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2. RESUMEN

Introduccion: Actualmente existe un aumento en la incidencia de resistencia a la insulina
(RI) y esteatosis hepatica en la poblacion. La fibra dietética juega un rol protector en la
prevencion como tratamiento de estas alteraciones metabdlicas, a pesar de ello la ingesta
promedio de fibra dietética es menos de la mitad de lo recomendado. La albahaca (Ocimum
basilicum L.) es una planta que se encuentra en todo el mundo y es utilizada en las industria
alimentaria, farmacéutica y cosmética; sin embargo, las propiedades nutricionales de sus
semillas son poco conocidas. Las semillas de albahaca tienen un buen aporte de fibra
dietética. Objetivo: Determinar los efectos de la harina de semilla de albahaca rica en fibra
dietética frente a la RI, esteatosis hepatica inducidos por una dieta alta en grasa y su
contribucion en el contenido de &cidos grasos polinsaturados n-3 (AGPI n-3) en tejidos y
acidos grasos de cadena corta (AGCC) en raton. Métodos: Estudio experimental,
aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal (ratones macho C57BL/6J),
asignados a 4 grupos experimentales, donde fueron alimentados con una dieta control (CD,
10% de calorias como grasa) o con una dieta alta en grasa (HFD, 60% de calorias como
grasa) y suplementados con harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética (HSA) o
harina de avena (HAV), por un periodo de 14 semanas. Resultados: La dieta HFD indujo
RI, esteatosis hepatica, un estado proinflamatorio y una disminucion significativa en la
produccién de AGCC. En contraste, la dieta HFD suplementada con HSA logr6 un efecto
protector a través de una menor RI, atenuacién de la esteatosis, dafio hepéatico y estrés
oxidativo, disminucion del estado inflamatorio, un aumento de AGPI n-3 en higado,
adipocitos y eritrocitos, e incremento de AGCC. Conclusiones: HSA es un residuo a
limentario rico en fibra dietética y acidos a-linolénico. La suplementacion con la HSA atenu6
la R1 y esteatosis hepatica, por lo que este residuo podria considerarse como una potencial

linea terapéutica para el manejo de estas patologias y el metabolismo asociado.
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3. ABSTRACT

Introduction: Currently there is an increase in the incidence of insulin resistance (IR) and
hepatic steatosis in the population. Dietary fiber plays a protective role in the prevention as
treatment of these metabolic disorders, despite this the average intake of dietary fiber is less
than half of what is recommended. Basil (Ocimum basilicum L.) is a plant that is found all
over the world and is used in the food, pharmaceutical and cosmetic industries; however, the
nutritional properties of its seeds are little known. Basil seeds have a good contribution of
dietary fiber. Objective: To determine the effects of basil seed meal rich in dietary fiber
against IR, hepatic steatosis induced by a high-fat diet and its contribution to the content of
n-3 polyunsaturated fatty acids (n-3 PUFA) in tissues and short-chain fatty acids (SCFA) in
mice. Methods: Experimental, randomized, controlled, prospective study, in an animal
model (C57BL/6J male mice), assigned to 4 experimental groups, where they were fed with
a control diet (CD, 10% of calories as fat) or with a high-calorie diet. in fat (HFD, 60%
calories as fat) and supplemented with high dietary fiber basil seed meal (HSA) or oat flour
(HAV), for a period of 14 weeks. Results: The HFD diet induced IR, hepatic steatosis, a
proinflammatory state, and a significant decrease in SCFA production. In contrast, the HFD
diet supplemented with HSA achieved a protective effect through lower IR, attenuation of
steatosis, liver damage and oxidative stress, decreased inflammatory state, increased n-3
PUFA in liver, adipocytes, and erythrocytes. and increase of AGCC. Conclusions: HSA is a
food residue rich in dietary fiber and a-linolenic acid. HSA supplementation attenuated IR
and hepatic steatosis, so this residue could be considered as a potential therapeutic line for

the management of these pathologies and associated metabolism.
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4. INTRODUCCION

