento transformante (TGF-b), es indispensable para la diferenciacion de Th17 a partir
de las celulas T CD4+ virgenes; sin embargo, la IL-6 también inhibe la diferenciacion de
Treg inducida por TGF-b. Las celulas Th 17 producen la citocina proinflamatoria IL-17, la
cual ayuda al reclutamiento de otras células del sistema inmune en los tejidos periféricos y
ejerce un efecto patogénico en diferentes enfermedades autoinmunes. Ademas, se ha
demostrado que la IL-6 promueve la diferenciacion de células auxiliares foliculares T (Thf),
asi como la produccion de IL-21, la cual regula la sintesis de inmunoglobulina (Ig) en
particular la produccion de IgG4. La IL-6 induce la diferenciacion de células T CD8+ en
células T citotoxicas. Finalmente, la IL-6 interviene en las etapas iniciales de la respuesta
inflamatoria de fase aguda, y los niveles de IL-6 continGan siendo altos en afecciones
inflamatorias crénicas, lo que conduce a una mayor supervivencia y crecimiento de linfocitos

y macréfagos que perpettan la inflamacién (Germolec et al. 2018; Tanaka et al. 2014).
2.2.2 Factor de necrosis tumoral-a

El FNT-o es una citoquina proinflamatoria secretada en el sistema inmunitario por monocitos
y macréfagos, por linfocitos Ty B, células NK 'y por leucocitos polimorfonucleares, asi como
por adipocitos. Entre las principales funciones de esta citoquina estan la activacion y
diferenciacion de monocitos, induccién de la diferenciacion de precursores inmaduros a
monocitos, aumento de la actividad parasiticida y bactericida de los macréfagos al inducir
las vias del superoxido y del 6xido nitrico, induccion de la expresion de moléculas de
adhesion en células endoteliales favoreciendo la migracion local de leucocitos (Ramirez y
Sanchez 2012). El FNT-a contribuye con la inflamacion al promover la produccion de otras
citocinas, estimular el crecimiento y la proliferacion celular. Esta citoquina aumenta la
expresion de moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC) de clase | y 11

en ciertos tipos de células, lo que da como resultado la activacion celular y la liberacion de
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otras citoquinas inflamatorias. Ademas, es importante en el proceso de eliminacion de células

muertas y moribundas mediante la promocion de la apoptosis (Germolec et al. 2018).

La expresion del FNT-a esta incrementada en adipocitos de sujetos obesos y de sujetos con
resistencia a la insulina. Ademas del incremento de la expresion del FNT-a en tejido adiposo
de sujetos obesos, se ha descrito que los sujetos obesos presentan mayores niveles séricos de
FNT-a, y que la pérdida de peso en obesos reduce los niveles séricos de esta citoquina y la

expresion del ARNm del FNT-a en tejido adiposo (Ramirez y Sanchez 2012).
2.3 NOSTOC
2.3.1 Generalidades

El Nostoc es un género de cianobacterias que forman colonias verde-azuladas, verde-oliva o
marron. La clorofila, la ficocianina y en algunos casos la ficoeritrina son los pigmentos que
le confiere estos colores caracteristicos. La forma de la colonia depende de la especie que la
conforma. Tiene aspecto de uva cuando esta formada de Nostoc sphaericum, ya que son
traslicidas, gelatinosas y esféricas, con un diametro que varia de 10 a 25 mm (Figura 2.2).
Mientras que, son laminares y de geometria irregular cuando estan formados de otras especies

como Nostoc commune (Figura 2.1) (Ponce 2014).

2.1 2.2

Figura 2: 2.1 Nostoc commune en su habitat natural; 2.2 Nostoc sphaericum
Fuente: 2.1 Liy Guo (2018) y 2.2- Sosa (2021)
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El Nostoc ha colonizado zonas terrestres y acuaticas, principalmente de agua dulce (Whitton
y Potss 2000). Suele vivir en climas extremos, por ejemplo, se ha encontrado esta
cianobacteria en zonas semidesérticas e incluso en glaciares antéarticos (Ponce 2014).

Nostoc sphaericum crece de manera natural en lagos, lagunas, charcos, puquios y diversos
ambientes altoandinos. En el Per( se ha registrado en los departamentos de Amazonas,
Ancash, Arequipa, Apurimac, Cajamarca, Cusco, Junin, La Libertad, Pasco y Puno, sobre los
3000 msnm, muchas veces con temperatura bajo cero. Se desecan parcialmente cada vez que
disminuye el nivel de agua donde habitan, pero permanecen en estado latente (incluso durante

afios) hasta que vuelve a llover, rehidratdndose (Fernandez y Suyon 2018)

Nostoc sphaericum se reproduce por hormosporas llamadas acinetos o heterocistos (Figura
3.1). Los acinetos son un tipo especializado de células més grandes y con una pared mas
gruesa que las células vegetativas, que se forma en respuesta a condiciones de vida
desfavorables. En cuanto a los heterocistos son células especializadas que se forman por la

necesidad de fijar nitrégeno atmosférico (Fernandez y Suyon 2018).

El Ciclo de vida de N. sphaericum en su hébitat natural fue descrito por Becerra (2009), este
transcurre entre el periodo lluvioso y seco. Cuando empieza el periodo seco, la envoltura de
la estructura globular de la colonia se vuelve dura, compacta y de color marron amarillento
oscuro; los tricomas (conjunto de hormogonios) se encuentran densamente empaquetados
(Figura 3.2.A). Luego se da la formacién de acinetos (Figura 3.2.B). Cuando la lluvia es
irregular, los acinetos liberan nuevos hormogonios (filamentos moviles formados por estas
cianobacterias), algunos de ellos portadores de heterocisto (Figura 3.2.C). Luego los
hormogonios se rodean de una gruesa envoltura (Figura 3.2.D). Los hormogonios crecen
produciendo tricomas (hormogonios ramificados) y dejando los heterocistos fuera de la
envoltura (Figura 3.2.E). Durante la época lluviosa, los tricomas siguen creciendo y
dividiéndose, produciendo nuevos hormogonios dentro de la envoltura, lo que resulta en un
talo grande suelto y delgado (Figura 3.2.F). Hacia el final del periodo de inundacion los talos
se encuentran sueltos con envolturas difusas o definidas, pero siempre delgados e incoloros
(Figura 3.2.G).
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1. Acineto, 2. Heterociste, 3. Hormogonio

3.1 3.2

Figura 3: 3.1 Células bacterianas especializadas; 3.2 Ciclo de vida de Nostoc
sphaericum en su habitat natural
Fuente: Becerra (2009)

Nostoc commune contiene entre el 25 y el 27 por ciento de su peso seco conformado por
proteinas, péptidos y aminoacidos libres. Ademas, consta de 51.12 por ciento de
carbohidratos, que incluyen galactosa, glucosa, trehalosa, fructosa, xilosa y alcohol
polihidrico. Los &cidos grasos de N. commune solo representan el 0.21 por ciento de su
materia seca. Contiene elementos esenciales como hierro (Fe), zinc (Zn) y calcio (Ca). Cabe
sefialar que N. commune también contiene fibra dietética (Li y Guo 2018).

