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EFECTOS DE LA OBESIDAD Y ANTI-DISLIPIDEMIA-DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS PALMA DE ACEITE EN LA
PREVENCION DE ATEROSCLEROSIS Y ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR

CAMPO DE LA INVENCION.

La presente invencion proporciona un metodo de retardar la ganancia
de peso o la obesidad y prevenir los efectos de dislipidemia causada
por una dieta aterogénica en un animal. Se comprende la etapa de
administrar compuestos fendlicos del aceite de palma en el agua
potable a dicho animal. Las propiedades antes mencionadas de
compuestos fendlicos del aceite de palma se atribuyen a la regulacidon
de la oxidacion de acidos grasos beta-acido y baja regulaciéon de la
biosintesis del colesterol en el higado, cuando dicho animal se le dio
una dieta normal baja en grasas. Ademas, los compuestos fendlicos
del aceite de palma también regulado hasta la respuesta a proteinas
desplegadas en el higado, las reguladas presentaciéon de antigenos y
el procesamiento en el bazo, asi como hasta los genes regulados
antioxidantes en el corazén, cuando dicho animal se le dio un aito

contenido de grasa, que contiene colesterol, dieta aterogénica. Aceite

de palma por lo tanto fendlicos pueden conferir efectos

antiinflamatorios y antioxidantes para la prevencidn de la

aterosclerosis y enfermedad cardiovascular.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION.

La enfermedad cardiovascular, junto con la aterosclerosis, es la

primera causa de muerte en el mundo. Una variedad de factores de

M



riesgo se sabe que estan asociados con la patogénesis de la
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. Estos factores
incluyen la hipercolesterolemia, hiperlipidemia, hiperglucemia,
hipertension, obesidad, niveles elevados de homocisteina en plasma y
los factores hemostaticos, los antecedentes familiares, el género
masculino, el estrés, el tabaquismo, la falta de ejercicio, dietas altas en
grasas, los agentes infecciosos y el envejecimiento. Las personas con
diabetes suelen tener mas debilidad severa de eventos

ateroscleroticos en el tiempo que los no diabéticos.

La aterosclerosis es una enfermedad que afecta los vasos sanguineos
arteriales, y se trata del endurecimiento (calcificacion) de las arterias y
la formacién de placas de ateroma en las arterias. Al igual que con
otras enfermedades croénicas, la aterosclerosis se cree que es
causada por la acumulacién de los radicales libres y especies
reactivas de oxigeno en el cuerpo. Se asocia con las respuestas
inmunes sistémicas e inflamacién. La aterosclerosis ocasiona dos
problemas principales, el infarto (oclusion coronaria total) y aneurisma
(parcial a la formacion de un nucleo necrético. oclusidon coronaria), y
de hecho puede ser visto como un problema‘de cicatrizacion de la
herida y la inflamacion cronica. Atheroslerosis puede causar derrames
cerebrales, ataques cardiacos y enfermedades de oclusién de la

arteria periférica en las extremidades inferiores.

La fisiopatologia de la ateroesclerosis comprende varios pasos
importantes, incluida una mayor adherencia endotelial focal de la
permeabilidad, y en favor de la coagulacion (disfuncidon endotelial), la
expresion de moleculas de adhesion, la adhesion de monocitos y la
inmigracién, la formaciéon de células espumosas y estrias grasas,
células del musculo liso (SMC) la migracién a partir de la tunica media

en la tunica intima, la formacion de placa vy, finalmente, ruptura de la



placa y la formacidn de trombos. Un tema frecuente en la
aterosclerosis es, pues, la presencia de estrés oxidativo y la

inflamacion, debido a la oxidacidon de las LDL.

La oxidacion de la lipoproteina de baja densidad (LDL) ha sido
aceptado como un importante evento inicial en el desarrollo de la
aterosclerosis. Las especies reactivas del oxigeno pueden estimular la
oxidacion de las LDL y LDL oxidada, que no es reconocido por el
receptor de LDL se absorbe por los receptores del basurero en los
macréfagos conducen a la formacion de células espumosas y placas
de ateroma. Ademas, los ma'créfagos también poseen receptores
peaje como los que se unen a moléculas de agentes patdgenos, como
e iniciar una cascada de sefializacién que conduce a la activacién de
las células. Estos macréfagos producen citoquinas inflamatorias,
quimiocinas, los radicales libres, moléculas que regulan el crecimiento-
, metaloproteinasas y otras enzimas hidroliticas. La apoptosis de las
células espumosas, que esta influenciada por la expresidn de
citoquinas y el estado de activacion de los macroéfagos también
contribuye.

Estudios previos muestran que entre los genes que tienen una mayor
expresion en la pared vascular aterosclerética son los que participan
en la inflamacién, tales como quimioquinas y los receptores de
quimioquinas, receptores de la interleucina y la interleuquina, los
complejos de histocompatibilidad (MHC), las moléculas de adhesion
celular endotelial, la matriz extracelular y proteinas de la matriz de
remodelacidn, los genes de la matriz metaloproteinasa, factores de
transcripcion, metabolismo lipidico y los genes de calcificacién
vascular, asi como los macrofagos y las celulas musculares lisas de
genes especificos. Por otro lado, entre los genes con disminucién de

expresion en la pared del vaso aterosclerética incluyen anti-adhesivo,



genes anti-proliferativas y anti-inflamatorios, asi como marcadores
diferenciados musculares.

Ademas de las intervenciones quirurgicas, tales como la angioplastia y
la cirugia de bypass, diversas intervenciones farmacolédgicas se han
utilizado para el tratamiento de la aterosclerosis y la enfermedad
cardiovascular asociada. Los medicamentos para disminuir el
colesterol y LDL, asi como aquellos que aumentan la lipoproteina de
alta densidad (HDL) se utilizan normalmente para prevenir la aparicion
de la aterosclerosis. Por ejemplo, las estatinas se utilizan para inhibir
una enzima llamada HMGCR (3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima-A
reductasa), que estd implicado en la biosintesis de colesterol. Sin
embargo, otra estrategia terapéutica en el tratamiento de la
aterosclerosis es el uso de inhibidores del ciclo celular, que incluyen
agentes farmacolégicos, la irradiacién o la terapia génica, como la

proliferacion vascular es fundamental para la aterosclerosis.

Los farmacos inmunosupresores y anti-inflamatorias tales como la
ciclosporina que bloquean la activacion de células T puede usarse
también como un tratamiento terapéutico para la aterosclerosis.
Ademas de sus propiedades reductoras del colesterol, las estatinas
también tienen efectos pleiotropicos, incluyendo propiedades
inmunosupresoras. La vacunacién con las LDL oxidadas, las bacterias
que contienen fosfolipidos modificados o proteinas de choque térmico
también es un enfoque atractivo para inducir una inmunidad protectora
contra la aterosclerosis. Sin embargo, otros enfoques incluyen la
transferencia de los anti-inflamatorios interleucinas y la administracion
de los sefiuelos y los anticuerpos dirigidos contra las interleucinas pro-

inflamatorias.



La mayoria de los enfoques actuales sin embargo, tienen por objeto el
tratamiento de la aterosclerosis en lugar de prevenirio. Con el aumento
de la concienciacion sobre |la salud entre el publico, se realiza a través
de estudios epidemiolégicos y experimentales que las dietas que
contienen gran cantidad de fitoquimicos también puede proporcionar
proteccion contra los radicales libres inducidos por enfermedades
como la aterosclerosis y las enfermedades cardiovasculares, debido a
sus actividades antioxidantes de alta. Por ejemplo, antioxidantes tales
como vitamina E, vitamina C, carotenoides, polifenoles y la coenzima

Q10 se encontré que ser capaz de prevenir la aterogénesis.

Antioxidantes fendlicos de la soja, la granada, el jengibre y el vino tinto
también se encontraron para atenuar la aterosclerosis, ya sea por
mecanismos dependientes de LDL como la reduccién de los niveles de
LDL, la inhibicion de la oxidacién de LDL y aumentar el estado
antioxidante o por medio de otros mecanismos independientes de
LDL. El resveratrol, una fitoalexina fendlicos en el vino tinto, se sugirié
para mediar en la cardioproteccibn a través del efecto de
preacondicionamiento, en lugar de wuna proteccion directa.
Preacondicionamiento se logra sometiendo el corazén a una cantidad
terapéutica de estrés, perturbando la homeostasis cardiovascular
normal y restablecer una condicidn modificada homeostatico con el
aumento de las defensas cardiacos que puede soportar insultos
posteriores estrés. El| resveratrol también fue encontrado para
aumentar la vida util y la supervivencia de ratones con una dieta alta
en calorias. Compuestos fenodlicos de la planta son por lo tanto
candidatos prometedores para la prevencion de la aterosclerosis y las

enfermedades cardiovasculares relacionadas.

La palma aceitera (Elaeis guineensis) contiene fitoquimicos que

poseen varias propiedades importantes antioxidantes como los



carotenoides, tocoferoles y tocotrienoles. La extraccion de compuestos
fenolicos hidrosolubles de la planta de aceite de palma de efluentes
(PME) a través de un proceso totalmente libre de solventes se
recupera otro tipo de antioxidante del aceite de palma, designé a la
esencia de Palm ®, que contiene diversos acidos fendlicos y los
polifenoles. Este descubrimiento potencia el doble enfoque de la
reduccion de la contaminacién ambiental causada por la PME,
mientras que la produccion de productos de alta calidad para la
farmacéutica nutracéuticos, cosmecéuticos y los = mercados.
Compuestos fendlicos del aceite de palma mostraron importantes
actividades biolégicas contra la oxidacién del LDL, el aumenfo de la
cantidad de HDL en hamsteres alimentados con una dieta aterogénica
y la aterosclerosis en los vasos sanguineos atenuada de aterogénico

alimentados con la dieta conejos.

En este estudio, hemos ampliado el conocimiento que el aceite de
palma fenolicos pueden atenuar la aterosclerosis mediante la hipotesis
de que el extracto podria influir en ciertos cambios de expresiéon
génica. De este modo a prueba esta hipétesis por los ratones se
alimentan con una dieta normal baja en grasas (14,6% kcal / kcal de
energia) o de un alto contenido de grasa (40,5% kcal / kcal de energia)
que contiene el colesterol dieta aterogénica (0,15% w /'w). Cada grupo
se le dio mas bien agua destilada (grupo control) o compuestos
fendlicos del aceite de palma (grupo de tratamiento). Por la extirpacion
de drganos importantes como el higado, el bazo y el corazén para el
analisis de microarrays de perfiles de expresidbn génica, se
identificaron los cambios biologicos causados por compuestos
fendlicos del aceite de palma en las normales de los ratones
alimentados con la dieta, |la dieta aterogénica y compuestos fendlicos

del aceite de palma en los ratones alimentados con dieta aterogénica ,



asi como descubierto como el extracto cambiado los perfiles de

expresion génica causadas por la dieta aterogeénica.

RESUMEN DE LA INVENCION.

La invencién se refiere a una composicidén util para proporcionar anti-
obesidad o propiedades anti-dyslipidemics, y por lo tanto la prevencién

de la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares relacionadas
con los mismos.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS.

La figura 1 muestra un grafico de peso corporal y el 6rgano de
ratones;

La Figura 2 muestra los GenMAPPs que muestran las funciones y los
genes cambiado de manera significativa por los compuestos fenélicos‘
del aceite de palma en el higado;

La Figura 3 muestra el diagrama de ilustracion de los genes regulados
hasta por la dieta aterogénica en el higado;

La figura 4 muestra el diagrama de la ilustracion de los genes
regulados a la baja por la dieta aterogénica en el camino hepatico que
la biosintesis del colesterol;

La figura 5 muestra el diagrama de ilustracion de genes regulados por
la dieta aterogénica en el bazo; |

La figura 6 muestra el diagrama de ilustracién de genes regulados por
la dieta aterogénica en el corazén;

La figura 7 muestra el diagrama de la ilustracion de los genes
regulados hasta por los compuestos fendlicos del aceite de palma en

el higado se desarrollaron red de proteinas de respuesta;
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La figura 8 muestra el diagrama de ilustracion de los genes regulados
por abajo-fendlicos del aceite de palma en la red de bazo presentacién
de antigenos;

La Figura 9 muestra el diagrama de la ilustracion de los genes

regulados hasta por compuestos fenoélicos del aceite de palma en la
via antioxidante del corazén;
La figura 10 muestra un diagrama grafico del porcentaje de genes que
mostré un cambio en la direcciéon cuando regulada por compuestos
fendlicos del aceite de palma, en comparaciéon con la dieta
aterogeénica;

La figura 11 muestra una comparacién de los genes cambiado
significativamente por la dieta aterogénica y compuestos fendlicos del
aceite de palma en términos de la direccion de los cambios de plegado
(datos del higado como ejemplo);

La figura 12 muestra el diagrama de la ilustracién de los cambios de
expresion génica veces de ocho genes diana determinada por
microarrays y en tiempo real QRT-PCR experimentos y su correlacion;

La figura 13 muestra el diagrama grafico de resultados de perfiles de
citoquinas en muestras de suero sanguineo de ratones, y

La figura 14 muestra el diagrama grafico de los resultados del

analisis de antioxidante en muestras de suero sanguineo de ratones.

DESCRIPCION DETALLADA.