4.1. Resistencia a la Insulina

Durante los ultimos 30 afios, se ha observado un aumento significativo en la deteccion de
resistencia a la insulina (RI) (1). En la actualidad, la prevalencia de la RI se estima entre el
10 y el 30% de la poblacion y se ha informado que 1 de cada 11 adultos padece diabetes
mellitus tipo 2 (DMT2) (2, 3). La RI se define como un estado de respuesta reducida de los
tejidos a la insulina, deshabilitando su capacidad para absorber y utilizar la glucosa, lo que
expone a los tejidos a desviaciones metabdlicas (4). Por consiguiente, la Rl es el componente
patogénico fundamental de varias enfermedades, incluida la DMT2, enfermedad por higado
graso no alcohdlico (EHGNA), enfermedades cardiovasculares (ECV) y trastornos
endocrinos (sindrome de ovario poliquistico, hipercortisolemia) (2, 5). Por otro lado, se ha
reportado que el estado de RI se desarrolla de una a dos décadas antes del inicio de estas
patologias, por tanto, puede ser considerado como un buen predictor (6). La frecuencia de la
RI depende de la edad, peso corporal, sexo, predisposicion genética, actividad fisica y
alimentacion. Esta ultima, no solo considerando la cantidad de calorias consumidas, sino
también el tipo y calidad de la dieta, la frecuencia y el horario de la ingesta de las comidas
(2). La RI puede ser determinada mediante un clamp euglicémico-hiperinsulinémico, sin
embargo, por su simplicidad y buena correlacion, el método mas utilizado es el modelo
homeostatico para la resistencia a la insulina (HOMA-IR) desarrollado por Matthews y cols.
(1985), cuyos puntos de corte posteriormente fueron definidos segin poblacion (2, 7). El
mecanismo fisiopatoldgico de la Rl no ha sido establecido completamente. No obstante,
existen varias teorias que dilucidan el desarrollo de RI; una teoria describe que la
acumulacién de lipidos ectopicos en diferentes tejidos producto de un consumo excesivo de
hidratos de simples, grasa saturada, produciria adipocitoquinas, las que viajarian a sitios
distantes (musculo, higado, tejido arterial) y ejercerian efectos deletéreos sobre el
metabolismo de glucosa, lipidos y la funcién vascular (1). Por otro lado, se postula que la
lipotoxicidad inducida por la acumulacion de intermediarios lipidicos, como diacilgliceroles,
ceramidas Y triglicéridos (TG), provocaria una RI grave en los tejidos (8), al activar de
manera sostenida al receptor de la proteina quinasa C (PKC) el que tambien alteraria la

fosforilacion de IRS-1 y, por tanto, disminuiria la sefializacion de la insulina (6). En cuanto
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al tejido muscular, estudios in vivo han demostrado que la RI inducida por la lipotoxicidad,
se puede atribuir a una sefial deficiente de la insulina y a una disminucién del transporte de
la glucosa por alteracion de la translocacion del transportador GLUT-4 (8). Ademas, se
postula que la R1 en el tejido muscular seria clave en el desarrollo de la hiperglicemia y que
perpetuaria la R1 en el organismo al ser el tejido que fisioldgicamente metabolizaria cerca
del 70% de la glucosa plasmaética (9).