Segun las Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos (Instituto Nacional de Salud,
2017), el cushuro deshidratado al 15 por ciento de humedad contiene 29 por ciento de
proteinas, 0.5 por ciento de grasa total, carbohidratos totales 46.9 por ciento y cenizas 8.5
por ciento. Ademas, aporta 147 mg de calcio, 64 mg de fosforo y 83.6 mg de hierro por cada

100 g de cushuro deshidrato.

Alegre (2019) evalué Nostoc sphaericum originario de la Laguna de Conococha, Catac-
Huaraz y encontré un contenido de proteinas de 26.68 + 0.01g, 15.72 + 0.72 mg/100g de
hierro y 1260.13 + 35.80 mg/100g de calcio.
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Es importante mencionar que los componentes nutricionales del cushuro varian, pues
depende de las condiciones nutricionales y los factores ambientales como la luz, la
temperatura, la altitud, etc. donde crecen estas cianobacterias.

2.3.2 Compuestos con actividad antiinflamatoria de Nostoc commune

Estudios anteriores de Nostoc commune, una especie del mismo género de N. sphaericum,
reportaron que presenta actividad antiinflamatoria debido a que sus &cidos grasos y
compuestos como el heteroglicano Nc-5-s y la Escitonemina reducida participan en vias de
regulacion como la NF-«kB, ERK1/2 y Nrf2/ARE, respectivamente (Park et al. 2008;
Olafsdottir et al. 2014; Itoh et al. 2014).

Extracto lipidico

Park et al. (2008) estudiaron si la inhibicién de la produccién de mediadores proinflamatorios
por el extracto de lipidos de N. commune es conferida principalmente por sus &cidos grasos.
Para ello se hicieron 2 tratamiento, en uno se incubaron macréfagos de murinos con extracto
de lipidos de N. commune y en el otro se incubaron macréfagos con una mezcla de acidos
grasos (26 por ciento de acido palmitico, 24 por ciento de &cido palmitoleico, 16 por ciento
de &cido linoleico y 25 por ciento de &cido linolénico) que fue formulada con la finalidad de
reflejar la composicién de acidos grasos del extracto lipidico, para ambos tratamientos
posteriormente se indujo la inflamacion con lipopolisacaridos (LPS) de Salmonella entérica.
La mezcla de &cidos grasos redujo significativamente la abundancia de ARN de FNT-a y
COX-2, pero en menor medida que el extracto de lipidos, lo que sugiere la presencia de
compuestos bioactivos adicionales con propiedades antiinflamatorias en el extracto de
lipidos. Ademas, al medir la actividad de union del factor nuclear- kB (NF-kB) al ADN
(Figura 4) se redujo significativamente por efecto del extracto de lipidos de N. commune.
Finalmente, se concluye que el extracto de lipidos de N. commune reprime la expresion de
genes proinflamatorios que codifican para citoquinas como el FNT-o en macrofagos de
murinos, al menos en parte, al inhibir la activacion de la via NF-Kb. Esta es una de las

principales vias involucrada en la respuesta inflamatoria en la obesidad.
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Figura 4: Regulacion de la expresion de ADN en la via del factor nuclear kappa B
Fuente: Modificado de Liu et al. (2017)

Via de requlacion de NF-xB : El heterodimero NF-xB (RelA y p50) es un complejo proteico

que controla la transcripcion del ADN. En su estado inactivo, el NF-kB se encuentra en el
citosol formando un complejo con la proteina inhibitoria IkBa. A través de receptores
integrales de membrana, una variedad de sefiales extracelulares (entre ellas el FNT-a) activa
la enzima quinasa (IKK). La IKK fosforila la proteina IxBa, lo que resulta en la disociacion
del complejo IkBa -NF-xB, y la degradacion de IkBa por el sistema ubiquitina-proteosoma.
En consecuencia, NF-kB queda libre para trasladarse al nticleo, donde se une al elemento kB
de los genes diana que participan en los procesos inflamatorios, sintetizandose finalmente
proteinas como las citoquinas. La inhibicion de esta via puede darse en varios puntos, entre
ellas sustancias que eviten que las subunidades de NF-«B se unan a los genes diana y, por lo
tanto, inhiban la transcripcion de los genes proinflamatorios (Figura 4) (Liu et al. 2017).

Nc-5-s

Olafsdottir et al. (2014) estudiaron los efectos de Nc-5-s en la respuesta inflamatoria de los
monocitos THP-1 humanos estimulados por LPS. Los monocitos inducidos por LPS en

presencia de Nc-5-s secretaron menos citocina proinflamatoria IL-6 y mas citocina
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antiinflamatoria 1L-10 que los monocitos estimulados sin Nc-5-s. Por el contrario, Nc-5-s
aumento la secrecion inducida por LPS de las citocinas proinflamatorias FNT-a e 1L-8. Nc-
5-s disminuy6 la fosforilacion inducida por LPS de la quinasa regulada por sefales
extracelulares 1/2 (ERK) y la quinasa Akt, pero no afectd la fosforilacion de la quinasa p38,
la activacion de la via del NF-KB ni la unién al ADN de c-fos. Estos resultados muestran que
Nc-5-s tiene efectos antiinflamatorios sobre la secrecion de IL-6 e IL-10 por los monocitos
THP-1, pero sus efectos son proinflamatorios cuando se trata de FNTa- e IL-8. Se muestran
que los efectos de Nc-5-s pueden estar mediados por la ruta ERK1/2 o la ruta fosfoinositida

3-quinasa/Akt y sus efectos aguas abajo.

Via de la quinasa regulada por sefiales extracelulares (ERK 1/2): La via de las proteinas

quinasas activadas por mitdgenos, también llamada via de las MAP quinasas, es una ruta de
transduccion de sefial de células. En términos globales, la sefial se transporta mediante GRB2
y de SOS a RAS (una proteina G monomérica). Esta RAS, ya activada, estimula a tres
proteinas quinasas que actian de forma secuencial y que culmina con la activacion de la
proteina ERK capaz de translocarse al nucleo, donde regula la transcripcion modificando la
actividad de proteinas (incluyendo factores de transcripcion), modulando asi la expresion de
distintos genes (Lodish et al. 2005).