Todos los varones puras ratones Balb / ¢ (n = 40) que fueron
designadas para este estudio fueron adquiridos por el Instituto de
Investigaciones Medicas, Kuala Lumpur, Malasia, en alrededor de
cinco semanas de edad, justo después del destete. Todos los
animales procedimientos fueron aprobados por el Cuidado de

Animales y el empleo de la Universidad de Malaya, Kuala Lumpur,



Malasia. Los animales fueron asignados al azar en jaulas (n = 5 por
jaula) y se aclimatan durante una semana, durante el cual una dieta
estandar chow adquirido por la Universidad de Malaya, y el agua
destilada se les dio. Al comienzo del experimento, la dieta de los
animales fue cambiado a un encargo bajo en grasa dieta normal
(58,2% de carbohidratos kcal / kcal, 27,2% kcal / kcal de proteinas y el
14,6% kcal /'kcal de grasa, incluyendo celulosa, minerales mezcla,
mezcla de vitamina y DL-methonine) o un producto a medida de alta
en grasa dieta aterogénica (40,5% kcal / kcal de hidratos de carbono,
19,0% kcal / kcal de proteinas y 40,5% kcal / kcal de grasa, incluyendo
w / w de 0,15% de colesterol, como asi como celulosa, mezcla de
minerales, vitaminas y DL mezcla methonine-). El grupo de control
normal (n = 10) y el grupo de control aterogénico (n = 10) fueron
suplementados con agua destilada, mientras que el grupo de
tratamiento normal (n = 10) y el grupo de tratamiento aterogénico (n =
10) se complementaron con compuestos fendlicos del aceite de palma
como ad libitum bebidas. El contenido de antioxidantes de los
compuestos fendlicos del aceite de palma que se dio fue equivalente a

alrededor de 1500 ppm de acido galico. Alimentos y liquidos se

cambiaban a diario. Durante el proceso de alimentacion de los

animales, los pesos corporales fueron -controlados cada semana.
Después de seis semanas, los ratones fueron sacrificados a través de
la eutanasia con éter dietilico y se tomaron muestras de sangre
recopilada a través de punciéon cardiaca. Seis 6rganos principales,
incluyendo el higado, bazo, corazén, rifiones, pulmones y cerebros
fueron extirpados, borrado, se pesa, snhap-congelado en nitrégeno
liquido y se almacenan a -80 ° C.

El peso corporal de los ratones aumenté constantemente cada
semana durante las seis semanas de alimentacién, con los de la dieta

aterogénica que muestra un mayor incremento en la ganancia de peso



en comparacion con los de la dieta normal (Figura 1A). En contraste,
los ratones del grupo de tratamiento normal, mostré un retraso en la
ganancia de peso a lo largo de las seis semanas de alimentaciéon
(Figura 1A). Cuando los pesos de los 6rganos de los animales se
compararon, la dieta aterogénica se encontré a causar un aumento en
el peso de los higados de ratén (Figura 1B). Por otro lado, aceite de
palma fendlicos no afectd significativamente peso de los 6rganos,
tanto en los ratones que recibieron la dieta normal y la dieta
aterogénica (Figura 1B). Estos resultados indican que la adiciéon de
grasa adicional y el colesterol en la dieta aterogénica aumentado su
contenido energético. Esto hizo que los higados de los ratones en los
dos grupos de dieta aterogénica para ampliar para dar cabida a una
mayor necesidad de la transformacién de grasas y colesterol, y dio

lugar a una mayor ganancia de peso.

Una porcién (200 I) de muestras de sangre entera obtenido a partir de
aproximadamente la mitad de los animales (n = 4) se repartié en
alicuotas en un tubo que contiene acido etilendiaminotetraacético
(EDTA) (Ambion, Austin, TX) para evitar la coagulaciéon. Estas
muestras de sangre fueron enviados inmediatamente después de la -
diseccion de los animales a la Bioquimica Clinica y Laboratorio de
Hematologia, Departamento de Patologia Veterinaria y Microbiolog'ia
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad de Putra
Malaysia (UPM), Serdang, Selangor, Malasia, para el analisis de
hematologia. El analisis sé llevo a cabo con el animal de sangre contra

el veterinario del analizador hematologico (Horiba ABX, Francia).

Con el fin de obtener los sueros, las muestras de sangre restantes de
todos los animales (n = 10) se dej6é coagular a temperatura ambiente
durante 2 horas antes de la centrifugacién ellos en 3300 rpm durante 5

minutos, después de lo cual las capas sobrenadantes se recogieron y
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almacenaron a -20 ° C. Una porcion (100 |) de cada muestra de suero
(n = 6 por grupo) se mantuvo en alicuotas para perfiles de citoquinas y
analisis antioxidante. Las muestras de suero restante (alrededor de
200 | por repeticion) fueron enviados para el analisis de bioquimica
clinica con la de Roche / Hitachi 902 analizador quimico (Roche /
Hitachi, Suiza) en la Bioquimica Clinica y Laboratorio de Hematologia,
Departamento de Patologia Veterinaria y Microbiologia, Facultad de
Medicina Veterinaria de la UPM. Los parametros bioquimicos clinicos
que se examinaron incluyen alanina aminotransferasa aspartato,
aminotransferasa, glucosa, proteinas totales, albumina, la globulina,
albumina: globulina de relacién, el colesterol total, triglicéridos,
lipoproteinas de baja densidad (LDL) y lipoproteinas de alta densidad
(HDL). Dos muestras de cada grupo de control y tres muestras en
cada grupo de tratamiento se excluyeron del analisis de datos debido
a la lisis de sangre.

En términos de hematologia, los ratones que recibieron la dieta
aterogénica mostraron un incremento significativo en los niveles de
glébulos blancos, neutréfilos y linfocitos, en comparacién con las
dadas la dieta normal (Tabla 1), indicando la presencia de una
respuesta inflamatoria. Aceite de paima fendlicos no afecté los
parametros hematol6égicos en ambos modulos (Tabla 1). En términos
de la bioquimica clinica, los cambios significativos causados por la
dieta aterogénica involucrados los niveles de glucosa (), albumina (]),
globulina (1), A: G (]), colesterol total (1), C-LDL (1 ) y el HDL-C (1)
(Tabla 2). Aceite de palma fendlicos no causé cambios significativos
en los parametros bioquimicos clinicos medidos en cada maédulo,
excepto para normalizar los niveles de glucosa en el médulo de dieta

aterogénica (Tabla 2).
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Tabla 1: Parametros de Hematologia midieron en muestras de

sangre total de raton

Prueba normal normal aterogénica aterogénica
Dieta + Dieta + Dieta + Dieta +
destilada El aceite de destilada El aceite de
agua paima agua palma
(n=4) fendlicos (n=4) fendlicos

(h=4) (n=4)

Los glébulos 993+0,32a | 10,15+£0,12a | 10,08 £0,21a | 10,02 + 0,08 a

rojos (X1012/

L)

La hemoglobina

9/1)

Hematocrito / 040+001a|040+£0,00a |040+002a |040+0,00a

empaquetado

del volumen

celular (L /L)

Volumen 41 +1a 40+0a 40+1a 40+1a

corpuscular

medio (FL)

Concentracion | 3696 a 373t4a 3737 a 372+ 5a

de hemoglobina

corpuscular (g /

L) _

Gloébulos 20+06a 1,5+03a 33+£03b 3,0£0,1b

blancos (X 109/

L)

B Los 0,05+0,01a {0,04£001a |0,10£0,02b [0,10+£0,02b

neutrofilos (X

109 /L)

SLos neutréfilos | 048+0,17a |0.35+009a [0,83+0,07b [0,77+0,06b

(X109/1L)

1,36 £ 0,38 1,01£020 a |{2,06+£0,22b |199+0,17Db

Los linfocitos (X | una '

109 /L)

Los monocitos | 0,09+0,02a |0,07+0,02a [0,08+0,04a |0,09+0,03a

(X109/L)

Los eosinéfilos | 0,03+0,01a|0,01+0,00a |006+0,02a |[0,06+0,03a

(X109/1L)

Los basdfilos 0,00+0,00a {0,00£0,00a |0,00£0,00a.({0,00+£0,00a

(X10 9/L)

Trombocitos (x {533 +111a |621+103 a 644 + 37 a 619 £ 21 un

109 /L)

P protrombina | 79+2a 80+1a 78+2a 79+2a

(g/1)

Los valores mostrados son medias + S.E.M.;
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Medias con superindices diferentes difieren significativamente (P

<0,05).

Tabla 2: Parametros clinicos Bioquimica midieron en muestras de

suero de raton

Prueba normal normal aterogénica Aterogeénica
Dieta + Dieta + Dieta + Dieta +
destilada El aceite de destilada El aceite de
agua palma agua palma
(n=28) fendlicos (n=28) fenolicos

(n=7) (n=7)

Alanina 344+33a 425+6,5a 418+10,7a |322+51a

aminotransferasa

(ALT) (U /L)

Aspartato 1752+238 12404+223 |1748+293a|157,2+322a

aminotransferasa | a a

(AST) (U /L)

La glucosa 6,0+11a 6,704 a 53+04a,b [74+04a,c

(mmol /L) '

Proteinas totales | 53,8 + 1,8 a 538+1.1a 53,2+09a 548 +0,7 a

del suero (g /L)

La albumina 340+09a 331+13a 294+0,7b 31,0+£0,7b

(9/L)

Globulina(g/L) [19.8+1.1a 20,8+08a 238+x0,7b 23,7+0,7b

A:G 1,8+0,1a 1,6 £0,1un 12+01b 1,3+0,1b

Total colesterol 346+013a [3,563+0,19a |4,77+0,15b [4,76+0,19b

mmol/L)

Triglicerios 1,05+£008a [(1,04£0,11a {1,13+0,04a |1,14+0,15a

mmol/L)

Lipoproteinas de | 0,15+0,02a {0,18+0,03al {0,26+0,03b [0,30+£0,06b

baja densidad

(mmol /L)

Lipoproteinas de | 2,79 £ 0,11 2,83+0,17 405+011b [3,931£0,14b

alta densidad una una

(mmol /L)

Los valores mostrados son medias + S.E.M.;

Medias con superindices diferentes difieren significativamente (P

<0,05).

Microarrays de genes y Analisis de Expresion.

(L5

Para el analisis de la expresién génica, higados desde el modulo de

dieta normal, asi como los higados, bazos y corazones desde el
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maodulo de dieta aterogénica se utilizaron en el proceso de extraccion
de ARN total. El aislamiento de ARN total de los 6rganos de ratén se
llevé a cabo utilizando el RNeasy Mini Kit (Qiagen, Inc, Valencia, CA) y
QIAshredder homogeneizador (Qiagen, Inc, Valencia, CA). El total de
las muestras de ARN obtenidos fueron sometidos a NanoDrop
Espectrofotometro 1000A para el rendimiento y la evaluacion de la
pureza. La integridad de las muestras de ARN total fue evaluado
utilizando el Agilent 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Palo Alto,
CA) y Agilent ARN 6000 chip Nano Kit de ensayo (Agilent
- Technologies, Palo Alto, CA). Cuatro muestras de ARN total con los
numeros mas altos de la integridad del ARN vy las relaciones 28S/18S

rRNA dentro de cada condicién fueron seleccionados para los estudios

de microarrays.

La amplificacion de muestras de ARN total que eran de alto
rendimiento, la pureza y la integridad se llevé a cabo utilizando el
lllumina TotalPrep ARN amplificacién kit (Ambion, Inc., Austin, TX). El
cRNA producido se hibridd con el lllumina MouseRef-8 Version
Expresion BeadChip 1 (lllumina, Inc., San Diego, CA), utilizando el Kit
de hibridacion directa (lllumina, Inc., San Diego, CA). llumina
MouseRef-8 BeadChips expresién contenia 50-mer de genes
especificos de las sondas de mas de 24.000 genes que fueron
diseﬁados sobre la base de la evidencia Exonic oligonucleétidos ratén
basado en (Meebo) conjunto, la base de datos RIKEN FANTOM 2 y el
Centro Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) RefSeq
(version 5) transcripcion de bases de datos. Hibridacion de
microarrays, lavado y barrido se llevaron a cabo ‘de acuerdo con las

instrucciones del fabricante.

En breve, cRNA se afiadié con un tampén de hibridacion, y la mezcla

de hibridacién se calienta brevemente a continuacioén, y se hibridé con
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una BeadChip lllumina. El microarray hibridado luego se sometié a una
serie de lavados con los tampones de lavado previstas y el 100% de
etanol (Merck, Darmstadt, Alemania). Hibridacion no especifica fue
bloqueada antes de incubar el microarray con el Amersham Fluorolink
estreptavidina Cy-3 colorante (GE Healthcare Bio-Sciences, Little
Chalfont, Reino Unido) para la deteccion, seguido por un lavado final
con el tampdén de lavado. El microarray se secd y escanea con el
lector de lllumina BeadArray confocal escaner y el software Illlumina
BeadScan (lllumina, Inc., San Diego, CA), disponible en el Instituto del

Genoma de Malasia, la Universidad Nacional de Malasia.

El control de calidad de la hibridacion, la extraccion de datos de
microarrays y el analisis inicial se llevaron a cabo utilizando el software
lHlumina BeadStudio (lllumina, Inc., San Diego, CA). Muestras atipicas
se elimina a través de analisis de agrupamiento jerarquico provisto por
el software [llumina BeadStudio y tambien el uso del software TIGR
MeV, a través de diferentes métricas de distancia. Un minimo de tres
replicas por condicion (con valores extremos removidos) que entonces

se consideraba para su posterior analisis.

Cabe senalar que cuatro comparaciones de los datos de microarrays
obtenidos se realizaron en este estudio, la comparaciéon con el primero
en enterarse de los cambios de expresidon génica causada por el
petroleo de palma compuestos fendlicos en el modulo de la dieta
normal (Normal + Dieta compuestos fendlicos del aceite de palma:
dieta normal + destilada de agua). La segunda comparacion se hizo
para averiguar los cambios de expresion genica causada por la dieta
aterogénica (dieta aterogénica de agua destilada +: dieta normal +
agua destilada). La tercera comparacion se hizo para identificar los
cambios de expresiéon génica causadas por compuestos fendlicos del

aceite de palma en el mddulo de dieta ate‘rogénica (aterogénica Dieta
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+ compuestos fendlicos del aceite de palma: dieta aterogénica + agua
destilada). La cuarta comparacion se llevé a cabo para identificar los
genes que fueron regulados de manera diferente por la dieta
aterogénica y compuestos fenodlicos del aceite de paima, al comparar
los resultados de la comparacion de la segunda y tercera. Las tres
primeras comparaciones se realizaron por separado antes de la

comparacion se hizo cuarto.