4.3. Esteatosis hepatica

En 1849, el patologo austriaco Carl von Rokitansky planted la hipotesis que la cirrosis podria
ser resultado de la acumulacion de grasa. Més tarde, entre los afios 1980 y 1990 se acufi6 por
primera vez el término EHGNA y se reconocié como un problema grave para la salud (10).
Actualmente, la EHGNA es uno de los trastornos hepaticos mas frecuentes en todo el mundo,
se estima que la prevalencia global de esta patologia es aproximadamente del 25% y se ha
observado que aumenta con la edad (10). Ademas, se calcula que su incidencia es del 75 al
90% en adultos con sobrepeso u obesidad, 72% para pacientes con hiperlipidemia, y un 44%
para pacientes con DM2 (11). Cabe destacar, que desde el afio 2020 existe un proceso de
renombramiento de la EHGNA a disfuncion metabdlica asociada a enfermedad higado graso
(MAFLD), este nuevo concepto busca reflejar el papel indiscutible de la disfuncion
metabdlica en la patogénesis de la enfermedad, establecer mejores criterios de diagnostico y
factores de riesgo involucrados en el origen como la progresion de la enfermedad, aunque
hasta la fecha no existe consenso (12). Se concibe que la esteatosis hepatica es el primer
espectro de la EHGNA, caracterizada por la acumulacion macrovesicular de TG en los
hepatocitos en ausencia de las etiologias secundarias de acumulacién de grasa hepatica
(medicamentos, consumo excesivo de alcohol o afecciones hereditarias) (13). Por su parte,
la esteatohepatitis no alcohodlica (EHNA) es el subtipo inflamatorio de EHGNA, con
esteatosis y evidencia de lesion de los hepatocitos e inflamacion con o sin fibrosis, que puede
progresar a cirrosis, insuficiencia hepatica y requerir trasplante (11). El diagnostico EHGNA
ya sea por imagenologia o histologia requiere la presencia de mas del 5% de esteatosis
hepéatica, en ausencia de etiologias secundarias ya mencionadas (13). En general, la
enfermedad EHGNA se presenta en una poblacion muy diversa, en la mayoria de los
pacientes se asocia con comorbilidades metabolicas propias del sindrome metabolico (SM)
como RI, obesidad (abdominal), dislipidemia e hipertension. Por lo tanto, la EHGNA se
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describe a menudo como la manifestacion hepética del SM (9). A su vez, existen una serie
de causas que conducen al desarrollo como a la progresion de la EHGNA, entre ellos factores
ambientales como inactividad fisica, alteraciones en el microbioma, habitos alimentarios
poco saludables, destacandose un aporte hipercalérico, con exceso de hidratos de carbono,
fructosa, grasa saturada y alimentos con procesamiento industrial, aumento de peso y factores
genéticos como epigenéticos, dado que se estima que la heredabilidad de la EHGNA oscila
entre el 20 al 70%, por tanto, la prevencion de esta patologia juega un rol preponderante (8,
10, 11). Se cree que eventos paralelos conducen a la patogenia de EHGNA. Anteriormente,
la hipotesis de los dos golpes, basada en la exposicion del higado a un primer golpe
"esteatosis hepética", que comienza con la acumulacion de TG y el desarrollo de RI tanto en
el higado como en el masculo y tejido esquelético (5), impulsado por una mayor ingesta de
grasas y carbohidratos que sobrepasan la capacidad metabodlica, genética y ambiental del
tejido adiposo y conducen a un excedente de AG, un aumento de lipogénesis de novo, una
disminucion de la excrecion de TG hepaéticos (3, 14). El segundo golpe, el estrés oxidativo,
por activacion de la peroxidacion lipidica y generacion de especies reactivas de oxigeno
(EROS) desencadenante de la cascada de disfuncién mitocondrial, dado que el aumento TNF-
a, es capaz de inhibir la adiponectina, por consiguiente, al gen peroxisoma proliferador
activador del receptor-alfa (PPAR-a) necesario para mediar los procesos oxidativos a nivel
mitocondrial y peroxisomal (9). No obstante, se cree que la teoria de los dos golpes no
lograria explicar la complejidad o heterogeneidad de la EHGNA y se plantea el “modelo de
impactos multiples o continuos”, el cual sugiere la existencia de diferentes agresiones,
simultaneas y continuas en individuos con alteraciones metabdlicas como DM2 o SM debido
a las alteraciones inter-organicas entre higado, tejido adiposo, musculo esquelético e intestino
(14).