Via de la fosfatidilinositol-3-quinasa (P31K/Akt): esta via es crucial en numerosos aspectos

celulares involucrados en el crecimiento y la supervivencia celular. La via de la PI3K es
estimulada fisiolégicamente como consecuencia de la activacion de receptores de membrana
tirosina quinasa, los cuales se autofosforilan y fosforilan el sustrato del receptor de insulina
(IRS); éste ultimo, a la vez, fosforilara la subunidad p85 de la PI3K. La fosforilacion de la
subunidad p85 conduce a un cambio conformacional de dicha proteina que conduce a la
union de la subunidad catalitica. La PI3K activa, fosforila el fosfatidil inositol 3,4 difosfato
(PIP2) convirtiéndolo en el segundo mensajero fosfatidil inositol 3,4,5 trifosfato (PIP3), el
cual, corriente abajo, conduce a la activacion de la proteina Akt. La Akt tiene maltiples

blancos, responsables de los efectos de la activacion de la via (Pinzén et al. 2009).
Escitonemina reducida

En el estudio realizado por Itoh et al. (2014) la Escitonemina reducida (R-scy) suprimio

significativamente la produccion de oxido nitrico inducida por las citocinas proinflamatorias
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LPS/IFNy en macréfagos de murinos. Se determind que R-Scy genera especies reactivas del
oxigeno (EROs) intracelular, lo que activa la proteina de unidn especifica de citoquinina p38
MAP quinasa y la via de sefializacion PI3K/Akt. La activacion resultante del factor de
transcripcion/ elemento de respuesta antioxidante Nrf2/ARE induce la expresion de hemo
oxigenasa (HO-1) y aumenta la actividad antioxidante, lo que resulta en la supresion de las

respuestas inflamatorias inducidas por LPS/IFNy (Figura 5).
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Figura 5: Respuesta antiinflamatoria de la Escitonemina reducida (R-scy) aislada de
Nostoc commune en macréfagos estimulados por lipopolisacaridos
Fuente: Modificado de Itoh et al. (2014)

2.3.3 Ensayo bioldgico

Ku y colaboradores (2013) realizaron un ensayo biol6gico donde se alimentaron ratones
machos de 8 semanas de edad con una dieta con alto contenido de grasa/colesterol (15 por
ciento de grasa, 0.2 por ciento de colesterol) y que ademas contenia 5 por ciento de extracto
lipidico de N. commune en peso, durante 12 semanas. Finalizado dicho tiempo, se
sacrificaron a los animales y se recolectaron los bazos para cuantificar las concentraciones
de IL-6 utilizando el ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzima (ELISA) comercial. Es

importante mencionar que los esplenocitos (células blancas del bazo) fueron incubados con
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LPS durante 20 h para inducir la inflamacion, previamente a la cuantificacion de 1L-6. Los

resultados se muestran en la Figura 6.
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Figura 6: Reduccion del estado inflamatorio inflamatorio evidenciado mediante la
cuantificacion de la interleucina 6 (IL-6) en los esplenocitos de raton. NO es extracto
lipidico de Nostoc commune

Fuente: Modificado de Ku et al. (2013)

Cuando los esplenocitos fueron expuestos a LPS durante 20 h, las células de ratones
alimentados con el extracto lipidico de N. commune mostraron niveles de IL-6

significativamente mas bajos en el medio celular que los ratones de control.
2.4 LA RATA DE LABORATORIO
2.4.1 Generalidades

La rata es el animal experimental méas utilizado en las investigaciones, debido a que es
manejable, f4cil de criar en cautividad y con un ciclo de vida corto. El ciclo de vida de la rata
dura entre 3 a 5 afios; sin embargo, alcanzan la adultez a temprana edad aproximadamente a

los 2 meses, esto, debido a que experimentan la maduracion sexual entre el mes y 1.5 meses.

Las caracteristicas del ambiente son esenciales para el bienestar animal. Temperatura entre

20 y 26°C. El fotoperiodo ideal es de 12 a 14 horas de luz en 24 horas. Ademas, una
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ventilacion adecuada previene la acumulacion de toxicos respiratorios de origen animal
(amonio principalmente), disminuye la carga de alérgenos ambientales y de microorganismos
contaminantes. En cuanto a la alimentacion, las ratas pueden llegar a consumir el 15 por

ciento de su peso al dia y el agua debe ser administrada a libre demanda (Lopez 2005).

Figura 7: Requerimientos ambientales de la rata de laboratorio con jaula, comedero y
bebedero individual
Fuente propia (2021)

Los requerimientos de nutrientes no son estaticos; cambian segun el estado de desarrollo, la
actividad reproductiva y la edad; incluso dependen del sexo o de la cepa. Sin embargo, se
reportan valores promedio como una ingesta dietética de 15 g/rata/dia para ratas en
crecimiento o ratas adultas en mantenimiento, 15 a 20 g/rata /dia durante la gestacion y de
30 a 40 g/rata/dia durante la lactancia. Las dietas que contienen del 5 al 10 por ciento de grasa
tienen valores de energia bruta (GE) de alrededor de 4.0 a 4.5 Mcal/kg. La energia digestible
(DE) de la mayoria de las dietas oscila entre el 90 y el 95 por ciento de la GE. La energia
metabolizable (EM) varia del 90 al 95 por ciento de la ED. Se requiere una concentracion de
proteina en la dieta de 10 a 15 por ciento para un crecimiento maximo cuando se alimenta
con una dieta baja en fibra que contiene un patrén balanceado de aminoéacidos, 5 por ciento
de grasa y 4 kcal de EM/g (17 kJ de EM/g). Mientras que el requerimiento de proteina para
el crecimiento maximo de la rata es del 12 por ciento cuando se usa proteina altamente

digerible de un patron balanceado de aminoacidos (National Research Council 1995)

19



2.4.2 Induccién a la obesidad

La induccion de obesidad puede realizarse en animales por cambios neuroendocrinos,
dietéticos 0 genéticos. La gran similitud y homologia entre los genomas de roedores y
humanos hacen de estos modelos animales una importante herramienta para estudiar la
obesidad. Algunos de los modelos de induccion de obesidad en ratas son una lesion del
ndcleo hipotaldamico ventromedial (VMH), ovariectomia, alimentacion con dietas
hipercal6ricas y manipulacion genética (Von et al. 2006).

Las dietas hipercaloricas son el modelo de induccion a la obesidad méas simple y
posiblemente el que mas se parece a lo que sucede en la obesidad humana. Existen varios
tipos de dietas para inducir la obesidad que han demostrado su eficacia. Unas pocas dietas
alcanzan valores hipercaléricos afiadiendo hidratos de carbono y otras con grasas, y la
mayoria de ellas oscilan entre 3.7 Kcal/g y 5.4 Kcal/g. Todos ellos son muy palatables e
inducen a la obesidad. En un modelo de dieta hipercal6rica con grasas, se utilizé una dieta
que contenia 17.4 por ciento de carbohidratos, 42.9 por ciento de proteinas y 39.7 por ciento
de grasas. Otro modelo utiliz6 55 por ciento de grasas, 21 por ciento de carbohidratos y 24

por ciento de proteinas (\Von et al. 2006).
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I1l.  MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR Y FECHA DE EJECUCION

El estudio se realizé en las instalaciones del Bioterio perteneciente a la Facultad de Zootecnia
y en el Laboratorio de Micologia y Biotecnologia en la Universidad Nacional Agraria La
Molina (UNALM). El periodo experimental se desarroll6 entre los meses de abril y junio del
2021.