Durante los primeros tres comparaciones, los valores de expresion
génica se normalizaron utilizando el método de clasificaciéon invariante
y los genes que tenian un nivel de deteccién de mas de 0,99 en
cualquiera de las condiciones (control o tratamiento) fueron
considerados de manera significativa detectada. Para filtrar los datos
de los genes que han cambiado de manera significativa en términos
de estadisticas, el modelo de Illlumina error personalizado se utilizé y
los genes se consideraron cambiado de manera significativa en un |
Puntuacién diferencial | de mas de 20, lo que equivale a un valor de P
menor de 0,01. El rigor de este criterio de filtrado se redujo a un |
Puntuacién diferencial | de mas de 13, lo que equivale a un valor de P
menor de 0,05, en caso de menos de 100 genes que fueron
considerados cambiado de manera significativa. Dado que los
resultados de este analisis estadistico se utilizé para el analisis
funcional, que seria pertinente incluir mas genes mediante el uso de
un umbral méas bajo para dar poder estadistico para el analisis

funcional, en el que podria ser evaluado significado funcional.

Los genes y sus correspondientes datos fueron exportadas luego en el
software Microsoft Excel para su posterior analisis. Para calcular los
cambios veces, un valor arbitrario de 10 fue dado a los valores de
expresion que eran menos de 10. Veces los cambios se calcula

entonces dividiendo el medio de la sefial Y (el tratamiento) con medios
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de la sefal X (de control) si los genes son regulados hasta y viceversa,
si los genes se redujeron regulado. Bidireccional (gen y de la muestra)
la agrupacion jerarquica de los genes importantes se realizé mediante
el software MeV TIGR para asegurar que la réplicas de cada condicién
se agrupan entre si. La distancia euclidea método de vinculacion
métrica y el promedio se utilizaron para llevar a cabo el analisis de

agrupamiento jerarquico.

Durante los primeros tres comparaciones, los cambios en las vias
biolégicas y ontologias de genes también se evaludé a través de
analisis funcional, utilizando el software y GenMAPP MAPPFinder. El
software ocupa el MAPPFinder GenMAPPs (vias) y ontologias de
genes basados en la distribucidon hipergeomeétrica. GenMAPPs vy
ontologias de genes que habian permutada valores de p inferiores a
0,01, el numero de genes modificados de los puntajes mas que o igual
a2y Z de mas de 2 se consideré significativo. Un valor de p
permutado inferior a 0,05 se utilizé cuando los genes se seleccionaron
mediante un | Puntuacion diferencial | de mas de 13, con el fin de

identificar mas GenMAPPs y ontologias de genes afectados.

Cabe senalar que los grupos de software MAPPFinder sondas
multiples para un gen distinto en una agrupacion solo gen con el fin de
calcular el numero de genes distintos que cumplan los criterios
definidos por el usuario, no las sondas. En este estudio, arriba y hacia
abajo de los genes regulados se analizaron por separado en el analisis
funcional de enriquecimiento, pero fueron vistos juntos en cada
GenMAPP. Las cajas de color amarillo indican los genes que eran
regulados hasta mientras que los de color azul indican los genes que
se redujeron regulado. Los cambios veces aparecen junto a las cajas.

Cajas individuales que tienen matices diferentes dentro de ellos
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indican la presencia de multiples sondas (transcripciones de empalme)

dentro de un Unico gen.

Los cambios en las redes de regulacién también se analizaron
mediante el uso de software de Ingenio de vias y analisis (Ingenio ®
Sistemas Redwood City, CA) [36] para las tres primeras
comparaciones. Un conjunto de datos que contienen los genes
expresados diferencialmente y sus correspondientes cambios veces
se ha subido a la aplicacién. El analisis de arriba y hacia abajo de los
genes regulados se llevaron a cabo por separado. Cada identificacion
de genes se ha asignado a su objeto gen correspondiente en la Base
de conocimiento de ingenio de vias. Las redes de estos genes eran

entonces enfoque algoritmico genera en base a su conectividad.

Una red es una representacion grafica de las relaciones moleculares
entre los genes o productos génicos. Los genes o productos génicos
se representan como nodos, y la relacion biolégica entre dos nodos se
representa como una arista (linea). La intensidad del color del nodo
indica el grado de arriba (rojo) o hacia abajo-regulacién (verde). Los
nodos se muestran con diferentes formas que representaban la clase
funcional de los productos génicos. Los bordes se muestran con
diversas etiquetas que describen la naturaleza de la relacion entre los
nodos. Descripciones de genes que no se hizo referencia emanadas

directamente desde el software de Ingenio de vias y de analisis

Compuestos fendlicos del aceite de palma hasta reguladas de
acidos grasos genes beta oxidacion y las reguladas genes de la

biosintesis de colesterol en el higado (Médulo dieta normal)

Compuestos fendlicos del aceite de palma regulados hasta 196 genes

y genes regulados 54 en los higados de los ratones en una dieta
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normal, con las listas de genes vy funciones cambiado
significativamente complementada en los archivos adicionales 1 y 2,
respectivamente. El analisis funcional de los datos de microarrays del
higado demostraron que compuestos fendlicos del aceite de palma
regulado hasta la beta oxidacién de acidos grasos de la via (Figura
2A). Entre los genes de oxidacién de acidos grasos beta hasta

reguladas eran los esteroles que codifica la proteina transportadora

(SCP), lisofosfolipasa (Lypla1), monoglicerido lipasa (Mgll), la acetil-

CoA deshidrogenasa (Acadl), acil-CoA deshidrogenasa (Acads,
Acad8), hidroxiacil -CoA deshidrogenasa (Hadhb, Hadhsc), la acetil-
CoA (acetyltransferases Acat2, Acat3) y aciltransferasa acetil-CoA
(Acaa2).

El higado se conoce como un érgano activo en la oxidacién de acidos
grasos beta-acido, y por lo tanto la regulacion de la grasa hepatica de
acido beta-oxidacion puede contribuir a la supresion de la grasa en el
higado y acumulaciéon de grasa visceral. Hasta regulada oxidacion
graso beta acido puede también contribuir a la prevencién de la
diabetes, que se sabe que estd causada por la obesidad y la
resistencia a la insulina. Sobre regulacion de genes implicados en el
catabolismo de los lipidos también se ha encontrado que es causada
por las catequinas del té verde y el acido clorogénico del café.
Ademas, la eliminacion de los lipidos del cuerpo a través de la
oxidacion graso beta acido puede prevenir la peroxidacion de lipidos,
lo que contribuye a la aterosclerosis. Interesantemente, la sintesis
hepatica mejorada de acidos grasos y la oxidacion reducida acido
graso también se han implicado en el desarrollo de un higado graso
inducido por el alcohol. Por lo tanto, postulamos que compuestos
fenolicos del aceite de palma también puede ser capaz de prevenir el
danio inducido por el alcohol higado hasta la regulacion de grasa

hepatica beta oxidacion acida.
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Los genes implicados en la biosintesis del colesterol por el contrario,
como los de codificacion lanosterol sintasa (LSS), esterol-C4-metil-
oxidasa como (Sc4mol), farnesil difosfato sintasa (FDP), NAD (P)
dependiente de esteroides deshidrogenasa tipo (Nsdhl ) y 3-hidroxi-3-
metilglutaril-coenzima A sintetasa 1 (Hmgcs1) se redujeron reguladas
en este estudio (Figura 2B). Cabe sefialar que los cambios de plegado
para la mayoria de los genes en el GenMAPP fueron negativos, lo que
indica baja regulacién, incluso para los genes que no fueron
seleccionados como significativamente diferente basandose en los
criterios de seleccion utilizados. HMGCR que codifica para el 3-hidroxi-
3-metilglutaril-coenzima-A reductasa, una enzima inhibida por las
estatinas para reducir el colesterol, mostré un cambio veces negativo,
asi, aunque el valor no fue significativamente diferente.

El colesterol es un conétituyente importante de las membranas
celulares y sirve como un precursor en la formacion de acidos biliares
y hormonas esteroideas. El exceso de colesterol sin embargo, esta
involucrado en la lesién aterosclerdtica y la formacion de calculos
biliares. Los resultados obtenidos sugieren que la biosintesis de
colesterol en el higado de estos ratones se redujo y, ademas, implica
que compuestos fenolicos del aceite de palma puede ayudar a
prevenir la aterosclerosis y enfermedad cardiovascular. Estos
resultados (regulado hasta la oxidacion de acidos grasos y acido beta-
regulada por la biosintesis de colesterol en el higado) también apoyan
las conclusiones anteriores de que compuestos fendlicos del aceite de
palma fueron capaces de mejorar la salud vascular y reducir la

aterosclerosis.

Cambios de expresion génica en el higado, el bazo y el corazén

(Médulo de dieta aterogénica)
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El nimero de genes cambiado significativamente por la dieta
aterogenica fue mayor en el higado (2593 hasta reguladas y 451 hacia
abajo-regulado), seguido por el bazo (990 hasta reguladas y 534 hacia
abajo-regulado) y el corazén (1441 hasta reguladas y 991-regulada).
El numero de genes significativamente modificados por compuestos
fendlicos del aceite de palma fue mayor en el bazo (327 hasta
reguladas y 249 hacia abajo-regulado), seguido por el higado (35
hasta reguladas y 84 hacia abajo regulado-) y el corazon (19
regulados hasta y 13 de las reguladas). En la ultima comparacién, ya
que el corazén mostré el menor nimero de genes cambiado de
manera significativa (32 genes), que no da mucha informacion en el
analisis funcional adicional, que reduce aun mas este rigor mediante el
filtrado de los genes cambiado de manera significativa con un |
Puntuacion diferencial | de mas de 13 afios, lo que equivale a un valor
de P menor de 0,05. Esto dio lugar a 132 genes cambiado de manera
significativa en el corazén (79 hasta reguladas y 53 abajo-regulado).
Las listas de genes cambiado significativamente por la dieta
aterogénica y compuestos fendlicos del aceite de palma en estos
organos de ratén, junto con los cambios veces, se complementan en
los archivos adicionales 3 y 4, respectivamente. Las listas de
GenMAPPSs y ontologias de genes cambiado significativamente por
la dieta aterogénica y compuestos fenoélicos del aceite de palma en los
principales &rganos analizados se encuentran en los archivos

adicionales 5 y 6, respectivamente.

Aumento de la ingesta dietética de la regeneracion hepatica grasa
y el colesterol hasta reguladas y las reguladas biosintesis de
colesterol hepatico.

La administracion de la dieta aterogénica aumento del volumen de

negocios de los metabolitos en el higado, como se muestra por una

21



regulacion de los genes involucrados en la generacién de metabolitos
precursores (anabolismo) y energia (catabolismo). También era
evidente que los genes implicados en la oxidacién de acidos grasos
beta acido, el ciclo del acido tricarboxilico y la cadena de transporte
electronico se incrementaron en un regulada, lo que sugiere un
aumento en la producciéon de energia debido a la utilizacién de la
grasa extra. Ademas, la rotacion de los tejidos hepaticos también fue
evidente, debido a la regulacién de los receptores nucleares que
estimulan el crecimiento del hepatocito como HNF4A (Figura 3A), asi
como citocromo oxidasas c, genes del complemento y caspasas
implicadas en la muerte celular (Figura 3B).

Sobre regulacion del proceso de beta-oxidacion de acidos grasos que
aumentan el metabolismo de los acidos grasos adicionales obtenidos
de la dieta aterogénica. Esto eventualmente resulta en una mayor
produccién de energia a través del ciclo del acido tricarboxilico y la
cadena transportadora de electrones. Al ser cuestionado con la dieta
aterogénica, el higado lo que ajusta sus procesos metabdlicos en
relacion con el metabolismo lipidico y la produccién de energia.
Curiosamente, el metabolismo mitocondrial ha sido implicado en la
produccion de radicales libres y enfermedades degenerativas. Por
tanto, es posible que el aumento en la produccién de energia causé un
aumento en la produccién de radicales libres en el higado asi,

resultando asi en el estrés oxidante.

Como resultado de este dafio oxidativo, los receptores nucleares
implicados en el crecimiento del tejido y los genes implicados en la
muerte celular fueron hasta reguladas, lo que sugiere que la dieta
aterogenica disparado reprogramacion hepatica inflamatoria y la
regeneracion hepatica en los ratones. Esto también explica por la

ampliacion de los higados que se observé en estos animales. Un
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ejemplo de un receptor nuclear hasta reguladas es el factor nuclear de
hepatocitos 4 alfa (HNF4A), que también fue encontrado para ser
regulada hasta cuando ApoE3Leiden (E3L), ratones (que tienen los
perfiles de lipidos se asemejan a los de los humanos) fueron
alimentados con una aterogénico dieta. HNF4A es esencial para el
mantenimiento de la diferenciacion de hepatocitos y es un importante
regulador en vivo de los genes implicados en el control de la
homeostasis de lipidos. La regulaciéon de este gen y otros genes
asociados a ella sugiere el importante papel de HNF4A en el
mantenimiento de la funciéon apropiada del higado cuando son

desafiados por el estrés oxidativo.

Entre los genes implicados en la muerte celular son los que codifican
la citocromo c¢ oxidasas perteneciente a la cadena de transporte
electronico mitocondrial, complementan los genes y las caspasas. La
regulacion de estos genes sugiere que la muerte celular producido a
traves de la apoptosis como resultado de dario celular mediada por el
complemento. La activacion de la via terminal del sistema del
complemento conduce a la insercion de los complejos terminales del
complemento (C5b-9) en la membrana celular, que pueden inducir
citolisis. Los datos recientes también indican que la via del
complemento terminal (C5b-9) esta implicada en la induccién de la
apoptosis a traves de una via dependiente de caspasas. Dicho sea de
paso, ademas de ser involucrados en la cadena de transporte de
electrones, el citocromo c oxidasa son esenciales en el proceso de
apoptosis. La regulaciéon de estos tres grupos de genes en la misma
red lo que implica que la dieta aterogénica causado la activacion del
complemento, lo que resulta en la muerte celular por apoptosis.
Curiosamente, la induccién de la via del complemento en el higado
también se ha asociado con el desarrollo de la lesién en zonas

propensas a la aterosclerosis-LDL con deficiencia del receptor (LDLR-/
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-) los ratones que fueron alimentados con una alto contenido en

grasas dieta de estilo occidental.