4.5. Fibra dietética y beneficios para la salud.

La fibra dietética es un carbohidrato no digerible por las enzimas del ser humano,
generalmente se presenta como polisacaridos (<10 monosacaridos) de origen vegetal. Segln
su comportamiento con el agua existen dos tipos de fibra dietética: soluble (inulina, pectina
y B-glucano) e insoluble (celulosa, la lignina y la hemicelulosa) (15). Las principales fuentes
de fibra dietética son las frutas, verduras, cereales como la avena, productos integrales,

semillas y legumbres, los que contienen cantidades variables de fibra soluble e insoluble (16).
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Algunos tipos de fibra pueden ser considerados como prebidticos al ser un ingrediente
fermentado selectivamente por la microbiota intestinal que da como resultado cambios
especificos en su composicion y/o actividad, otorgando asi beneficios a la salud del huésped
(17, 18). Aunque la mayor parte de la fibra es fermentada en el intestino grueso, la
fermentacion de la fibra soluble tiende a ocurrir mas facilmente que las fibras de cereales
insolubles (19). La ingesta de fibra dietética estd inversamente asociada con el riesgo de
obesidad, asi como con otras patologias relacionadas con el SM, DM2, ECV vy céancer. Se
sugiere que la ingesta de fibra mejora la sensibilidad a la insulina (principalmente fibras
solubles), el perfil lipidico, la inflamacion cronica y favorece la reduccién de peso (3, 19,
20). Los efectos de la fibra se han atribuido a los cambios en la viscosidad intestinal,
absorcion de nutrientes, retraso del vaciamiento gastrico, regulacion del apetito y al aumento
en la excrecion de sales biliares. Por otro lado, gracias a su accion como prebiotico se ha
comprobado que es capaz de proporcionar sustratos no digeribles para la produccion de
acidos grasos de cadena corta (AGCC), principalmente butirato, permitiendo el aumento de
la viabilidad y diversidad microbiana intestinal de ciertas bacterias gram-positivas de la
microbiota (Bifidobacterium spp y Lactobacillus spp) y disminuyendo el riesgo de presentar
una alteracion en el equilibrio de la microbiota intestinal conocido como disbiosis intestinal
(11, 16, 19). Las recomendaciones actuales para la ingesta de fibra dietética para adultos en
la mayoria de los paises europeos y en Estados Unidos son entre 30 y 35 g por dia para los
hombres y entre 25 y 32 g por dia para las mujeres. Mientras que la recomendacion para la
poblacion en general de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), Autoridad Europea de
Seguridad Alimentaria (EFSA) y la Administracién de Alimentos y Medicamentos (FDA) es
>25 g por dia, lo que se traduce en 400 g de frutas y verduras (15). Sin embargo, a pesar de
las evidencias acumuladas a favor del consumo de fibra, se estima que en los paises
occidentales la ingesta de fibra esta alrededor de un tercio por debajo de las recomendaciones
y en Chile su consumo promedio es menos de la mitad segun la ultima Encuesta Nacional de
Consumo de Alimentos (15, 20, 21).