3.2 MATERIALES
3.2.1 Organismos

e Ratas machos Holtzman (35) de dos meses de edad con un peso promedio 234.7 £ 0.5
g; adquiridas en el Centro Nacional de Alimentacion y Nutricion.
e Nostoc sphaericum fresco (35 kilos), libre de metales pesados (Anexo 1), extraido

de las cochas del centro poblado Mesapampa-Chiquian-Ancash.
3.2.2 Materiales de bioterio

e Jaulas metalicas individuales (35) con una base extraible para facilitar la limpieza
de las excretas depositadas en ellas.

e Comederos y bebederos (35)

e Alimento para ratas (80 kg) del Programa de Investigacion y Proyeccion Social en
Alimentos de la UNALM (dieta basal).

e Manteca vegetal (10 kg) “Tropical”

3.2.3 Materiales de laboratorio

e Jeringas de 5 ml

e Tubos de recoleccion de sangre sin aditivos



e Cooler con gel refrigerante

e Tubos eppendorf de 1.5 mL

e Rat ELISA kit ab46070 TNF Alpha marca Abcam
e Rat ELISA kit RTFI00034 IL-6 marca Assay Genie

3.2.4 Otros materiales

e Ketaminay Xilacina
e Hipoclorito de sodio al 4% (1L)

3.2.5 Equipos

e Mezcladora de alimento
e Lector de microplacas

e Refrigerador de 4 °C

e Refrigeradora de -20°C
e Balanza analitica

e Estufa

e Centrifuga

e Molino

3.3 METODOLOGIA

3.3.1 Obtencidn del suplemento: harina de cushuro

Para la obtencion de harina se procedié como se muestra en la Figura 8:
A continuacion, se detalla el procedimiento utilizado:

a. Lavado: se lavo de forma manual el cushuro fresco con agua potable para eliminar restos

de plantas y tierra.

b. Escurrido: se retird la mayor cantidad de agua utilizando escurridores, luego se extendieron
los cushuros en bandejas a temperatura ambiente con la finalidad de retirar el agua que se

encontraba en la superficie externa de los cushuros por aproximadamente 24 horas.
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c. Secado: se seco en una estufa a una temperatura de 60° C a 3 m/s de velocidad de aire,

hasta obtener cushuro con 12 por ciento de humedad.
d. Enfriado: se dejo enfriar por unos minutos a temperatura ambiente
e. Molienda: se moli6 hasta obtener un tamafio de particula de 1 mm

f. Almacenamiento: se almacend el cushuro molido en un recipiente hermético a

temperatura ambiente hasta su uso.

Cushuro fresco

¥

Lavado

)

Escurrido
¥

Secado

)

Enfriado

)

Molienda

¥

Almacenamiento

g

Harina de Cushuro

Figura 8: Diagrama del procesamiento del cushuro fresco hasta la obtencion de la
harina de cushuro
Fuente propia (2022)

Una vez obtenida la harina de cushuro se realizé el analisis proximal.
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3.3.2 Ensayo bioldgico

Los animales fueron alojados en las jaulas provistas de comederos y bebederos. La sala de
trabajo se mantuvo a una temperatura equilibrada de 22 £ 1 °C con 12 horas luz y 12 horas

oscuridad.

El experimento se llevo a cabo en 2 fases consecutivas, una de 37 dias y la otra de 51 dias

como se muestra en la Figura 9.

Dieta basal Dieta Obesogénica (DO)
[ |
F Dieta basal DO + cushuro DO + cushuro DO + cushuro
a DO al 1.25% al 2.5% al 5%
s
e
2

Figura 9: Esquema experimental en dos fases. Induccion a la obesidad (Fase 1),
suplementacion con harina de cushuro (Fase 2)
Fuente propia (2022)

Fase 1: Induccidn a la obesidad

Los animales fueron divididos en dos grupos, uno de 7 y el otro de 28 ratas con un disefio
completamente al azar. EI primer grupo, denominada grupo control no obeso, recibid la dieta
basal; mientras que, el segundo grupo recibi6 una dieta obesogénica que consistié en 79.4
por ciento de alimento basal y 20.6 por ciento de manteca vegetal. Ademas, todas las ratas

recibieron agua ad libitum.

Al término de esta fase se evalud la obesidad mediante el indice de Lee. Para ello se registro
el peso corporal y la longitud naso-anal de las ratas. Con estas medidas se calculé la raiz
cubica del peso corporal (g) dividida por la longitud naso-anal (cm). Los valores menores e

iguales a 0.300 se clasificaron en la categoria “NORMAL” y aquellos animales que
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alcanzaron valores mayores a 0.300 fueron clasificados como “OBESOS” (Contini et al.

2017).
Durante este periodo se hizo un registro diario del alimento consumido.
Fase I1: Suplementacion con cushuro

Se inicid con la homogenizacion de la muestra tomando como punto de referencia las medias
y coeficientes de variacion obtenidos del peso de los 28 animales alimentados con la dieta
obesogénica de manera que su distribucién en los 4 grupos experimentales sea uniforme. Los
4 tratamientos fueron asignados a los animales obesos bajo un disefio completamente al azar.
Sumados al grupo control no obeso, se tuvo un total de 5 tratamientos con 7 repeticiones cada

uno, como se detalla a continuacion:

Cuadro 1: Distribucién de tratamientos experimentales

Tratamientos Dieta basal  Dieta obesogénica Harina de cushuro
T1: control no obeso X

T2: control obeso X

T3: Suplementacion 1.25% X 1.25%

T4: Suplementacion 2.5% X 2.5%

T5: Suplementacion 5% X 5%

Durante este periodo se hizo un registro diario del alimento consumido, asi como del peso

de los animales semanalmente.
3.3.3. Obtencién de la muestra

A cada individuo se le tomé una muestra de sangre al finalizar la etapa de suplementacion.
Para ello, se inyect6 a cada animal via intraperitoneal una dosis letal de ketamina (150mg/kg)
y xilacina (10 mg/kg). Luego de comprobar la inconsciencia y la ausencia de dolor, segin
los indicadores de falta de reflejo podal y de respiracion localizada en la region abdominal,
se procedi6 a la toma de muestra por puncién cardiaca utilizando la jeringa de 5 ml. Las
muestras de sangre fueron depositadas en tubos de recoleccién dentro de un cooler con gel
refrigerante, una vez culminado este proceso, inmediatamente se colocaron los tubos dentro

de una refrigeradora a 4°C, donde permanecieron toda la noche con la finalidad de que las
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muestras se coagulen. Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron durante 15 min. a 1000
RFC (Fuerza Centrifuga Relativa), luego se separ0 el sobrenadante para la obtencion de suero
en tubos eppendorf, los cuales se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion (Torres 2022).