Como era de esperar, los genes implicados en la biosintesis de
colesterol se redujeron regulado por la dieta aterogénica (Figura 4). De
plasma o los niveles de colesterol estan determinados por las
aportaciones de ambas dietas y la biosintesis de novo, la utilizacion de
colesterol, especialmente en los tejidos del higado y androgénica,
como asi como la excrecion de cualquiera de los acidos biliares de
colesterol 0. Como siempre la dieta aterogénica colesterol de la dieta
que aumentd aun mas los niveles de colesterol en la circulacion de la
sangre, los genes implicados en la biosintesis hepatica de colesterol
se redujeron regulado en este estudio. Esta observacion se espera
debido al hecho de que de la biosintesis del colesterol de novo es el
regulado cuando el colesterol se encuentra disponible en la ingesta
alimentaria, y en parte valida los datos de microarrays de genes de

expresion obtenidos.

Una elevada produccion y el volumen de negocios de las células

inmunes se debe a la dieta aterogénica en el bazo.

El sistema inmune ha sido relacionada con la aterosclerosis, que es
causada por una respuesta inflamatoria response.This estd mediada
por las células endoteliales, plaquetas, macréfagos derivados de
monocitos, células dendriticas, mastocitos y subtipos especificos de
linfocitos T o células T. Avanzados ateromas humanos también
contienen una poblacidn heterogénea de receptores de células T.
Algunas células dendriticas conjunto con las células T directamente en
las lesiones ateroscleréticas, mientras que otros emigran a los érganos
linfoides para activar las células T. Los macréfagos, células

endoteliales y células musculares lisas parecen ser activado en base a
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su expresion de moléculas MHC de clase Il y numerosos productos
inflamatorios. Ademas, células de médula ésea, incluyendo las células
madre hematopoyéticas, también 'contribuyen a la remodelacion
patologica en la aterosclerosis por diferenciarse en células del
musculo liso. No de la médula 6sea derivados de las células
progenitoras circulantes en la capa adventicia de las lesiones
ateroscleréticas también puede ser una fuente de células musculares
lisas, macréfagos y células endoteliales en estas lesiones, ademas de
la migracién de estas células de la tlnica media. En este estudio, los
genes implicados en la respuesta inmune fueron reguladas por la dieta
aterogénica en el bazo, como los regulados por el factor de necrosis
tumoral alfa (TNFa) y el transductor de la sefial y activador de la
transcripcion 3 (STAT3) (Figura 5) . Ademas, el proceso apoptoético se
encontré también que hasta reguladas. Por otro lado, los genes
regulados por abajo de la dieta aterogénica incluyen los regulados por
el supresor tumoral TP53 (Figura 5B) y factor de crecimiento
transformante-beta (TGFB1). TP53 es anti-proliferativa, mientras que
TGFB1 es anti-inflamatorio. La regulacion de TNFa y STAT3, junto con
la baja regulacion de TP53 y TGFB1, sugiere que la regulacién de una

respuesta inflamatoria a la dieta aterogénica.

Es interesante observar que Stat3 fue descubierto debido a su papel
en la respuesta de fase aguda, y que esta es la capacidad Unica en la
que puede ser su funcidn in vivo claramente atribuida a su actividad
como un factor de transcripcién. Stat3is importantes para la
homeostasis hematopoyético, ya que desempefia un papel
fundamental en la mediacién de las respuestas celulares implicados
en la produccion de progenitores hematopoyéticos inmaduros y
comprometido. Ademas, la Stat3 se ha implicado en muchas
enfermedades humanas linfoproliferativas y mieloproliferativas,

incluyendo el mieloma multiple, linfoma no Hodgkin y la leucemia
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mieloide aguda, que muestran la activacion de STAT3 desregulados.
En apoyo de la observacion de que la red theStat3 fue reglamentado,
la via del receptor de células B fue también hasta reguladas en este
estudio, aun defendiendo el papel de Stat3 en el fomento de la
proliferacion de las células inmunes. Junto con la regulacion de la red
de Stat3, celulas B via del receptor y la apoptosis, la baja regulacién
del supresor de tumores TpS53implies que la dieta aterogénica provoco
un aumento del recambio de las células inmunes en el bazo, y asi se
explica el aumento de la produccion y el despliegue de las células
inmunes en la circulacion de la sangre, que ademas puede excerbate
la in vivo los efectos inflamatorios de la dieta aterogénica en este
estudio.

La dieta aterogénica desencadena una respuesta inflamatoria en
el Corazon.

En el corazén, la dieta aterogénica aumenté la expresion de genes
implicados en la oxidacién de acidos grasos beta-4cido, la
degradacion proteasomal, la biosintesis del grupo hemo, asi como la
inflamacion incluyendo los regulados por CREB TNF, (adenosina
ciclico elemento de respuesta a monofosfato de unién) la proteina de
union (CREBBP) y junio oncogen que es parte de activador de la
proteina-1 (Ap-1) (Figura 6A). Abajo de los genes regulados se
comprobé que estaban involucrados en la glucolisis, el ritmo
circadiano, el desarrollo muscular y anti-inflamatorios, tales como las
redes de los regulados por sirtuin 1 (Sirt1) y TGFB1 (Figura 6).

La proteina junio forma parte del factor de transcripcién AP-1, que es
pro-inflamatorias, ya que ha sido implicada en el estrés oxidante. Sitios
de unién del factor de transcripciéon redox regulado AP-1 se encuentra

en la region promotora de una gran variedad de genes que estan
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directamente implicadas en la patogénesis de enfermedades,
incluyendo la aterosclerosis. La activaciéon de junio a través de Jun

amino-terminal quinasa (JNK) en respuesta a las diversas formas de

estrés causa una lesion arterial y enfermedades del corazén. Ademas,

la biosintesis del grupo hemo también se incrementaron en un
reguladas por la dieta aterogénica en el corazon, y esto sugiere una
mayor facturacion de los glébulos rojos, muy probablemente causados

por el estrés oxidativo provocado por la dieta.

Por otro lado, TGFb se ha sugerido para ser anti-inflamatorio en la
aterosclerosis, ya que juega un papel importante en el mantenimiento
de la estructura normal vaso sanguineo, mientras que los defectos en
esta superfamilia de genes se han relacionado con una serie de
sindromes cardiovasculares incluyendo la pérdida de la arquitectura
vaso sano y aneurisma. Microarrays de perfiles realizados en las
aortas de la apolipoproteina E-deficientes (apoE-/ -) ratones con una
dieta alta en grasas en comparacién con el control de C57BL/6J y
ratones C3H a través del tiempo también mostraron una disminucién
de expresion de una isoforma de TGFb.

La baja regulacion del gen TGFB1 en este estudio por lo tanto implica

una respuesta pro-inflamatoria a la dieta aterogénica en el corazon.

La respuesta de la proteina fue desplegado hasta regulada por

Fendlicos palma de aceite en el higado.

En los higados de los ratones pertenecientes al grupo de la dieta
aterogenica el tratamiento, los genes involucrados en la respuesta de
la proteina se desarrolld6 fueron hasta reguladas (Figura 7),
compuestos fenodlicos del aceite de palma en comparacién con el

control de la dieta aterogénica group.Down regulacién de los genes
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involucrados en la presentacién de antigenos endoégenos,
metaboliémo de los &cidos grasos, la actividad arilsulfatasa, NADH
deshidrogenasa  (ubiquinona) la  actividad y la actividad
oxidorreductasa, también se observaron, lo que indica una baja

regulacion de la respuesta inflamatoria y la produccion de energia.

Hasta regulados los genes que participan en la respuesta de la
proteina desplegada incluyen Herpud1, Tra1 y VCP. Se desarrollé la
proteina de respuesta puede ser promovida por la acumulacién de
proteinas desplegadas en el reticulo endoplasmatico y constituye un
mecanismo para reducir esta carga. Se reduce agudamente traduccion
de nuevas proteinas, seguido por el aumento de expresion de
chaperones para ayudar plegamiento de proteinas existentes y la
eliminacion mejorada de las proteinas que no puede ser replegada.
Endoplasmico genes de estrés del reticulo de respuesta se ha
sugerido que sea una respuesta de proteccibn a los dafos
desplegamiento de la proteina o proteinas resultantes de las sefiales
de estrés celular. En consecuencia, disminucion de la expresion de
Herpudiwere informado de que se encontré en las muestras de
pacientes con cancer de préstata. Por lo tanto, el aceite de palma
fendlicos pueden ayudar a reducir la cantidad de proteinas dafiadas
causadas por la dieta aterogénica en el higado y por lo tanto disminuir

su volumen de negocios y de la carga metabdlica.
Disminucién de la expresion de una isoforma de TGFb. La baja
regulacion del gen TGFB1 en este estudio por lo tanto implica una

respuesta pro-inflamatoria a la dieta aterogénica en el corazon.

La respuesta de la proteina fue desplegada hasta regular por
Fendlicos palma de aceite en el higado.
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En los higados de los ratones pertenecientes al grupo de la dieta
aterogeénica el tratamiento, los genes involucrados en la respuesta de
la proteina se desarrollé fueron hasta reguladas (Figura 7),
compuestos fenodlicos del aceite de palma en comparacién con el
control de la dieta aterogénica group.Down regulacién de los genes
involucrados en la presentacion de antigenos endégenos,
metabolismo de los acidos grasos, la actividad arilsulfatasa, NADH
deshidrogenasa (ubiquinona) la actividad y la actividad
oxidorreductasa, también se observaron, lo que indica una baja

regulacion de la respuesta inflamatoria y la produccion de energia.

Hasta regulados los genes que participan en la respuesta de la
proteina desplegada incluyen Herpud1, Tra1 y VCP. Se desarroll6 la
proteina de respuesta puede ser promovida por la acumulacién de
proteinas desplegadas en el reticulo endoplasmatico y constituye un
mecanismo para reducir esta carga. Se reduce agudamente traduccion
de nuevas proteinas, seguido por el aumento de expresion de
chaperones para ayudar plegamiento de proteinas existentes y la
eliminacion mejorada de las proteinas que no puede ser replegada.
Endoplasmico genes de estrés del reticulo de respuesta se ha
sugerido que sea una respuesta de proteccion a los darios
desplegamiento de la proteina o proteinas resultantes de las sefiales
de estrés celular. En consecuencia, disminucion de la expresién de
Herpudiwere informado de que se encontré en las muestras de
pacientes con cancer de prostata. Por lo tanto, el aceite de palma
fendlicos pueden ayudar a reducir la cantidad de proteinas dafiadas
causadas por la dieta aterogénica en el higado y por lo tanto disminuir

su volumen de negocios y de la carga metabdlica.

Otro gen interesante que se encuentra regulada fue Keap1, que fue el

regulado por la dieta aterogénica, pero hasta regulada por compuestos
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fendlicos del aceite de palma. Keap1 es un inhibidor de Nrf2, que
normalmente secuestra Nrf2 en el citoplasma. En situaciones de estrés
oxidativo, los residuos de cisteina de Keap1 se oxidan y Nrf2 migra al
nucleo para activar las enzimas de fase Il antioxidantes. De particular
interes, KIAAO132, un homélogo humano de Keap1, fue reglamentado
por el ter-butilhidrogquinona (TBHQ), un potente inductor de enzimas de
fase Il de desintoxicaciéon a través de la activacion del elemento de
respuesta antioxidante (ARE). Putativo Nrf2 sitios de union en la
region 5 'de acompariamiento de KIAA0132 también indican que la
transcripcion de KIAAO132 puede ser aumentado por el factor de
transcripcion que ella secuestra, y por tanto el efecto que esta
informacion puede tener como objetivo mantener en equilibrio la

expresion de los genes SON impulsadas.

Down-regulacién de genes implicados en la presentaciéon de antigenos
endogenos, tales como H2-T23, T10-H2, Cd59a andMug1 puede ser
un mecanismo por el cual compuestos fenolicos del aceite de palma a
reducir la inflamacién provocada por la dieta aterogénica. Los genes
que participan ‘en el metabolismo de los acidos grasos eran también
las reguladas, incluyendo CPT2, PECR, Acas2, FADS2, Abcd3 y
ABCG2. FADS2 codifica la enzima limitante en la sintesis de cadena
larga de acidos grasos poliinsaturados. Esta funcion incluye la sintesis
de acido araquidénico que se necesita para la sintesis de los
eicosanoides biomediators que juegan un papel central en la
sefializacion celular, la regulacion cardiovascular, la inflamacion y la

coagulacion sanguinea.

Down-regulacion de la presentacion de antigenos en el bazo
implica que el aceite de palma Fendlicos atenuada la respuesta

inflamatoria.
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En comparacion con el grupo de dieta aterogénica de control, los
genes regulados hasta en el bazo de los ratones del grupo de la dieta
aterogénica el tratamiento son los que participan en el metabolismo de
carbohidratos, el metabolismo de la glucosa, el metabolismo del
glutation, asi como la organizacion del citoesqueleto y de la
biogenesis. Los genes que el regulado por compuestos fendlicos del
aceite de palma -en el bazo de los ratones estan involucrados en la
presentacion de antigenos (Figura 8), la apoptosis, sefializacion del
receptor de células B, la respuesta de la defensa, los genes
especificos de tejidos sanguineos y linfaticos, la biosintesis del grupo
hemo, la respuesta inmune, la regulacién de la apoptosis, T activacion
y diferenciacién celular, asi como la sefializacion de células T del
receptor.

Transcetolasa (TKT), que controla la rama no oxidativa de la via
pentosa fosfato, proporciona NADPH para la biosintesis y el poder
reductor de los sistemas antioxidantes de varios [82]. Fue hasta
reguladas en el bazo por compuestos fendlicos del aceite de palma,
junto con la glucosa-6-fosfato (ligada al cromosoma X) (G6pdx) y
fosfogluconato deshidrogenasa (PGD), todos los cuales estan
involucrados en la via pentosa fosfato. Los productos de la via del
fosfato de pentosa son importantes para la biosintesis de purina y para
estimular las vias antioxidantes de respuesta en conjuncién con la
accion de antioxidantes fendlicos. Esto también puede explicar la
sobre regulacion de los genes antioxidantes incluyendo Mgst1, Mgst2,
GSR y GSTM1 en el bazo por los compuestos fenolicos del aceite de
palma. Ademas, los genes que codifican stefins (Stfa1, Stfa2) fueron
reguladas también. Estos cistatinas son inhibidores naturales de
catepsinas cisteina, que han sido implicados en la presentaciéon de
antigenos y la inflamaciéon. Ademas, ANXA2, un inhibidor de la

fosfolipasa, fue hasta reguladas. Anexina A2 es una proteina
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pleiotropico que ha sido propuesto para funcionar dentro de la célula
en la clasificacion de endosomas y fuera de la célula en anti-coagulant
reactions.