4.6. Acido graso a-linolénico y beneficios para la salud.

Los AGPI incluyen una serie de &cidos grasos n-6 y n-3. El acido a-linolénico (C18:3n—3,
ALA), es un AGPI n-3 con 18 atomos de carbono y 3 dobles enlaces, se encuentra presente
en algunos aceites y semillas de origen vegetal (linaza, chia, perilla, albahaca, mosqueta,
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raps, soya, nueces, palta) (22) (23) y se le conoce como el precursor esencial de los AGPI n-
3 de cadenas mas largas al ser la molécula metabdlica que, tras una serie de reacciones de
elongacion y desaturacion (A-5, A-6), se puede obtener acido eicosapentaenoico (C20:5n-3,
EPA) y posteriormente acido graso docosahexaenoico (C22:6n-3, DHA), siendo este ultimo
esencial debido a que no puede sintetizarse de novo por falta de enzimas (A-9) en los
mamiferos, debiendo estar presente en la dieta o suplementarse (24). Por otro lado, se ha
estudiado que el destino metabdlico del ALA se basa en una necesidad selectiva de tejidos a
los AGPI n-3 mas largos, en su mayoria (60-85%) sometidos a f-oxidacién y reciclaje de
carbono para la produccién de otras moléculas (&cidos grasos, colesterol, esteroles, etc.) (25).
El aumento del consumo de AGPI n-3 se ha relacionado con la reduccion de la esteatosis,
esteatohepatitis hepatica, al disminuir el contenido de TG, LDL plasmaticos y RI, por lo cual,
contribuye a reducir la morbilidad y mortalidad en las ECV y cerebrovasculares (5, 23, 26).
Ademas, interactla con el microbioma intestinal (hongos, bacterias y virus) de tres maneras
principales: modulando el tipo y la abundancia de la microbiota intestinal; disminuyendo los
niveles de mediadores proinflamatorios, como endotoxinas (lipopolisacaridos) e IL17; y
aumentando los niveles AGCC, beneficios abordados previamente. No existe una
recomendacion especifica para el DHA; sin embargo, el Instituto de Medicina de la
Academia Nacional de Ciencias de los Estados Unidos (IOM) establece que el 0-10% del
requerimiento de ALA puede estar compuesto por EPA y DHA, lo que corresponde a
aproximadamente 0-0,12% de calorias, 0 0-160 mg/d basado en una dieta de 2000 kcal (24).
Por otro lado, la Consulta de Expertos “Grasas y acidos grasos en nutricion humana” de la
Organizacién de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacion (FAO),
recomienda para la poblacion adulta un consumo de ALA > 0,5% de la energia calorica total/
diay de EPA més DHA 0, 250 — 2* g/dia (27).

4.7. Semillas de albahaca y beneficios para la salud

La albahaca (Ocimun basilicum L.) es una planta medicinal que posee efectos beneficiosos
para la salud, se cultiva en todo el mundo y su uso se ha masificado en la industria
farmacoldgica, alimentaria y cosmetoldgica (23). No obstante, las propiedades nutricionales
y funcionales de la semilla de albahaca son poco conocidas y no se utilizan
convencionalmente como alimento (28). La semilla de albahaca es ovalada, tiene un color

negro y su tamafo varia segun lugar de cultivo. Desde el punto de vista tecnologico tiene la
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capacidad de formar mucilagos; en cuanto a su composicion nutricional, es una buena fuente
de carbohidratos (43,9 al 63,8%) y contiene un alto contenido de fibra dietética, entre las que
se destaca la celulosa (8,03%) hemicelulosa (9,87%) y la lignina (35,2%) (22). Su aporte
proteico oscila entre el 10% al 22,5% Yy su aporte lipidico, puede llegar al 33%, siendo el
ALA su principal &cido graso. En este sentido, en Chile recientemente algunas empresas
buscan ingresar en el mercado de la produccién de aceites ricos en AGPI n-3 de forma
sustentable a partir de semillas, entre ellas de albahaca. Durante el proceso de extraccion de
aceite por prensado en frio, se genera un expeller con alto contenido de fibra dietética y
proteinas, el que puede ser utilizado para la produccién de ingredientes funcionales (29). Por
otro lado, la literatura coincide que las semillas de albahaca tienen un buen potencial
antioxidante aportado principalmente por sus compuestos fendlicos (23). Referente a los
beneficios para la salud de las semillas de albahaca, existen escasos estudios, algunos de ellos
atribuyen principalmente a sus lipidos propiedades: antimicrobianas, antiinflamatorias,
analgésicas, anticancerigenas y anticoagulante (28). Por otra parte, un estudio de Binti Sau
(2015), identifico a partir de las semillas de albahaca tres nuevos péptidos bioactivos, con
propiedades de antioxidantes y que, ademas, actuarian como inhibidores de la amilasa,

favoreciendo el retraso en la absorcion de carbohidratos (28).