3.3.4. Determinacién de marcadores inflamatorios

ELISA

Se utilizaron los kits ELISA tipo sdndwich para FNT-a ¢ IL-6, para el desarrollo de la prueba
se siguio sus respectivos manuales. Los kits contienen con el primer anticuerpo fijado en los
pocillos de la microplaca, donde se agregan los estandares (para la curva estandar) y las
muestras (suero de las ratas), luego de ello se agrega el segundo anticuerpo que esté ligado
con una enzima, el cual desarrolla color al reaccionar con el sustrato, la absorbancia del color
es proporcional a la concentracion de analito evaluado, ello se mide en el lector de microplaca
(Figura 10). Finalmente, para obtener la concentracion del analito se utiliza la curva estandar,

donde la absorbancia es directamente proporcional a la concentracion del analito.

Enzima > |

Sus/trato

Desarrollo

Anticuerpo 2
b de color

Analito ‘ /4

Anticyerpo 1
q
VY =

Microplaca

Lector de microplaca

Figura 10: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzima en sandwich (ELISA)
Fuente propia (2022)
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL Y ANALISIS ESTADISTICO

El disefio experimental fue completamente al azar, tanto para la etapa de induccion a la
obesidad como para la etapa de suplementacion. El andlisis de los resultados se hizo
mediante ANOVA vy se identificaron diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos mediante comparacion por pares de Tukey utilizando el programa estadistico
Minitab. Las diferencias se consideraron significativas con un nivel de significancia de
0.05.
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IV. RESULTADOSY DISCUSIONES

4.1 HARINA DE CUSHURO

Los resultados del analisis proximal de la harina de N. sphaericum se muestran en el Cuadro
2. Las Tablas Peruanas de Composicion de Alimentos (INS, 2017) reportaron valores
similares en cuanto a porcentaje de humedad y proteina. El contenido de proteina fue de
30.53 por ciento, mientras que las Tablas reportaron un valor del 29 por ciento, en cuanto al

contenido de humedad fue de 15 por ciento, el mismo, al reportado por las Tablas.

Cuadro 2: Composicion nutricional de macronutrientes de la harina de Nostoc

sphaericum

Componente Contenido
Humedad, % 15
Proteina total (Nx6.25), % 30.53
Extracto etéreo, % 0.22
Fibra cruda, % 10.51
Cenizas, % 4.90
Extracto libre de nitrégeno, % 38.84
Energia, Kcal/g 2.79

Por otro lado, el contenido de carbohidratos, grasa total y cenizas resultdé menor a los
reportados por las Tablas (INS, 2017). Se determino que los carbohidratos representaron el
38.85 por ciento, mientras que las Tablas indicaron un valor de 46.9 por ciento. Se cuantifico
0.22 por ciento de grasa total, casi la mitad del reportado por las Tablas que fue de 0.5 por
ciento, pero muy cercano al reportado en N. commune (Li y Guo 2018). En cuanto al

contenido de cenizas fue de 4.89 por ciento, mientras que las Tablas indicaron un valor de



8.5 por ciento. Las diferencias en el porcentaje de componentes nutricionales dependen de
los factores ambientales como la luz, la temperatura y las condiciones nutricionales donde

crecen las cianobacterias.

Se determind un aporte energético de 2.7 Kcal/g de harina de cushuro, muy cercano al
reportado por las Tablas que fue de 2.4 Kcal/g.

4.2 INDUCCION A LA OBESIDAD

El analisis proximal de la dieta basal y la dieta obesogénica se muestra en el Cuadro 3. La
dieta basal, la cual fue suministrada al control no obeso, contenia 2.89 por ciento de grasa 'y
3.3 Kcal/g de alimento; mientras que la dieta obesogénica contenia 20.71 por ciento de grasa
y 4.3 Kcal/g de alimento. Segun Von et al. (2006), una dieta hipercal6rica debe contener

entre 3.7 Kcal/g y 5.4 Kcal/g de alimento.

Por otro lado, se determiné que la dieta obesogénica contenia 13.19 por ciento de proteina,
un importante macronutriente que garantiza el crecimiento 6ptimo del animal. La literatura
menciona gue con una concentracion de proteina en la dieta de 10 a 15 por ciento se logra un
crecimiento maximo, siempre que haya un contenido balanceado de aminoacidos (Nacional

Academy of Sciences 1995).

Cuadro 3: Composicion nutricional de macronutrientes de la dieta basal y la dieta

obesogénica

Componente Dieta basal  Dieta obesogénica
Humedad, % 14.01 12.01
Proteina total (Nx6.25), % 18.28 13.19
Extracto etéreo, % 2.89 20.71
Fibra cruda, % 2.22 1.69
Cenizas, % 4.78 3.46
Extracto libre de nitrégeno, % 57.82 48.94
Energia, Kcal/g 3.30 4.34
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Transcurrido 37 dias de iniciada esta fase, las ratas alcanzaron la obesidad segun el indice de
Lee con un valor promedio de 0.322 + 0.0002. Los valores promedios de los pardmetros
evaluados terminada esta fase se muestras en el Cuadro 4, ademas, en el Anexo 2 los valores

detallados de cada repeticion.

Los animales iniciaron el ensayo con un peso promedio de 234.7 g, los que recibieron la dieta
basal (T1) tuvieron un incremento de peso de 48.57 g; mientras que los que recibieron la
dieta obesogenica (T2, T3, T4 y T5) tuvieron un incremento de peso de 120.78 g. Lo que
resultd en un peso promedio final de 279.57 g y de 354.36 g, respectivamente. Por otro lado,
el consumo de alimento diario del primer grupo fue de 16.36 g un valor superior al del grupo
obesogénico que fue de 15.29 g, esto debido a que los animales alimentados con la dieta

obesogénica comian menos cantidad conforme mas se acercaban a la obesidad.

No se reportaron diferencias significativas entre los grupos alimentados con la dieta
obesogénica. Tales resultados eran esperados ya que no se adiciond ninguna fuente de
variacion; de esta manera se prueba la homogeneidad de la muestra previa al inicio de la fase

de suplementacion.
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Cuadro 4: Valores promedios de las variables evaluadas al finalizar el periodo de induccion a la obesidad

Variables Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5
Peso corporal final (g) 279.57£10.83b  353.29+8.20a 354.43+8.24a 353.86+7.38a  355.86+7.79a
Longitud Naso-Anal (cm) 22.19+0.17 22.03+0.25 22.00+0.19 22.01+0.21 22.01+0.26
indice de Lee 0.29+0.003b 0.32+0.005a 0.32+0.004a 0.32+0.003a 0.32+0.003a
Consumo diario de alimento (g) 16.36x1.27a 15.14+1.22b 15.39+0.96b 15.34+0.96b 15.30+1.09b
Incremento de peso (9) 48.57+6.52b 119.71+10.29a  121.29+11.10a  119.43+8.08a  122.71+9.0la

T1: control no obeso; T2: control obeso; T3: Suplementacion 1.25%; T4: Suplementacién 2.5%; T5: Suplementacién 5%.