Los genes que codifican moléculas de MHC como H2 y H2-Ab1 EB1-
que han sido implicados en la éterosclerosis, se redujeron regulado en
el bazo, lo que sugiere que los compuestos fendlicos del aceite de
palma fueron capaces de atenuar la respuesta inflamatoria provocada
por la dieta aterogénica. Otros genes de MHC de las reguladas
incluyen H2-Aa, Bf-H2, H2 DMA, H2 DMb2, Ea-H2, el H2-P6, P7-H2, el
H2-T9, T10-H2, H2 y H2 T17-T23-. Los macréfagos activados y células
musculares lisas expresan antigenos MHC Il como el HLA-DR, que les
permiten presentar antigenos a los linfocitos T, que causan la
aterosclerosis. Ademas, la expresioén de MHC Il es también central en
la regulacién inmune mediada por células T las enfermedades

autoinmunes.

La expresién génica de moléculas MHC Il se transcripcionalmente
regulada por la clase Il activador transcripcional (CliITA o C2ta). CHTA
activa la expresion de MHC |l en todos los tipos de profesionales
presentadoras de antigeno células (macrofagos, células dendriticas,
linfocitos B), de los cuales las células dendriticas son los méas potentes
entre los tres. El interferén-y reprime la sintesis de colageno vy
aumenta la expresion de moléculas MHC 1l en células del musculo liso
aortico a través CIITA, contribuyendo a la aterosclerosis. En linea con
la baja regulacién de los complejos mayores de histocompatibilidad, el
gen C2ta se habia reducido regulado en este estudio (Figura 8). Esto
es similar a los efectos de las estatinas, que son muy utilizados en el
tratamiento de enfermedades cardiovasculares no sélo debido a su

efecto terapéutico en la reducciéon de los niveles de colesterol, sino
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también en la disminucion de la expresidon de MHC Il genes, en

whichC2ta se ha demostrado como un objetivo.

El receptor CCR7 presente en la superficie de las células linfoides
secundarios, las funciones para atraer a las células dendriticas que
migran a los éfganos linfoides secundarios para presentar los
antigenos para activar las células T virgenes. Un mecanismo de anti-
inflamacion por los antioxidantes es a través de la modulaciéon de la
induccion de citoquinas durante la inflamacién. En esta linea, citocinas
y receptores de citoquinas como la CCL5, CCL19 y CCR7 se redujeron
regulado por los compuestbs fendlicos del aceite de palma en este
estudio. Ademas, los marcadores antigénicos como Cd3d, Cd24a,
Cdb59b, CD72, CD79a, Cd79b, CD83 andCd86 se redujeron regulado.
Estos marcadores estan presentes en las células dendriticas e
interactuar con contra-receptores en las células T para mejorar la co-
estimulacion y la adherencia. CD83 y CD86 son marcadores
especificos de células dendriticas maduras, que estan regulados por el
estrés oxidativo a través de un mecanismo de NF-kB dependiente. La
baja regulacion de los genes MHC Il y los genes que codifican los
marcadores antigénicos por lo tanto sugiere que los compuestos
fendlicos del aceite de palma suprime la respuesta inflamatoria
asociada con la dieta aterogénica, y esto puede representar un
mecanismo por el cual compuestos fendlicos del aceite de palma

mejorar la aterosclerosis.

Los genes antioxidantes fueron regulados por el Fendlico palma

aceitera en el corazon.

En los corazones de los ratones, los genes hasta reguladas por
compuestos fendlicos del aceite de palma son los que participan en el

estrés oxidativo (Figura 9), el ejercicio circadiano y el montaje
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nucleosoma. Abajo de los genes regulados por el otro, estan
implicados en el transporte de electrones y sefializacion, asi como la

proliferacién y migracion celular.

Hasta regulados los genes que participan en las actividades
antioxidantes incluyen Mgst1 y GPX1. Estos genes antioxidantes son
esenciales en la detoxificacién de carcindgenos y la compactacion de
las especies reactivas del oxigeno. Fstl1 o TSC 36-, que se ha
demostrado que inhibe la proliferaciéon de células musculares lisas
vasculares in vitro e in vivo siguiente estimulacién del TGF-B, era
hasta reguladas también. Abajo de los genes regulados por el
contrario, estan involucrados en el transporte de electrones y la
sefalizacion. Los genes involucrados en la proliferacion celular vy la
migracion (que han sido implicados en la aterosclerosis), tales como
EGF, LTBP4, Smtn, VTN y Lgals4 se redujeron reguladas también.
ALAS2, un gen que es especifico de células rojas, era también el
regulado. Esto estd en contraste con la observacion de que las dietas
aterogenicas hasta reguladas genes implicados en la biosintesis del
grupo hemo, lo cual indica, ademas, que los compuestos fendlicos del
aceite de palma disminuyé el volumen de negocios del grupo hemo
causada por la dieta aterogénica y asi funcion6 para reducir el estrés

oxidativo en el corazon.

LLa comparacion de los genes cambian significativamente por la

dieta aterogénica y compuestos fenodlicos del aceite de palma.

Con el fin de evaluar la forma en compuestos fendlicos del aceite de
palma afectada genes modificados por la dieta aterogénica, los genes
cambiado significativamente por la dieta aterogénica se cruza con los
genes cambiado de manera significativa por el aceite de palma

compuestos fenodlicos en el moédulo de dieta aterogénica para obtener
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un conjunto de genes que fueron regulados de manera significativa
tanto por factores (dieta aterogénica y compuestos fenélicos del aceite
de palma). Esta comparacién se da en el archivo adicional 7. Los
porcentajes de los genes que son regulados diferencialmente por
ambos factores en términos de direccién se calcularon luego, con los
resultados mostrados en la Figura 10. Una mayoria (> 50%) de los
genes regulados por fendlicos del aceite de palma en los diferentes
drganos mostraron una diférencia en la direccién de regulacion cuando
se compara con la dieta aterogénica. El mayor porcentaje de cambio
se encuentra en el higado, mientras que el menor porcentaje de
cambio se encuentra en el bazo. La figura 11 muestra un diagrama
para comparar la direccion veces el cambio de genes cambiado
significativamente por la dieta aterogénica y compuestos fenélicos del
aceite de palma, utilizando el higado como un ejemplo. Sin modificar
los cambios son los genes que muestran la misma direcciéon de la
regulacion de la dieta aterogénica y compuestos fendlicos del aceite
de palma mientras que los genes modificados mostraron una direccién
opuesta a la regulacion de los dos factores. El porcentaje de los genes
modificados se calculd dividiendo la cantidad de genes que cambio en
términos de direccién de regulacién con el numero total de genes

cambiado significativamente por ambos factores.

ND + DW indica dieta normal + agua destilada, AD + DW indica dieta
aterogénica + agua destilada y AD + OPP indica dieta aterogénica +
compuestos fendlicos del aceite de palma. Los valores de los cambios
veces se representan con un color azul-negro-amarillo (de negativo a
positivo) el esquema de color. El | Puntuacion diferencial | para todos
los genes es mayor de 20, lo que equivale a un valor de P menor de
0,01.

En tiempo real QRT-PCR de validacion.
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Para confirmar los resultados de microarrays, los niveles de expresion
de los ocho genes diana (Tabla 3) se midieron utilizando cuantitativa
en tiempo real de transcripcion inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (QRT-PCR). Los dos primeros genes diana se encontrd
que ser cambiado por fenolicos del aceite de palma en el modulo de
dieta normal (primera comparacién). Para el modulo de dieta
aterogénica, como el foco de este estudio fue mas que la identificacion
de los cambios causados por compuestos fendlicos del aceite de
palma en vez de la dieta aterogénica, los otros seis genes diana
elegidas en tiempo real QRT-PCR eran de la tercera comparacion
(dieta aterogénica + compuestos fenodlicos del aceite de palma: la dieta
aterogénica + agua destilada). Los genes fueron elegidos en base a
sus puntuaciones diferenciales, en el que los genes mas
significativamente hasta reguladas y regulado a la baja en cada uno de

los 6rganos prueba fueron seleccionados.

Tabla 3: Los genes seleccionados para los experimentos de

validacion en tiempo real QRT-PCR

Organo Simbolo Definicion Adhesién Ensayo de
identificacion

Higado Cyp 32 11 Mus musculus del | NM_007818 | Mm00731567_m1
citocromo P450 de
la familia, 3,
subfamilia A,
polipéptido 11

Higado Hmgosl Mus musculus 3- NM_145942 | Mm00524111_m1
hidroxi-3-
metilglutaril-
coenzima A
sintetasa 1

Higado Herpudl| Mus musculus NM_022331
ubiquitina-como

dominio miembro
de 1 ' MmO00445600 m1

Higado Grasas 2 Mus musculus NM_019699
desaturasa de
acidos grasos 2 MmQ00517221 m1

Bazo Anxa Mus musculus
anMunexin A2 NM 007585 | Mm00500307 m1
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Bazo Cfb Mus musculus
histocompatibilidad
2, componente del
complemento

factor B NM 008198 | Mm00433909 m1
Corazoén Fsll Mus musculus

follistatina-como

un ' NM 008047 | Mm00433371 m1
Corazon Alas 2 Mus musculus

aminolevulinico
sintasa de acidos
2, eritroide NM 009653 | Mm00802083 m1

Todo Sfrs9* Mus musculus
factor de
empalme, la
arginina / serina
ricos 9 NM 025573 | Mm00470546 m1

Todo Guhl* Mus musculus
guanilato quinasa
1 NM_008193 | Mm00433888 m1

Todo Hmrpab* Mus musculus
heterogénea
nuclear
ribonucleoprotein
A/B NM_010448 | Mm00468938 m1

Organo definicion de simbolo de adhesion de ensayo ID.

Higado Cyp3a11 Mus musculus del citocromo P450 de la familia, 3,
subfamilia A, polipéptido 11 NM_007818 Mm00731567_m1.

Higado Hmgcs1 Mus musculus 3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A
sintetasa 1 NM_145942 Mm00524111_m1.

Estos genes también estaban presentes en los GenMAPPs vy
ontologias de genes identificados como cambiado de manera
significativa por el software GenMAPP. Estos genes también
mostraron niveles de deteccion de 1,0000 en el control y los grupos de
tratamiento, lo que indica que se expresaron de manera significativa
en ambos grupos. Ademas, los genes elegidos fueron también
presente como transcripciones de empalme individuales en los

microarrays utilizados. La razén de este criterio de seleccion fue
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minimizar discordancia entre las dos técnicas de perfiles de expresion
genica como las diferencias en los disefios de sonda entre
micromatrices y ensayos TagMan podrian resultar en la deteccién de
variantes de empalme adicionales. Finalmente, todos los ensayos
TagMan seleccionados tenian sufijos de M1, que indican que las
sondas fueron disefiados a través de uniones de empalme, y evitaria
la deteccién de ADN gendmico.

Los niveles de expresion de los genes diana se normalizaron a la
media geomeétrica de tres genes de limpieza, y Sfrs9 Guk1 y Hnrpab.
Estos genes fueron elegidos como se muestra para ser estables a
través de los datos de microarrays obtenidos previamente. Eucariotas
185 rRNA de control enddgeno también fue probado junto con los tres
genes de la casa en experimentos preliminares, y su estabilidad se
determinaron utilizando el software geNorm. Sin embargo, este gen se
encontré que era el menos estable de los cuatro genes de limpieza
ensayados y se dejo caer asi aln mas como un control enddgeno

(datos no presentados).

Cambios en la expresion de plegado para cada gen cuantificé por el
software basado en los QBase en tiempo real QRT-PCR datos
obtenidos, junto con las determinadas por los experimentos de
microarrays anteriores, se muestran en la Figura 12A. La direccién y la
magnitud de los cambios veces obtenidos a partir del tiempo real QRT-
PCR tecnica eran comparables a los obtenidos a partir de la técnica de
microarrays. Como se muestra en la figura 12B, la correlacion de los
cambios veces obtenidos por las dos técnicas de perfiles de expresiéon
génica fue alta (R2 = 0,9877), con lo que la validacion de los datos de

microarrays obtenidos.
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Perfiles de citoquinas en suero Compatible con Vivo Efectos

antiinflamatorios de los compuestos fendélicos de Palma de Aceite.

Perfiles Multiplex citoquinas en muestras de suero se llevd a cabo
utilizando el sistema de suspension de Bio-Plex Array (Bio-Rad
Laboratories, Hercules, CA), que es un sistema de deteccién de
proteinas microperla y basado en flujo basado en la tecnologia
Luminex xMAP, disponible en el Medical Centro de Biotecnologia de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Malaya. El raton de
citoquinas Bio-Plex 23-Plex citoquinas Grupo (Bio-Rad Laboratories,
Hercules, CA), que incluyé anticuerpos conjugados con perlas de 23
tipos de citoquinas de ratdn, también se utiliz6. Las citoquinas
presentes en este panel incluyen IL-1a, IL-18, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-
6, IL-9, IL-10, IL-12 (p40), IL-12 (p70), IL-13, IL-17, eotaxina, G-CSF,
GM-CSF, IFN-y, KC, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-1B, RANTES vy
TNF- a.