4.7. Formulacion general del estudio

Estudios epidemioldgicos muestran que existe un aumento en la prevalencia y la incidencia
de DM2 y la EHGNA, ambas patologias estan estrechamente relacionadas pues existe una
interaccion bidireccional entre sus factores de riesgo. Ademas, estas patologias comparten
maltiples vias de sefalizacion proinflamatorias y profibréticas. Frente a ello, se ha
demostrado que la fibra dietética juega un rol protector en la prevencion como tratamiento
de alteraciones metabdlicas. A pesar de ello, su consumo es bajo, en consecuencia, surge la
necesidad de encontrar nuevas fuentes de fibra, siendo la fibra contenida en las semillas de
albahaca una alternativa al ser obtenida como un subproducto de la produccion de aceites
sustentables, lo que contribuiria a su vez a minimizar el impacto de la industria en la
generacion de desechos. Este estudio pretende evaluar los efectos de la harina de semilla de
albahaca rica en fibra sobre la Rl y esteatosis hepatica inducidas por una dieta alta en grasa
y su contribucion en el contenido de AGPI n-3 en tejidos y AGCC en ratdn, centrandose en
su capacidad para reducir el indice HOMA-IR y la adiposidad en el higado.
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

Hipotesis

e La ingesta de harina de semilla de albahaca rica en fibra reduce las alteraciones
metabolicas relacionadas a la Rl y esteatosis hepatica inducidas por una dieta alta en

grasa y aumenta el contenido de AGPI n-3 en tejidos y AGCC en raton.

Objetivo General

e Determinar los efectos de la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética frente
a la RI, esteatosis hepética inducidos por una dieta alta en grasa y su contribucion en
el contenido de AGPI n-3 en tejidos y AGCC en raton.

Objetivos Especificos

e Caracterizar nutricionalmente la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética.

e Evaluar el efecto de reversion de la harina de semilla de albahaca rica en fibra
dietética sobre las alteraciones metabdlicas relacionadas a RI en ratones alimentados
con HFD.

e Determinar impacto de la harina de semilla de albahaca rica en fibra en ratones
alimentados con HFD, sobre parametros de esteatosis y dafio hepatico, estrés
oxidativo y respuesta inflamatoria.

e Establecer la contribucién de la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética
en ratones alimentados con HFD sobre los AGPI en tejido adiposo Yy eritrocitos.

e Evaluar el rol de la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética en la

produccién de AGCC en ratones alimentados con HFD.
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6. METODOLOGIA

6.1. Definicion de la muestra.

El célculo del tamafio muestral se realizd mediante planilla de la Unidad de Epidemiologia
Clinica y Bioestadistica del Complejo Hospitalario Universitario A Corufia, considerando
dos variables criticas; la primera el HOMA-IR, con una disminucion de 5,64+2,3 puntos
segun datos reportados en la literatura (19) y contemplando los pardmetros de significancia
estadistica de p<0,05, poder de 0,9 y un margen por pérdida del 20%, se estimé que se
requieren 4 animales por grupo. La segunda variable, es el cambio en el contenido lipidico
hepatico, con una reduccion del 7,32% +0,162 similar a los datos reportados en la literatura
(11) y al considerar iguales parametros previamente mencionados, se calculé que son
necesarios 7 animales por grupo. Por tanto, a fin de integrar ambas variables criticas se utilizo

este Gltimo célculo.

6.2 Definicidn del disefio de investigacion.

Estudio experimental, aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal (ratén). El
disefio del estudio fue aprobado por el Comité de Bioética Sobre Investigacion en Animales
de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile (Protocolo CBA 1118 FMUCH).