Valores que no comparten letras en comun en una fila indican diferencia significativa, Prueba de Tukey (p<0.05)



4.3 SUPLEMENTACION

Al iniciar el periodo de suplementacion el peso corporal de los individuos de los grupos experimentales T2, T3, T4 y T5 fueron similares
(354.36 +£7.52 g).

Al culminar la segunda fase experimental se realiz6 nuevamente el analisis de variables, tales resultados se describen en el Cuadro 5.

Cuadro 5: Valores promedios de las variables evaluadas al finalizar el periodo de suplementacion

Variables Tratamientos

T1 T2 T3 T4 T5
Consumo diario de alimento (g) 18.99+0.58a 18.62+0.73ab 18.43+0.82b 18.41+0.59b 16.71+0.83c
Consumo diario de 0.23 0.46 0.84
suplemento (g)
Incremento de peso (g) 99+16.40a 72.86+£14.67b 64.14+8.70bc 63.71£13.27bc  48.29+7.22C
Peso corporal final () 378.57£11.50c  426.14+10.71a  418.57+5.12ab  417.57+7.72ab 404.14+11.27b

T1: control no obeso; T2: control obeso; T3: Suplementacion 1.25%; T4: Suplementacién 2.5%; T5: Suplementacién 5%.

Valores que no comparten letras en comdn en una fila indican diferencia significativa, Prueba de Tukey (p<0.05)

32



Es importante sefialar que no hubo diferencias significativas en el incremento de peso de los

animales que recibieron la suplementacion con la harina cushuro a las tres concentraciones.
4.4 MARCADORES INFLAMATORIOS
441 FNT-a

Se determinaron las concentraciones del FNT-a en el suero de las ratas de cada tratamiento
utilizando la curva estdndar mostrada en el ANEXO 6. Los resultados fueron graficados en
la Figura 11, el grupo no obeso (T1) evidenci6 una concentracion de 65 pg/mL, mientras que
el grupo control obesogénico (T2) casi cuadruplico la concentracion de esta citoquina 249.38
pg/mL. En cuanto a los tratamientos, se redujo el 44 por ciento de FNT-a con la
suplementacion de cushuro al 1.25 por ciento (T3), el 51 por ciento con la suplementacién
de 2.5 por ciento (T4) y el 42 por ciento con la suplementacion de 5 por ciento (T5) con
respecto al control obesogénico; sin embargo, no hubo diferencias significativas entre los 3
tratamientos.

FNT-a
300
249.38a
— 250
£
E 200
o
0o 139.38b 143.96b
% 150 125.63b
=
100
& "765.00c
Q
o 50
0
No obeso Control Obeso + Obeso + Obeso +
obeso cushuro cushuro cushuro
1.25% 2.5% 5%

Figura 11: Concentracion del Factor de Necrosis Tumoral a en el suero de las ratas al

finalizar el periodo de suplementacion con harina de cushuro

Letras diferentes indican diferencia significativa, Prueba de Tukey (p<0.05)



En el estudio realizado por Park et al. (2008) donde se trabajo con otra especie, Nostoc
commune, y macrofagos de murinos, se indujo la inflamacién con LPS y se utilizd solo el
extracto lipidico de N. commune, se logro reducir la produccion de FNT-o aproximadamente
en un 80 por ciento con respecto al control. Park et al. (2008) lograron una mayor
disminucion de la produccion del FNT-a en comparacion a la presente investigacion debido
a maltiples factores, en primer lugar, a que se trabaj6 con otra especie, sumado a ello, a que
el extracto no tuvo que pasar por el proceso de la digestion, ya que el extracto lipidico se
aplico directamente sobre los macréfagos. Park et al. (2008) atribuyen esta disminucion de
la produccion del FNT-a, al menos en parte, a la inhibicion de la via NF-xB al evitar que la
subunidad del NF-«B se una a los genes que codifican para citoquinas proinflamatorias como
el FNT-a (Figura 4).

442 1L-6

Se determinaron las concentraciones de la IL-6 en el suero de las ratas de cada tratamiento
utilizando la curva estdndar mostrada en el ANEXO 7. Los resultados fueron graficados en
la Figura 12, el grupo no obeso (T1) evidencid una concentracion de 83.47 pg/mL, mientras
que el grupo control obesogénico (T2) casi cuadruplicd la concentracion de esta citoquina
331.76 pg/mL. En cuanto a los tratamientos, se redujo en 45 por ciento la concentracion de
IL-6 con la suplementacion de 1.25 por ciento de harina de cushuro (T3) con respecto al
control obesogénico. La suplementacion con 1.25 (T4) y 2.5 (T5) por ciento redujeron en 55
y 63 por ciento, sin diferencias significativas entre estos 2 tratamientos, pero con diferencias

significativas respecto a T3.
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Figura 12: Concentracion de la Interleucina 6 en el suero de las ratas al finalizar el
periodo de suplementacion con harina de cushuro

Letras diferentes indican diferencia significativa, Prueba de Tukey (p<0.05)

En el ensayo realizado por Ku et al. (2013), donde se trabaj6 con Nostoc commune y ratones
alimentados con una dieta que contenia 5 por ciento de extracto lipidico de N. commune
durante 12 semanas, se cuantificd la concentracion de IL-6 en los esplenocitos a los que
previamente se les habia inducido la inflamacién con LPS. Ku et al. (2013) reportaron una
reduccion del 37.5% de la concentracion la citoquina con respecto al control que no recibid
el extracto de N. commune (Figura 6). En nuestra investigacion la reduccion de la

concentracion de esta citoquina con las 3 dosis de suplementacion fue mayor.
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V. CONCLUSIONES

La suplementacion con 1.25, 2.5y 5 por ciento de harina de cushuro en la dieta de las
ratas obesas, redujo significativamente la concentracion de la citoquina
proinflamatoria FNT-o en el suero de las ratas en 44, 51 y 42 por ciento,
respectivamente, en comparacion al control obeso; mas no hubo diferencias

estadisticamente significativas entre los tratamientos.

La suplementacion con 2.5y 5 por ciento de harina de cushuro en la dieta de las ratas
obesas, redujo significativamente la concentracion de la IL-6 en el suero de las ratas
en 56 y 64 por ciento, respectivamente, en comparacion al control obeso; sin

diferencias estadisticamente significativas entre ambos tratamientos.



VI. RECOMENDACIONES

Se recomienda realizar analisis especializados en el extracto lipidico de Nostoc
sphaericum con la finalidad de identificar los compuestos con actividad

antiinflamatoria encontrados en Nostoc commune.

Se recomienda realizar ensayos bioldgicos para determinar si la harina de
Nostoc sphaericum inhibe la absorcion de macronutrientes como la proteina

presente en la dieta.
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VIII.  ANEXOS

Anexo 1. Certificado de metales pesados presentes en harina de Nostoc sphaericum

procedente de Mesapampa-Huaraz

LA MOLINA CALIDAD TOTAL LABORATORIOS
UNIVERSIDAD NACIONAL AGRARIA LA MOLINA

Instituto de Certificacion, Inspeccion y Ensayos

INFORME DE ENSAYOS

N° 005667 - 2019

¢ P.BJM.SAC.