El experimento se llevé a cabo de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Cada muestra de suero (n = 6) fue probado en los
duplicados. Los datos fueron analizados utilizando el Administrador de
versiones de Bio-Plex software 4.0 (Bio-Rad Laboratorios, Hercules,
CA). Generacion de las curvas de calibracién, con un promedio de
duplicados lecturas de fluorescencia de cada muestra de suero, la
sustraccion de fondo con el blanco y el célculo de la concentracion de
cada uno de citoquinas se llevaron a cabo por el software
Administrador de Bio-Plex. Las lecturas de concentracion promedio
fueron exportados a Microsoft Excel para el analisis estadistico, en el
que el estudiante no apareado de dos colas t-test fue utilizado. Las
diferencias con la prueba ty los valores de p inferiores a 0,05 fueron

considerados estadisticamente significativos.
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Para el ensayo de TP-FCR, &cido galico se prepard en un rango de 0
a 2000 mg / ml para generar la curva estandar. Para el andlisis de
suero, 15 | de etanol al 100% se afiadié a 15 | de cada muestra de
suero con el fin de precipitar las macromoléculas a cabo. La mezcla
fue agitada a continuacién durante dos minutos y se centrifuga a 1100
xg durante cinco minutos. El sobrenadante claro se recogié a
continuacion, para el analisis. Una mezcla maestra que contiene 40 |
de agua destilada y 4 | de Folin-Ciocalteu para cada reaccién se lleva
a cabo se prepar6. Esta mezcla fue maestro de alicuotas a
continuacion, en una microplaca de fondo transparente de 96 pocillos
plana. La microplaca se leyé a una absorbancia de 765 nm. 2 | de
muestra o diluyente acido galico estandar se pipete6 a continuacién,
en cada pocillo, seguido de 20 | de 15% w / v de carbonato de disodio
(Na2CQO3). La microplaca se agitd luego a la maxima intensidad
durante 10 segundos y se incubaron a temperatura ambiente durante
2 horas. Se leyd la absorbancia a 765 nm. El AA765nm y la
concentracion de equivalente acido galico para cada muestra se

calculé sobre la base de la curva estandar obtenida.

Para el ensayo FRAP, sulfato ferroso heptahidratado (FeS04.7H20)
se preparé en un rango de 0 a 2000 mol / | para generar la curva
estandar. Las soluciones A, B y C se prepararon a continuacion.
Solucion A. Compuesta de 300 mM de tampo6n acetato de pH
(C2H3Na02.3H20) 3,6 en v / v 16% de acido acético (C2H402)
Solucion B compuesto por 10 mM de 2,4,6,-tri (2-piridil)-s-triazina
(TPTZ) una soluciéon en 40 mM de acido clorhidrico (HCI). Solucion C
compuesta por 20 mM de cloruro férrico hexahidratado (FeCI3.6H20)
disolucion en agua destilada. Ei reactivo de color paja FRAP se
preparé entonces mezclando 25 ml de soluciéon A, 2,5 ml de solucién B
y 2,5 ml de Solucién Se C se mantuvo luego en un bafio de agua a 37

° C. 180 | de reactivo FRAP fue alicuotas luego en una microplaca de
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fondo transparente de 96 pocillos plana. La microplaca se leyé a una
absorbancia de 593 nm. 18 | de muestra o diluyente FeS0O4.7H20
estandar se pipeted a continuacién'en cada pocillo. La microplaca se
agitd luego a la maxima intensidad durante 10 segundos y se
incubaron a 37 ° C durante 10 minutos. La absorbancia se leyo a 593
nm. EI AA593nm y la concentracion de Trolox equivalente para cada

muestra se calculd sobre la base de la curva estandar obtenida.

Para el ensayo DPPH, Trolox se preparé en un rango de 0 a 500 mmol
/| para generar la curva estandar. Para muestras de suero, 15 | de
etanol al 100% se afiadié a 15 | de cada muestra de suero con el fin de
precipitar las macromoléculas a cabo. La mezcla fue agitada a
continuacion durante 2 minutos y se centrifuga a 1100 xg durante 5
minutos. El sobrenadante claro se recogidé a continuacion, para el
analisis. 0,2 mmol /| DPPH se prepard en el 50% v / v de etanol. 95 |
de esta solucion de DPPH fue alicuotas luego en una microplaca de
fondo transparente de 96 pocillos plana. La microplaca se leyd a una
absorbancia de 515 nm. 5 | de muestra o diluyente Trolox estandar se
pipeted a continuacion, en cada pocillo. La microplaca se agité luego a
la  maxima intensidad durante 10 segundos y se incubaron a
temperatura ambiente durante 10 minutos. La absorbancia se ley6 a
515 nm. ElI AA515nm y la concentracion de Trolox equivalente para

cada muestra se calculd sobre la base de la curva estandar obtenida.

Para el ensayo TEAC, un 7 mM de 2,2 '-azinobis (3-etilbenzotiazolina-
6-sulfonico (ABTS) y una soluciéon de persulfato dipotasico 2,45 mM
(K208852) solucion se prepararon primero en agua destilada cada uno.
El reactivo ABTS fue entonces preparada mezclando 25 ml de
solucion ABTS con 12,5 ml de solucion K208S2 y se mantiene en la
oscuridad durante 16 horas a temperatura ambiente para producir una

solucion de color verde oscuro. El dia siguiente, Trolox se preparé en
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un rango de 0 a 200 mmol / L a generar la curva estandar. 180 | de
reactivo ABTS se tomaron alicuotas a continuacién, en una clara
microplaca de 96 pocillos de fondo plano. La microplaca se leyé a una
absorbancia de 734 nm. 18 | de muestra o diluyente Trolox estandar

se pipeted a continuaciéon, en cada pocillo. EI microplaca se agité
entonces una

Para el analisis de suero antioxidante, las curvas de calibracion
obtenidas para los cuatro ensayos realizados tenian valores de R2>
0.9 (datos no presentados). No hay cambios significativos fueron
causadas por compuestos fenolicos del aceite de palma en el médulo
de la dieta normal (Figura 14), y esto fue muy inesperado. Sin
embargo, hay que sefialar que la administracion de una fuente
disponible comercialmente de fendlicos de la aceituna (Olivendl Livin ")
derivados de alpechin también no aumenté el estado de plasma
antioxidante total, aunque se extrajo sangre una hora después de la
ingestion de la preparacion para el analisis, de forma similar a los
estudios previos llevados a cabo en el extracto de aceituna de las
aguas residuales de petréleo y los suplementos de hoja de olivo. La
falta de efecto sobre la capacidad antioxidante total observada se
interpreta en términos de concentraciones mas bajas posibles de
fendlicos de la aceituna, en comparacion con los antioxidantes
endogenos. Esto también puede ser el caso de compuestos fendlicos

del aceite de palma.

El andlisis llevado a cabo antioxidante en las muestras de suero
mostraron que para el grupo de dieta de control aterogénico, hubo una
disminucion significativa en la capacidad antioxidante en comparacion
con ratones que recibieron la dieta normal, lo que indica una tension
superior oxidativo en ratones que recibieron la dieta aterogénica

(Figura 14 ). Esto es similar a las observaciones realizadas por los
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estudios anteriores. El grupo de dieta aterogénica tratamiento por otro
lado, mostraron capacidad antioxidante casi similar cuando se
compara con ratones que recibieron la dieta normal, lo que indica que
la resistencia antioxidante de ratones suplementados con compuestos
fendlicos del aceite de palma era todavia alta aunque también se les
dio la dieta aterogénica. Esto implica ademas que compuestos
fendlicos del aceite de palma restaurado la capacidad antioxidante de
los ratones que recibieron la dieta aterogénica, y estd en consonancia
con los cambios de expresion génica observados en los principales

érganos de los ratones, en los que los genes antioxidantes fueron
reguladas.

Como resumen, se encontr6 que los fenoles del aceite de palma hasta
reguladas oxidacién graso beta &cido y hacia abajo-regulada la
biosintesis del colesterol en el higado de ratones que recibieron la
dieta normal. Esto podria explicar el ligero retraso en el aumento de
peso causado por el extracto y, ademads, implica la aplicacion de los
compuestos fendlicos del aceite de palma en la promocién de la
perdida de peso y prevenir la obesidad. La administracion de la dieta
aterogénica aumento de la proliferacion celular y la cifra de negocios
en los principales 6rganos de los ratones estudiados, incluyendo el
higado, el bazo y el corazén. Un aumento de la ingesta de grasas y
colesterol causado un aumento de la circulacién y la utilizacién de los
metabolitos respectivos en estos érganos, que ademas inducida por
estrés oxidativo, inflamacién, dafio, la proliferacion celular y la
regeneracion de tejidos para compensar la carga metabodlica mayor,
especialmente en el higado. Entre los genes que se encuentran
regulados por la dieta aterogénica, era mas evidente que las
relacionadas con la pro-inflamatoria TNF-fueron hasta reguladas,
mientras que los relacionados con la TGFb anti-inflamatorio se

redujeron regulado, especialmente en el bazo y el corazén. Por otro
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lado, aceite de palma fendlicos mostré signos de atenuar los efectos
de la dieta aterogénica. Este extracto de mayor respuesta a proteinas
desplegadas en los higados de los ratones, lo cual es importante en la
eliminacion de proteinas mal plegadas, mientras que atenua la
presentacion de antigenos y el procesamiento en el bazo de los
ratones, similares a los efectos de las estatinas. Compuestos fendlicos
del aceite de palma también aumentd la expresion de genes
antioxidantes en el corazén de estos ratones. Una mayoria (> 50%) de
los genes regulados por fendlicos del aceite de palma en los diferentes
organos mostraron una diferencia en la direccion de regulacion cuando

se compara con la dieta aterogénica.

A pesar de que el hecho de que los compuestos fendlicos del aceite
de palma no altera significativamente el peso corporal y del higado, asi
como la bioquimica clinica y hematologia de los ratones de la dieta
aterogeénica, el perfil de citoquinas y andlisis antioxidante en muestras
de sangre de ratéon suero lograron confirmar la in vivo contra la -
inflamatorio y antioxidante efectos del extracto. En contraste con los
efectos de compuestos fendlicos del aceite de palma que los genes
regulados por el colesterol en la biosintesis de los ratones alimentados
con la dieta normal, el extracto no causé una reduccion adicional en
este grupo de genes. Esto tenia sentido, como la administracion de Ia
dieta aterogénica la biosintesis del colesterol ya las reguladas, y por lo
tanto mas abajo-regulacion de la via seria inatil para prevenir la
aterosclerosis. Por otro lado, compuestos fenodlicos del aceite de
palma actué como un agente anti-inflamatorio y un antioxidante en
ratones que recibieron la dieta aterogénica para prevenir el estrés
oxidativo causado por la dieta. Estos hallazgos sugieren que
compuestos fendlicos del aceite de palma se puede utilizar para

superar los efectos de una dieta aterogénica y ademas implica el
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potencial de este extracto como un agente quimiopreventivo para la

aterosclerosis y enfermedad cardiovascular.

Generalmente, la composicion de acuerdo con la presente invencion
puede prepararse de diversas formas adecuadas para administracion
directa o por via oral para los fines de salud como se discutié

anteriormente en las secciones anteriores.

Por otro lado, aceite de palma fenélicos mostro signos de atenuar los
efectos de la dieta aterogénica. Este extracto de mayor respuesta a
proteinas desplegadas en los higados de los ratones, lo cual es
importante en la eliminaciéon de proteinas mal plegadas, mientras que
atenla la presentacion de antigenos y el procesamiento en el bazo de
los ratones, similares a los efectos de las estatinas. Compuestos
fendlicos del aceite de palma también aumento la expresion de genes
antioxidantes en el corazon de estos ratones. Una mayoria (> 50%) de
los genes regulados por fendlicos del aceite de palma en los diferentes
érganos mostraron una diferencia en la direccion de regulacion cuando

se compara con la dieta aterogeénica.

A pesar de que el hecho de que los compuestos fendlicos del aceite
de palma no altera significativamente el peso corporal y del higado, asi
como la bioquimica clinica y hematologia de los ratones de la dieta
aterogenica, el perfil de citoquinas y analisis antioxidante en muestras
de sangre de ratdn suero lograron confirmar la in vivo contra la -
inflamatorio y antioxidante efectos del extracto. En contraste con los
efectos de compuestos fendlicos del aceite de palma que los genes
regulados por el colesterol en la biosintesis de los ratones alimentados
con la dieta normal, el extracto no causd una reduccién adicional en
este grupo de genes. Esto tenia sentido, como la administracion de la

dieta aterogenica la biosintesis del colesterol ya las reguladas, y por lo
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tanto mas abajo-regulacion de la via seria inGtil para prevenir la
aterosclerosis. Por otro lado, compuestos fenodlicos del aceite de
palma actué como un agente anti-inflamatorio y un antioxidante en
ratones que recibieron la dieta aterogénica para prevenir el estrés
oxidativo causado por la dieta. Estos hallazgos sugieren que
compuestos fendlicos del aceite de palma se puede utilizar para
superar los efectos de una dieta aterogénica y ademas implica el
potencial de este extracto como un agente quimiopreventivo para la

aterosclerosis y enfermedad cardiovascular.

Generalmente, la composiciéon de acuerdo con la presente invencion
puede prepararse de diversas formas adecuadas para administracién
directa o por via oral para los fines de salud como se discutio

anteriormente en las secciones anteriores.

Por ejemplo, las composiciones de la presente invencién puede
proporcionarse en las formas siguientes, pero no limitando a,
adecuada para la administracion oral que contiene una cantidad
predeterminada del extracto; solucion o una suspensién en un liquido

acuoso o no acuoso, tabletas, capsulas y similares.

Las composiciones de la invencion también se pueden administrar a
un humano en una forma de suplemento dietético. Los suplementos
dieteticos que incorporan la composicion activa se puede preparar
mediante la adicion de la composicién a un alimento en el proceso de
preparacion del alimento. La composicion se afiade al alimento en una
cantidad seleccionada para suministrar una dosis deseada de la

composicién para el consumidor de los alimentos.

La composicién que comprende los compuestos de acuerdo con la

presente invencién pueden ser preparados para su utilizacion en una
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cantidad farmacéuticamente eficaz o efectiva nutraceutically,
Unicamente por si solo o en combinacién con otros agentes o
compuestos considerada apropiada por una persona experta en la

técnica.

En una realizacion, las composiciones se pueden administrar en forma
de dosis, dentro de un periodo de tiempo predeterminado, con lo que

se puede administrar por ejemplo, pero no limitando a diariamente,

semanalmente 0 mensualmente.