6.3. Protocolo de intervencion

Los ratones macho C57BL/6J de 21 dias de edad, obtenidos del Bioterio Central de la
Facultad de Medicina de la Universidad de Chile se aclimataron en el bioterio durante una
semana en una sala con control de temperatura y luz en un ciclo de luz/oscuridad de 12 h.
Luego fueron asignados aleatoriamente en cuatro grupos (n=6-7 por grupo) (Tabla 1) cada
grupo tuvo acceso a la dieta asignada y agua ad libitum durante 10 semanas, posteriormente
los grupos 3 y 4 fueron alimentados con pellet mezclados con las harinas correspondientes
(20% p/p) durante 4 semanas. En el transcurso de la intervencién, se evalu6 diariamente
ingesta dietetica y consumo de agua, mientras que peso corporal y materia fecal,
semanalmente. La recoleccion de muestras se realizd al finalizar el periodo de intervencion

de 14 semanas, luego de un ayuno de 8 horas (Anexo 1).
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6.4. Grupos experimentales
Tabla 1. Grupos experimentales

Grupos experimentales
Grupo 1
Grupo 2
Grupo 3
Grupo 4

Tratamiento
CD (10% kcal como grasa)
HFD (60% kcal como grasa)
HFD + HSA 20%
HFD + HAV 20%

6.5. Definicion de variables

Tabla 2. Variables Independientes

N° Variables
1 Dieta
2 Suplementacién

Tipo de variable Clasificacion

Cualitativa, nominal, dicotébmica  CD, HFD
Cualitativa, nominal, dicotébmica  HSA, HAV

Tabla 3. Variables Descriptivas

Variables

Anélisis proximal harinas

Descripcion del modelo

Indicadores (unidad de medida)
Proteinas (g)

Lipidos (g)

Hidratos de carbono (g)
Fibra dietética total (g)

Fibra dietética insoluble (g)
Fibra dietética soluble (g)
Humedad (%)

Cenizas (g)

Perfil acidos grasos (mg/g)
Humedad (%)

Peso corporal (g)

Peso higado (g)

Peso tejido adiposo (g)
Ingesta de alimento (g/dia)
Ingesta de energia (kcal/ dia)
Ingesta de agua (ml)

Tabla 4. Variables Dependientes

Variables

Parametros metabélicos

Esteatosis y analisis de acidos
grasos hepéticos

Indicadores (unidad de medida)
Glucosa sérica (mg/dL)

Insulina sérica (uUI/mL)

indice HOMA-IR

Colesterol total sérico (mg/dL)

TG séricos (mg/dL)

HDL sérico (mg/dL

LDL sérico (mg/dL)

Grasa hepatica total (g de grasa/100g de tejido)
Perfil AG hepéticos (mg/ g de tejido)
Colesterol total (mg/g higado)

TG hepéticos (mg/g de higado)
Esteatosis hepética (score esteatosis)
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Niveles séricos de transaminasas AST, ALT y GGT
(U/L)

F8-isoprostanos (pg/mg de tejido)

Proteinas carboniladas hepaticas (mmol/ mg de
tejido)

TBARS hepéticos (uM MDA/mg tejido)
TNF-a sérico (pg/ml)

Respuesta Inflamatoria IL-1p sérica (pg/ml)

IL-6 sérica (pg/ml)

Grasa total tejido adiposo (mg/ )

Perfil AG tejido adiposo (mg/ g)

Grasa total eritrocitos (mg/ g)

Perfil AG eritrocitos (mg/ g)

Humedad fecal (%)

pH fecal

Grasa en heces (g/100g)

AGCC de masa fecal (mM/g)