JR. BARTOLOME DE LAS CASAS NRO. 358 URB. LOS JAZMINES LIMA - LIMA -
: SANTIAGO DE SURCO

RUC: 20602980261 Teléfono: 973297946
: CUSHURO (NOSTOC)
: Uno
: PROCEDENCIA : MESAPAMPA- HUARAZ
: 897,3 g(+envase) de proporci por el solici
: SM.

: Envasado, la muestra ingresa en bolsa sellada a temperatura ambiente.
: S/S N°EN-003634 -2019

: PERSONAL
: 12/0722019
: FisicoQuimico
: No aplica
4 yﬁusuos FiSICOS/QUIMICOS :
i ALCANCE : N.A.
R =
7 : ENSAYOS RESULTADO
[T Mercurio (*) (mg / ke de mucstra original) No detectable |
= |2~ Ancnico (*) (mg / kg de mucstra original) No detectable
ke - Plomo (*)}(mg / kg de mucstra original) No detectable
|4 Cadmio (*)(mg / kg de muestra original | No detectable |

'METODOS UTILIZADOS EN EL LABORATORIO :
1.- Métodos Oficiales de los Alimentos A. Madrid Vicente 1994
2. AOAC 975.03 Cap. 3, Pag. 5-6, 20th Edition 2016 / AOAC 920.205 Cap. 11, Pag. 25, 20th Edition 2016

3. AOAC 97225 Cap. 9, Pag. 38, 20th Edition 2016
AOAC 973.34 Cap. 9, Pag. 28-29, 20th Edition 2016
: (*) Limite de io: 0,005 mg/kg:

ico: 0,1 mg/kg; Plomo: 0,08 mg/kg; Cadmio 0,028

de la muestra hasta su ingreso a La Molina Calidad Total - Laboratorios

ici de muestreo, i y
del Solicitante

Ia reproduccion parcial o total del presente Informe sin la autorizacion de La Molina Calidad Total - Laboratorios.

lo para la cantidad recibida. No s un C de € idad ni Certificado del Sistema de Calidad de quien lo produce.

La Molina, 19 de Julio de 2019

8’01074[
{ mocdf:i : LAMOLINA CALIDAD TOTAL TORIGSUNAL

i 2! S

g Tecnice §' ""In-u';l.g s Pég 1/1

5 S . Quit. Mary Flor C i
N Y DIRECToafo TECN?(?AW Coral
3 2 C.Q.P. N 635

Av. La Molina S/N (frente a la puerta principal de la Universidad Agraria) - La Molina - Lima - Peru

Telf.: (511) 3495640 - 3492507 Fax: (511) 3495794
E-mail: mktg@lamolina.edu.pe - Pagina Web: www.lamolina.edu pe/calidadtotal 'i la molina calidad total



Anexo 2. Variables evaluadas al finalizar el periodo de induccion a la obesidad

Tratamiento | Repeticion IE?;ZI Ing;eg;igto Peso final | Longitud Indli(:zde

1 228 47 275 22.1 0.294

2 225 44 269 22.2 0.291

3 231 44 275 22 0.296

4 228 42 270 22.3 0.290

T1 5 239 61 300 22.5 0.298
6 233 50 283 22.2 0.296

7 233 52 285 22 0.299

Promedio | 231.000 48.571 279.571 22.186 0.295

DesvSt 4,583 6.528 10.830 0.177 0.003

1 230 128 358 21.7 0.327

2 228 118 346 21.8 0.322

3 236 118 354 22 0.322

4 233 132 365 22.3 0.320

T2 5 240 100 340 22.4 0.312
6 233 124 357 22 0.322

7 235 118 353 22 0.321

Promedio | 233.571 119.714 353.286 22.029 0.321

DesvSt 3.952 10.291 8.200 0.250 0.005

1 232 110 342 22 0.318

2 235 123 358 21.7 0.327

3 229 135 364 22.2 0.322

4 233 124 357 21.8 0.325

T3 5 228 132 360 22.2 0.320
6 240 104 344 22.1 0.317

7 235 121 356 22 0.322

Promedio | 233.143 121.286 354.429 22.000 0.322

DesvSt 4,059 11.101 8.243 0.191 0.004

1 240 108 348 21.8 0.323

2 233 118 351 21.9 0.322

3 231 123 354 22.2 0.319

4 234 109 343 21.8 0.321

T4 5 232 124 356 22.4 0.316
6 232 128 360 22 0.323

7 239 126 365 22 0.325

Promedio | 234.429 119.429 353.857 22.014 0.321

DesvSt 3.599 8.080 7.381 0.219 0.003

T5 1 240 124 364 22.4 0.319
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2 232 126 358 22 0.323
3 236 113 349 21.8 0.323
4 228 132 360 22.3 0.319
5 234 122 356 22.1 0.321
6 233 109 342 21.8 0.321
7 229 133 362 21.7 0.328
Promedio | 233.143 122.714 355.857 22.014 0.322
DesvSt 4.100 9.013 7.798 0.267 0.003
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Anexo 3. Consumo de alimento diario durante el periodo de induccion a la obesidad

Dia Tratamiento
T1 T2 T3 T4 T5

7 18.4 16.8 15.5 15.7 14.9

8 16.8 15.8 15.0 16.3 14.7

9 16.0 14.9 15.0 15.0 15.3
10 15.2 15.0 13.6 15.0 13.3
11 15.2 14.0 14.7 14.1 15.0
12 14.1 14.3 14.1 13.6 14.8
13 14.6 14.2 13.8 13.6 14.8
14 15.5 14.8 15.2 14.8 15.5
15 14.3 13.8 13.9 13.6 15.1
16 14.4 14.0 14.3 14.0 15.0
17 15.0 14.0 15.7 14.7 17.2
18 15.4 14.5 14.6 15.0 14.2
19 15.6 14.0 14.4 14.5 13.6
20 15.1 13.2 13.9 14.2 13.8
21 16.0 13.7 15.1 15.2 13.8
22 15.9 15.0 15.1 15.0 15.6
23 16.4 15.6 16.8 16.6 14.9
24 17.0 15.3 15.9 16.4 15.5
25 16.7 15.8 16.4 16.4 15.7
26 16.8 14.8 16.0 15.5 15.0
27 17.7 15.1 16.2 16.1 15.0
28 17.2 15.2 16.2 16.6 16.0
29 17.3 15.9 16.5 16.5 16.1
30 16.9 15.5 16.0 15.5 15.9
31 17.0 14.6 16.4 15.6 14.8
32 17.5 15.0 16.0 16.2 15.8
33 17.1 16.2 16.3 15.2 15.3
34 17.3 15.4 16.7 16.8 15.8
35 18.1 16.4 16.6 16.2 16.0
36 17.8 17.8 15.6 15.7 17.2
37 19.0 19.0 15.7 15.9 18.6