En otra realizacion, las composiciones pueden adoptar formas
convencionales de tratamiento, formulaciones farmacéuticas o

suplementos como nutricional.

En una realizacion, la composicion de la presente invencién puede ser

proporcionada en una forma nutracéutico.

Los expertos en la técnica apreciaran que la invencion aqui descrita es
susceptible de variaciones y modificaciones distintas a las
especificamente descritas. Es de entender que la invencion incluye
todas estas variaciones y modificaciones. La invencion también incluye
todas las etapas, caracteristicas, composiciones y compuestos
mencionados 0 indicados en esta memoria, individual o
colectivamente, y cualquiera y todas las combinaciones de

cualesquiera dos o mas de dichas etapas o caracteristicas.
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REIVINDICACIONES

Una composicion util para proporcionar anti-obesidad o
propiedades anti-dyslipidemics, en donde dicha composicion

comprende compuestos fendlicos del aceite de palma.

Una composicion util para proporcionar anti-obesidad o
propiedades anti-dyslipidemics, en donde dicha composicion que

comprende extractos de aceite de palma.

La composicion segun la Reivindicacion 2 en el que los extractos

comprenden compuestos fenodlicos del aceite de palma.

La composicion segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicion es Util para la prevencion de la arteriosclerosis y
enfermedades cardiovasculares y enfermedades relacionadas con

los mismos.

La composicién como se reivindica en la composicién en la que la
Reivindicacion 1 es util para reducir los efectos inflamatorios de

una dieta aterogénica.
La composicion como se reivindica en las Reivindicaciones 1 a 5.

La composicibn como se reivindica en cualquiera de las
Reivindicaciones 1 a 5 donde la composicion retrasa la aparicién
de la obesidad y atentua la respuesta inflamatoria de la dieta
aterogénica, por lo que la composicion de las ayudas para
suprimir la respuesta inflamatoria por lo tanto aminorar la

arteriosclerosis.
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10.

11,

12.

13.

14.

La composicién segun la Reivindicacién 1 en el que la ganancia
de peso composicion retrasos o la obesidad evitando asi los
efectos de la dislipidemia.

La composicion segun la Reivindicacion 1 en donde Ia

composicion es mas Util para inducir la reduccién de la biosintesis
del colesterol.

La composicién segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicion es aun mas util en la regulacion de la oxidacion
hasta-beta graso acido.

La composicidn segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicion es aun mas util en la supresién de grasa en el
higado y la acumulacién de grasa visceral por medio de hasta la

regulacion de la oxidacién de los acidos grasos beta.

La composiciébn segun la Reivindicacion 1 en donde la

composicion es aun mas util en la prevencién de la diabetes.

La composicidn segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicidon es aun mas Uutil en la prevencién inducida por el

alcohol darno hepatico.

La composicidon segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicion es aun mas util en hasta la regulacion de la
respuesta desplegada proteina, eliminando asi las proteinas que

no se puede volver a plegadas.
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15.

16.

17.

18.

10.

20.

21.

22.

L.a composicion como se reivindica en la composicién en la que la
Reivindicacion 1 es aun mas Util en abajo de la regulacion

presentacion de antigenos.

La composiciébn segun la Reivindicacion 1 en donde la
composicion es aun mas Uutil en la reduccion de las proteinas

dafiadas causadas por la dieta aterogénica.

LLa composicidn segun la Reivindicaciéon 1 en el que el extracto se

obtiene a partir de cualquier parte de aceite de palma.

La composicion segln la Reivindicacion 1 en el que el extracto se

obtiene a partir de licor de aceite de palma vegetacion molino.

El uso de una cantidad farmacéuticamente aceptable de una
composicion que comprende un extracto que contiene
compuestos fendlicos del aceite de palma en la preparacién de un
medicamento para el tratamiento y la prevencion de la
aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares relacionadas con

los mismos en un paciente con necesidad de ello.

La composicibn segun la Reivindicacién 19 en donde la

composicion se presenta en forma de dosificacion sélida,

La composicion segun la Reivindicacion 19 en donde la

composicidn se presenta en forma de dosificacién liquida.

La composicion segun la Reivindicacibn 19 en donde la

composicion se presenta en forma de solucién.
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23.

24.

295.

26.

La composicidn segun la Reivindicacion 19 en donde la

composicion se presenta en una forma farmacéuticamente eficaz.

La composicion segun la Reivindicacion 19 en donde la

composicion se presenta en forma nutracéutico.

La composicion segun la Reivindicacion 19 en donde la

composicién esta en forma complementaria nutricional.
La composicidn segun la Reivindicacion 19 en donde la

composicidbn se presenta en una forma adecuada para

administraciéon oral forma dosificacion sélida.
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RESUMEN

EFECTOS DE LA OBESIDAD Y ANTI-DISLIPIDEMIA-DE LOS
COMPUESTOS FENOLICOS PALMA ACEITERA EN LA
PREVENCION DE ATEROSCLEROSIS Y ENFERMEDAD

CARDIOVASCULAR

Fenoles solubles en agua a partir de la palma aceitera (Elaeis
guineensis) poseen propiedades antioxidantes importantes y la
promocion de la salud. Esta invencion se documenta los efectos de la
administracion de compuestos fendlicos del aceite de palma en
ratones, con el objetivo de identificar si estos compuestos poseen
significativa anti-obesidad o propiedades anti-dyslipidemics para la
prevencion de la aterosclerosis y enfermedades cardiovasculares. En
primer lugar, explorar los cambios de expresién génica causadas por
compuestos fendlicos del aceite de palma en los higados de los
ratones que recibieron una dieta normal baja en grasas, en el que los
genes de oxidacidon de acidos grasos beta fueron hasta reguladas,
mientras que cinco genes de la biosintesis de colesterol se redujeron
regulado. Ademas, la ganancia de peso de los ratones que recibieron
aceite de palma fendlicos de palma se retrasd, lo que sugiere que
fenolicos del aceite de palma puede jugar un papel en el retraso de Ia
aparicién de la obesidad. El uso de microarrays de lliumina, se
encontrd que la dieta aterogénica causado el estrés oxidativo,
regulado hasta la respuesta inflamatoria y el aumento de la facturacion
de Ios'metabolitos y células en el higado, el bazo y el corazén. En
contraste, hemos encontrado que compuestos fendlicos del aceite de
palma mostraron signos de atenuar los efectos de la dieta aterogénica
en ratones. El extracto aumenté desdobla respuesta de la proteina en

el higado, mientras que la presentacion de antigenos atenuados y el

52

sy



procesamiento en el bazo. Compuestos fendlicos del aceite de palma
también aumentd la expresion de genes antioxidantes en el corazon.
Una mayoria de los genes regulados por fenélicos del aceite de palma
en los diferentes 6rganos mostraron una diferencia en la direccién de

regulacion cuando se compara con la dieta aterogénica.
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Figura 12
(A) La direccion y magnitud de los cambios obtenidos de la técnica gRT-PCR en tiempo real
fueron comparables con los obtenidos en la técnica de microarray.
* P <0.05 para los cambios de la expresion del gen mediante los experimentos de PCR en
tiempo real mediante la Prueba T de Student no pareada con dos colas.
(B) La validacion de los datos del microarray mediante el QqRT-PCR en tiempo real muestra que
la correlacion de los cambios obtenidos por estas dos técnicas de perfilacion de la expresion del
gen fue alta con un R* = 0.9877.
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REIVINDICACIONES MODIFICADAS
(ARTICULO 19, 15 JUNIO DE 2011)

Una composicion que contiene extractos de fenoles de palma
aceitera en una cantidad efectiva para usarse en un método de

reduccion de la biosintesis del colesterol y asi prevenir la
obesidad.

La composicibn de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE reguia la beta oxidacion de acidos

grasos e infraregula la biosintesis del colesterol en el higado.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicion es util para prevenir

las enfermedades relacionadas con la obesidad.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicion es util para prevenir
el estrés oxidativo causado por la dieta aterogénica reduciendo

asi los efectos inflamatorios de la dieta aterogénica.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 5
CARACTERIZADA PORQUE Ila composicion retarda el inicio de
la obesidad y atenua la respuesta inflamatoria de la dieta
aterogénica, donde la composicién ayuda a suprimir la respuesta

inflamatoria aliviando de esta forma la arterosclerosis.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicién retarda la ganancia

de peso o la obesidad evitando asi los efectos de la dislipidemia.
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10.

11.

12.

13.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicion también es util en

suprimir la acumulacién de grasa en el higado y la grasa visceral

mediante la sobreregulacién de la beta oxidacion del acido graso.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicién también es util en

preVenir el dafio al higado inducido por el alcohol.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacién 1
CARACTERIZADA PORQUE la composicion también es util en
sobreregular la respuesta a las proteinas mal plegadas,

eliminando asi las proteinas que no pueden replegarse.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE CARACTERIZADA PORQUE la
composicion también es util en infraregular la presentacion de

antigenos.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE Ia composicion también es util en

reducir el dafio a las proteinas causado por la dieta aterogénica.

La composicién de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE los extractos se obtienen de
cualquier parte de la palma aceitera.

La composicion de acuerdo con la Reivindicacion 1
CARACTERIZADA PORQUE CARACTERIZADA PORQUE el

e&
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14,

15.

16.

17,

18.

19.

20.

extracto se obtiene del licor vegetal de la molienda de la palma

aceitera.

Uso de una cantidad farmacéuticamente aceptable de una
composicion que comprende extractos que contienen fenoles de
palma aceitera en la preparacion de un medicamento que
previene la obesidad y reduce la biosintesis del colesterol en
paciente s con necesidad de esto.

Uso de acuerdo con la Reivindicacién 14, efectivo para la
sobreregulacion de la beta oxidacién de los acidos grasos y la

infraregulacion de la biosintesis del colesterol en el higado.

Uso de acuerdo con la Reivindicacién 14, efectivo para atenuar
los efectos de la dieta aterogénica.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14, efectivo para

proporcionar propiedades anti dislipidémicas.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA

PORQUE el medicamento se administra en forma de dosis sélida.
Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA
PORQUE el medicamento se administra en forma de dosis

liquida.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA

.PORQUE el medicamento se administra en forma de solucion.
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21.

22.

23.

24.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA
PORQUE el medicamento se administra en una forma

farmacéuticamente efectiva.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA
PORQU'E el medicamento se administra de forma nutracéutica.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA
PORQUE el medicamento es una forma de suplemento
nutricional.

Uso de acuerdo con la Reivindicacion 14 CARACTERIZADA
PORQUE el medicamento se administra en forma apropiada para

la administracién oral.
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Iiarcas - Patentes

fdudelos - Diseros . :
Horibres Comerciales < Ensenas
Propigdad Intelectual

Reaistios en ef Exlerior

Bogota D.C. - Colombia

Avda, 22 Patk Way No. 37 - 31 Of. 202
_ Tels, (571) 2444098 ~ 3600624

Fax (57.1) 2442496 AA. Mo, 6207

R RS — ' ' E-mail: mde@mdelaw.¢
Ragisttos Sanltarios INVIMA ~ ICA . ! . i i ] B ' . mal fide@ndelaw.con
4eciongs Judiclales -Administralivas - ¢ h
Leracho Comercial - Industral : )
Asesiria - Conlialos - Otros Mario Delc = | v B Miembros ACFI - ASIPL - AIPPI
Cunesponsalia a Nivel Mundial ario D.el'qado LLheve”y e Hijos Lida.. S

- who hall be able to exercise the functions independenuy or collectively.