Promedio| 16.368 15.139 15.392 15.336 15.302
DesvSt 1.273 1.225 0.960 0.968 1.097
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Anexo 4. Variables evaluadas al finalizar el periodo de suplementacién

Tratamiento | Repeticién Peso final | Incremento
(9) de peso (g)
1 369 94
2 380 111
3 380 105
4 375 105
T1 5 367 67
6 377 94
7 402 117
Promedio | 378.571 99.000
DesvSt 11.502 16.401
1 436 78
2 446 100
3 420 66
4 419 54
T2 5 418 78
6 420 63
7 424 71
Promedio | 426.143 72.857
DesvSt 10.715 14.679
1 420 78
2 425 67
3 420 56
4 421 64
T3 5 411 51
6 412 68
7 421 65
Promedio | 418.571 64.143
DesvSt 5.127 8.707
1 424 76
2 411 60
3 428 74
4 420 77
T4 5 418 62
6 417 57
7 405 40
Promedio | 417.571 63.714
DesvSt 7.721 13.275
T5 1 402 38

47



2 418 60

3 395 46

4 415 55

5 403 47

6 386 44

7 410 48
Promedio | 404.143 48.286
DesvSt 11.276 7.228
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Anexo 5. Consumo de alimento diario durante el periodo de suplementacion

Dia Tratamiento
Tl T2 T3 T4 T5

38 18.7 18.8 18.0 18.5 17.8
39 19.4 19.1 18.7 18.9 18.7
40 16.8 16.2 14.7 15.8 16.4
41 17.5 16.7 17.2 17.4 17.4
42 17.8 18.0 17.3 17.8 17.2
44 17.9 17.5 17.2 17.3 17.1
45 17.8 17.7 17.0 18.2 16.2
46 20.0 20.0 20.0 19.8 19.2
47 19.2 19.5 20.0 19.1 18.4
48 18.4 19.3 18.2 18.7 16.7
49 19.0 17.9 18.3 19.0 16.9
50 19.5 18.3 18.9 18.5 17.4
51 19.3 17.8 18.6 18.4 16.4
52 19.0 19.0 18.4 18.2 16.3
53 18.7 18.0 17.9 18.2 15.8
54 18.9 17.9 18.1 18.1 16.0
55 19.1 18.6 18.8 18.2 16.6
56 19.0 18.5 18.0 18.3 16.0
57 19.5 18.4 18.5 18.0 15.9
58 19.3 18.5 18.6 18.7 17.1
59 19.1 18.2 18.8 18.5 15.7
60 19.0 18.5 18.5 19.2 17.0
62 19.0 18.5 18.7 18.8 16.1
63 19.2 19.2 18.6 18.8 17.4
64 19.5 19.7 19.6 18.7 17.2
65 19.5 19.7 19.4 19.1 16.9
66 19.2 19.2 19.0 18.5 16.5
67 19.1 18.6 18.9 17.8 16.5
68 19.3 19.2 19.0 18.3 16.8
69 19.0 19.5 18.6 18.6 16.7
70 19.0 18.7 18.6 18.5 16.5
71 18.9 19.3 18.3 18.5 16.5
72 19.2 18.8 19.3 18.4 16.7
73 18.7 18.8 18.4 18.6 155
74 19.1 18.8 18.9 18.5 16.3
75 19.0 19.0 18.1 18.4 16.2
76 19.3 19.0 18.4 18.3 16.5
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77 19.5 19.2 185 18.4 16.1
78 19.1 19.3 18.4 18.5 16.1
79 19.0 18.6 18.3 18.8 18.8
80 19.5 19.2 19.0 18.8 16.4
81 19.8 19.3 18.8 18.6 17.3
83 19.2 18.4 18.0 18.0 16.2
84 19.1 18.6 18.2 18.1 16.1
85 19.1 18.3 18.4 18.7 15.6
86 19.4 18.4 18.9 18.8 17.3
87 18.9 18.3 18.4 17.6 15.7
88 18.9 18.0 18.2 18.6 16.0
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Anexo 6. Cuantificacién de la concentracion del Factor de Necrosis Tumoral o

Curva de calibracion

Curva de calibracion de FNT-alpha y=0.0016x+0.151
R*=0.9786

1.60 e
1.40

1.20 .

100 .

0.80

Absorbancia

0.60
0.40 .
0.20

0.00
0 200 400 600 800 1000

Concentracién (pg/ml)

Concentracion del FNT-a a partir de la absorbancia medidas en las muestras

Tratamiento | Repeticion | Absorbancia COLEENEERIL Promedio | DesvSt
(pg/ml)
1 0.35 69.686
2 0.334 62.188
3 0.358 73.438
Tl 4 0.332 61.250 65.000 | 4.931
5 0.334 62.188
6 0.342 65.938
7 0.33 60.313
1 0.543 245.000
2 0.546 246.875
3 0.54 243.125
T2 : 0531 237 500 249.375 | 10.782
6 0.561 256.250
7 0.579 267.500
1 0.378 141.875
2 0.402 156.875
T3 2 0.393 154375 139.375 | 14.470
5 0.352 125.625
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6 0.368 135.625
7 0.346 121.875
1 0.364 133.125
2 0.334 114.375
3 0.376 140.625
T4 4 0.36 130.625 125.625 | 10.983
5 0.346 121.875
6 0.332 113.125
1 0.37 136.875
2 0.404 158.125
3 0.368 135.625
T5 4 0.354 126.875 143.958 |26.109
5 0.338 116.875
6 0.454 189.375
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Anexo 7. Cuantificacién de la concentracion de la Interleucina 6

Curva de calibracion

. . s y =0.0007x+0.2246
Curva de calibracion de IL6  r*-0.9813

3.00

)
2.50
2.00

1.50 e

Absorbancia

1.00 .

..

050 | g

55 ]

0.00 ®
0 500 1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Concentracién (pg/ml)

Concentracion de la IL-6 a partir de la absorbancia medidas en las muestras

Tratamiento | Repeticion | Absorbancia COLEENEERIL Promedio | DesvSt
(pg/ml)
1 0.35 69.686
2 0.334 62.188
3 0.358 73.438
Tl 4 0.332 61.250 65.000 | 4.931
5 0.334 62.188
6 0.342 65.938
7 0.33 60.313
1 0.543 245.000
2 0.546 246.875
3 0.54 243.125
T2 : 0531 237 500 249.375 | 10.782
6 0.561 256.250
7 0.579 267.500
1 0.378 141.875
2 0.402 156.875
T3 2 0.393 154375 139.375 | 14.470
5 0.352 125.625
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6 0.368 135.625
7 0.346 121.875
1 0.364 133.125
2 0.334 114.375
3 0.376 140.625
T4 4 0.36 130.625 125.625 | 10.983
5 0.346 121.875
6 0.332 113.125
1 0.37 136.875
2 0.404 158.125
3 0.368 135.625
T5 4 0.354 126.875 143.958 |26.109
5 0.338 116.875
6 0.454 189.375
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