Abogados Consultores ~ Marcas y Patentes

The: Ulldcrsiglled _Burhgauddin Abd. Sq'lam

rsighet , Citizen, Atentamente se diiige a Usled ciwdadane

adult and living in Ma'a\:ﬁ"os ., i my position mayor y vecing de
ol legal Representative of the ~company MALAYSIAN PALM para’ manifestarle que e mi  condicion de Representante legal de la
OIL BOARD with headquarters it 43000 Knjang, Setangor, firna MALAYSIAN PALM OIL BOARD domiciliada en 43000
Malaysian, grant ample an  sufficient power of altorney to: JAIME Kajang, Selaugor, Malysian, confiero poder general, amplio. y
EDUARDO . DELGADO VILLEGAS and/or' CLEMENCIA suﬁcrenl_e a los Dres. JAIME EDU;!RDO DELGADO VILLEGAS: ylo
DELGADO VILLEGAS, attomeys, adults, residing in Bogola 'CL-EMLN,CIA DELGADO ‘.’ILLLGAS’ Abogados, mayores y vecinos
(Colombia), so that on our behalf and representation, carry out before ‘,Jc lBogola.," D.C. (Colombia), pash que en hucsiro . pomb.lc ¥
vour office all tipes of errands an especial procedures for (he registration IE‘[)ICSC‘IIl(.lCIUIl adeln!nlcu ante Uslefles: toda claseﬂde diligencins
and renewal of "all kinds of Product and Service trademarks, deposits of brocedimicitos especiales para ef Registro Y Re'ngvucmn e su Despgchu,
hame and cominercial logotipe,  industrial models and drawings, - de “?d,ﬂ clase de Marcas de Producto y SC'WICIO,. Lemas Comc'rcml_es,
invention patents, utility models, Integrated circuits, using licenses, name Depos_llos de Noml‘)fe y Ensefia Comercial, Dl'slenos h_lduslnalcs ¥
of domain, Copyrights, plant varielies, agricultural, veterinary and P‘.",e"!es .de lllwencxo_n, P.alenles modelo e U““da.d’. Esquentas de
sanitary registries, capacity certificates, renewal, modification, change of Circuilos l'l']lEglﬂdOS, licencias de. uso, Nombres de dopnn!o, DCICC'IIL"S‘ de
name, chinge of address, transfer, assignment and expansions, answering Au.lgr, Variedades vege(ales, registros ugrlcglas, \.'c(ex'allarlqs ¥ sanilarios,
- sanctionatories and enciose evidence, being empowered to ‘present and- . cexllf'!cados de .cu.p_amdad, fenovacion, '".O.d'ﬁmmo"’ ¢ antbio de "O"'lf'ie’
withdraw objections, to preseint #ppeals, (o request {estimonies, to cambio f]e dom.lcmo-, lrfxspaso ).f’mnplmcnon de los mismos, conlcs‘lucwn
receive documents, 10 pay legal fees, to aprove exploitations, 10 agree on de sanclonau‘mos Y pnesenm:cwn de pruc.bas denlrfa_dc IOS. Mismios,
transactions on trademark agreements with third parties of legal entities, quedando facultados para presentar y etirar Oposiciones, interponer
to abandon action, to subslilute, waiving to rights, 1o file cancellation ecursos, ,SOI'C'W 1esl'unon|os, 'eC'b." docuupcnlos, cancelar costos
actions {or: nol wising, for notariety and/or genericily; to begin concerning Ienglesﬁ p"j'bm elxpl‘olncw'ncs, aceptar lrunsn.ccto!lcsn llegm.' = ncue!'dgs
proceedings before the customs administration for adopting the fromtier lllal?aIIIOS'LOII lveAlvcems.petsonns 0 guludade§ juridicas, COllCllIfl!', desistir,
steps to the prolection of our industrial ‘and intellectual propetty rights sustituir, fenunciar derechus, presentar acclones (.le cancelacion por no
and to subslitute the mentioned matlers, to do denouncenents and uso, por nolp’nedad y/o gencrlcndu‘d, iciar (ramites pcr!mcnles ante I
establish themselves as victims within the penal processes that arise by Adn!mlsu:acmn qduangry con el objeto de adoptar ln)s '"?d'dus de ﬁo'."em
violation of our industrial and intellectual property rights and (o substitute * tendientes a la proteccion F’e huestros derechgs de rop{edpd l"dus""fﬂ °
them; to attend all proceedings in connection to industrial and intellectual * ntelectual y sustitwir dichos ramites; (!cnuncl_ur ¥ c.qnsllluursc‘cn \"I(.:lmm
Property of conceming miaters s geueral altorneys  before _dentro .de los prucesos penales que sujan con ocasion _dc la vioJacion de
SUPERINTENDENCE OF INDUSTRY AND COMMERCE, INVIMA, . .cuu[.qu‘lem.de nuestros dercchqs de Propiedad Industrial e Intelectual v
ICA, DIAN or. competent authorities in Columbia and o world-wide . sustituir dlchqs procesos, y ulleudm} COII'IOAApUdEIaUOS gencralc; todo
level, being able to substitute the mentioned matters, and in (he event that ~ ~ * 8sunle "erm','[.e a Pl:opledqd ltndustrial e mlelcct.uul‘o as’unlo pcr!'"e,"le‘
such piocedures shall be .transferred uitto a judicial field, the legal unl\e/ la SUI ER[N]E'NDENFIA DE INDUSTRIA Y C.OMtR.UO’
representalives are. authorized o act as plaintiff or defendant before the IN .IMA’.[CA‘ DIAN o autoridades compc(e}l?es e C.OIOIlIblll,J)l.llJIElldO‘
competent authorities, in all kind of errands like: nullity actions, nullity . SUS[IIUIf.dI\‘)IIOS n;sqn.lqs, y ei caso de que el pw.cedmncnlo debicra pasar
and re-establishinent of right actions, forbidding process for use of a conocimienlo ‘_|ud|c'|al, quedan facultados para actuar en nombre del
tradetivarks, name and. commercial logotype, unlawful competition, "9“‘*’““""3 ante qu Juece.s que sean compclcules, e toda CI'.‘SC' d?
Wwithout this enunciation is limitative, having an ample power 1o setile, to D oty comto pueden.ser. acciones de nulidad, acciones e nulidad :

restablecimiento del derecho, procesos de prohibicion de uso de marca,

nombre o enseila, compelencia desleal, sin que dicha cnunciacion sea

limitativa, con poder amplio, pudiendo transar; someter u drbitros,

suslituir, desistit, interponer recursos y.con todas las demds facultades
* especiales que fueren nccesariag. |

submit to arbitration, 1o waive, to present appeals or appeals and re-
establishment of the right, all other necessary special faculties.

For that purpose, | kindly request to gran ample powers to our atlorneys,

The. present power of attorney revokes and cancels any other previous

Eg\l\oc':lsbiglf l?(l::?tlll'.:lelzz giveni by the Company in the teritory of the Apoderados quienes podidn obrar en fornia conjunta o independiente.
o . " . . El presente poder revoca y cancela cuantos poderes se hubieren otorgado
ov t AW 1 ' - o : oo
IS::"SC‘;I;‘;';',”O‘H[ e‘qcuon. made by our emporvered until today . © por la Compafifa’ con. arifetioridad s esta Techa en ¢ territorio Je la
¥ ’/ . Réepuablica de Colombia, = » .~ - .
L A

Con éste objelo, rusgo le corifieran personierfa suliciente a nuestivs

, ar o Ralifico Jo actuiado hasta el moinento por nucstros apoderados.
1D Card No. — « issued in Atentamenie. - Lo .
506052508650 T T ' ,
Please, submit to a public deed b 1ol ' . :
l"?'ﬂl Ce'llﬁmliw,?;f o‘wf;&g_&%w ,‘1‘“9',"" 5 A, Centilicacion Notdrial; . . - .
?Jl{flﬁlﬁ%smmgw&;@%ﬁ? (| ) i i tblico ceitilica que la firma que antecede y dice
ANUINIR A I :

gal) es nuténtica: que el firmante es Represcntaiite
IAN.PALDM OIL BOARD que tienc facultad
Bhara olorgar csle poder y que dicha compaiia éxisle y esta debidamente

organizada de conformidad con fas Leyes de Malasia

.
AL ATSI
&&’% 1

All the [0|:eg
examined the ¢}
Granted . and

Hinag

Todos los hechos anteriores le constan’ pot haber - examinndo - los
_documentps respectivos y de todo cllo du fe. .

ado -y firmado.  en . cl
o ~de 2.0

T

P[’l_blico. |

o ‘}'a18°.'k'K:eltl ' .
AUOREE Y Bzgénazm iy teifleds
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Unelo por Apostilla / Censulado,
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Traduccion Oficial codigo: MALAYSIAN-PODMDE de un documento escrito en
inglés, sellada por el suscrito Traductor Oficial, enero 21 de dos mil diez, Bogots,

D.C., Republica de Colombia.
MDE — Mario Delgado Echeverry e Hijos Ltda.

El suscrito Burhanuddin Abd. Salam, ciudadano, adulto y residente en Malasia, en
mi cargo de representante legal de la compafia MALAYSIAN PALM OIL
BOARD, con sede en 43000 Kajang, Sel'angor, Malaysia (Malasia), confiero poder
de representacion ampliol y suficiente a JAIME EDUARDO DELGADO
VILLEGAS y/o CLEMENCIA DELGADO VILLEGAS, abogados, adultos y
residentes en Bogota (Colombia), para que en nuestro nombre y representacion
adelanten ante ustedes toda clase de diligencias y procediinientos especialeé para el
registro y renovacion de toda clase de Marcas Registradas de Productos y Servicios,
depositos de nombre y ensefia comercial, modelos y dibujos industriales, patentes de
invencién, modelos de utilidad, circuitos integrados, licencias de uso, nombre de
dominio, derechos de autor, variedades vegetales, registros agricolas, veterinarios y
sanitarios, certificados de personeria juridica, renovacion, modificacion, cambio de
nombre, cambio de direccidn, cesion, asignacion y expansiones, responder
interrogatorios y adjuntar evidencia, quedando facultados para presentar y retirar
N .
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cancelar honorarios legales, aprobar usufructos, aceptar transacciones sobre
acuerdos de marcas registradas con terceras personas o entidades juridicas, desistir,
sustituir, renunciar a derechos, interponer acciones de cancelacién por falta de uso,
por notoriedad y/o genericidad, iniciar procedimientos relacionados ante la
administracion de aduanas para adoptar los pasos fronterizos para la proteccion de
nuestros derechos de propiedad industrial ¢ intelectual y sustituir tales asuntos; hacer
denuncias y establecerse como victimas en procesos penales que surjan por
violacion de nuestros derechos de propiedad industrial e intelectual y sustituirlos;
asistir a todas las diligencias en relacién con la propiedad iildustrial ¢ intelectual o
asuntos relacionados como abogados generales ante la Superintendencia de
Industrial y Comercio, INVIMA, ICA, DIAN "o autoridades competentes en
Colombia y a nivel internacional, con facultades Apara sustituir dichos asuntos, y en
caso de que dichos procedimientos deban pasar a conocimiento judicial, los
representantes legales quedan facultados para actuar como demandantes o
demandados ante las autoridades competentes, en todo tipo de diligencias tales
como: acciones de nulidad, nulidad y restablecimiento de ‘acciones de derecho,

procesos prohibitivos para uso de marcas registradas, nombre y ensefia comercial,

competencia desleal, sin que esta enunciacidn sea limitante, con poder amplio para

transar, someter a arbitraje, desistir, interponer apelaciones o apelaciones y
restablecimiento del der ?;y\‘\x\éualquier otra facultad especial necesaria.
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72

Para tal efecto, solicito amablemente conferir a nuestros representantes personeria
suficiente, y éstos podréan ejercer las funciones en forma conjunta o independiente.
El presente poder de representacién revoca y cancela cualquier otro poder de
representacion anterior otorgado por la Compaiifa en el territorio de la Republica de
Colombia.

Ademas, apruebo las acciones realizadas por nuestros yapoderados hasta el dia de
hoy.

Atentamente,

(Firmado)

Identificacion No. 560525086501

Certificado Notarial

El suscrito Notario Publico certifica que la firma precedente que dice Burhanuddin
Abd. Salam es auténtica; que el firmante es representante legal de MALAYSIAN
PALM OIL BOARD y que tiene facultad para otérgar este poder, y que dicha

Compafifa existe y estd debidamente organizada de acuerdo con las leyes de

Malasia.

Todos los hechos anteriores son conocidos por el Notario al haber examinado los

documentos respectivos, de todo lo cual da fe.

Puenras
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Nota de Traductor — Este ddcumento ha sido sellado como sigue:

Sello: Mediante la presente se certifica que la firma que aparece en este documento /
certificado / certificado de matrimonio / certificado de nacimiento / certificado de
defuncion es la de Tan Seok Kett, quien es Notario. El Ministerio de Relaciones
Exteriores de Malasia no se hace responsable por la exactitud de la informacion
cbntenida en el documento. (Firmado y sellado) Aliman MD. Saad, Funéionario
Ejecutivo, Division Consular, Ministerio de Relaciones Exteriores, Putrajaya,
Malasia. Diciembre 23 de 2009.

Sello en espafiol del Consulado de Colombia en Kuala Lumpur, No. 199,~ de fecha

23 de diciembre de 2009, firmado por (Ilegible), Consejero Encargado de Funciones

Consulares.

Este documento ha sido legalizado por el, Ministerio de Relaciones Exteriores,

.

Republica de Colombia. o

Documento: 152739 - Fecha: Enero 20 de 2010

Traductor: SILVIO ALEJANDRO PUERTAS PINO
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SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO
DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO TEMATICO .
PATENTE DE INVENCION _X _PCT _X__MODELO DE UTILIDAD __ DISENO INDUSTRIAL ___

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacién Internacional : '

(71)Solicitante(s) MALAYSIAN PALM OiL BOARD

(72)inventor(es): SAMBANTHAMURTHI, Ravigadevi; TAN, Yew Ai; P.
MANICKAM, Kalyana; WAHID, Mohd Basri

(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS

Prioridad (31) No. Prioridad 32) Fecha (33) Pals
P12010000060 07/01/2010 My

(85) Fecha limite inicio fase nacional: 07-08-12 (87) Publicacion intemnacional:

(86) Datos relativos a la presentacién de ta solic. PCT Fecha: 14/07/2011

Fecha de presentacion de fa solicitud:07/01/2011 No.Publicacion: WO2011/084046A1

No. de solicitud PCT/MY2011/000002

(54) Tiulo:  EFECTOS DE LA OBESIDAD Y ANTI-DISLIPIDEMIA-DE LOS COMPUESTOS FENOLICOS PALMA
DE ACEITE EN LA PREVENCION DE ATEROSCLEROSIS Y ENFERMEDAD CARDIOVASCULAR

(57) Resumen: Una composicion (til para proporcionar anti-obesidad o propiedades anti-dyslipidemics, en donde dicha composicion
comprende compuestos fendlicos del aceite de palma; extractos de aceite de palma; donde los extractos comprenden compuestos

fendlicos del aceite de paima , - CONTINUA AL RESPALDO




SUPERINTENDENCIA DE INDUSTRIA Y COMERCIO

DIVISION DE NUEVAS CREACIONES
TARJETA ARCHIVO PROPIETARIOS
PATENTE DE INVENCION _X_ PCT _X_MODELO DE UTILIDAD ___ DISENO INDUSTRIAL __

(21) N° de solicitud: (22) Fecha de solicitud:
(51) Clasificacion Intemacional :

(71)Solicitante (5) MALAYSIAN PALM OIL BOARD

(72) Inventorles) SAMBANTHAMURTHI, Ravigadevi; TAN, Yew Ai; P. MANICKAM, Kalyana; WAHID, Mohd
Basri

(74) Apoderado: JAIME EDUARDO DELGADO VILLEGAS
(30) Prioridad | (31) | No. Prioridad 32) | Fecha (33) { Pais
P12010000060 07/01/2010 MY
(85) Fecha inicio fase nacional: 07/08/12 (87) | Publicacion intemacional
(86) Datos relativos a la presentacion de la solicitud PCT Fecha:  14/07/2011Fecha (ddimm/aa)
Fecha de presentacion de la soficitud: 07/01/2011
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Resumen

Una composicion atil para proporcionar anti-obesidad o propiedades anti-dyslipidemics, en donde dicha
composicion comprende compuestos fenélicos del aceite de paima.

Una composicion util para proporcionar anti-obesidad o propiedades anti-dyslipidemics, en donde dicha
composicién que comprende extractos de aceite de palma.

La composicion segiin la Reivindicacion 2 en el que los extractos comprenden compuestos fenélicos del aceite
de palma.
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