Dafio hepatico

Estrés oxidativo hepatico

Niveles de AGPI otros tejidos

Producciéon AGCC

6.6. Procedimientos y técnicas a utilizar.

6.6.1. Analisis quimico proximal de la fraccidn rica en fibra dietética de las harinas

La HSA y HAV fueron producidas y caracterizadas en el Laboratorio de Ciencias de los
Alimentos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Central de Chile. La HSA se obtuvo
a partir de semillas de albahaca producidas en Chile por la empresa South Pacific Seeds
(SPS). Estas semillas inicialmente fueron desgrasadas por prensado en frio, para luego
someter el subproducto (pellet) a una molienda (molino ultracentrifugo ZM 200, Retsch) y
posterior fraccionamiento en seco (tamizadora analitica as 200 control, Retsch). La HAV se
produjo tras la molienda (molino ultracentrifuga ZM 200, Retsch) de avena tradicional marca
Quaker a fin de conseguir un producto comercial alto en fibra dietética similar a la semilla
de albahaca. El analisis proximal de HSA y de la HAV se realizé utilizando métodos de la
Asociacion Americana de Cereales y Granos 44-15A (AACC, 1995)(30) La humedad se
determind por diferencia en peso en un horno por conveccion de aire (BOV-V70F, Biobase)
a 105 °C hasta que las muestras alcanzaron un peso constante; el contenido de proteinas se
obtuvo utilizando la técnica Kjeldahl (f: N x 6.5) y el contenido de cenizas se llevé a cabo en
un horno de mufla (Nova FurnA2, Senava, Biotech), mediante incineracion a 550 ° C por 4
horas. La determinacion de fibra dietética total, soluble e insoluble se realizo con el método
AOAC 2009.01AACC International Approved Method 32-45.01 empleando un kit para fibra
dietética total (Megazyme, Irlanda) (Prosky et al., 1988)(31). Las muestras fueron sometidas
a hidrélisis enzimatica en un digestor enzimatico (GDE, Velp scientifica, Italia) simulando

el proceso digestivo desde la parte oral hasta el intestino delgado. Luego de la digestion
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enzimaética, las muestras fueron filtradas en un analizador de fibra dietética (Velp scientifica,
Italia) en el que se obtuvo un precipitado no digerible que contiene fibra dietética, proteinas
y material inorganico. En el caso de la determinacion de fibra dietética total, las muestras
decantaron en una solucion que contiene una relacion de 4:1 de etanol (95%) precalentado a
65°C por una hora. El calculo de fibra dietética corresponde al peso del precipitado no
digerible menos el peso determinado de proteinas y material inorganico. El contenido de
lipidos se realizo por extraccion con hexano y los carbohidratos totales se determinaron por
diferencia. Las determinaciones se realizaron por triplicado y fueron expresados en g/100g

en base himeda, posteriormente se corrigié por cromatografia de gases.

6.6.2. Dietas, suplementacion y animales

Las dietas CD (D12450B) y HFD (D12492) se obtuvieron desde el laboratorio Research
Diets, Inc. (Anexo 2). La suplementacion (Anexo 3) de fibra dietética para los grupos 3y 4
se calculd en base a estimaciones reportadas en la literatura (11, 15, 19). Posterior a las 14
semanas de intervencion y ayuno de 12h, los animales fueron anestesiados con isoflurano
inhalatorio, se extrajo la sangre por puncion cardiaca. Luego la sangre fue centrifugada a
3500 rpm durante 15 minutos. También, se recolectd y peso los tejidos requeridos, previo a
ser introducidos en nitrégeno liquido. Las muestras se almacenaron a -80 °C hasta la
realizacion de los analisis posteriores. A excepcion de una seccion de higado destinado a
histologia que fue almacenada en formaldehido. En el anexo 4 se presentan las cantidades de

plasma y tejido utilizados para las distintas mediciones.

6.6.3. Parametros Metabdlicos

- Glucosa sérica: Se cuantifico usando kit de glicemia (Wiener lab, Argentina, ref. 1400060)
y fotometro clinico (BioSystems BTS-350).

- Insulina sérica: Mediante kit ultra-anti-ratdn Elisa (Mercodia, ref. 10-1249-01) y la
densidad optica de los pocillos de cada placa se leyé en el lector de placas (Bio-Rad® 550
ELISA).

- Determinacidn de RI: Mediante ecuacion (Insulina en Ayuno (uU/mL) x Glucosa en Ayuno
(mmol/L))/22.5) de Matthews et al. 1985 (7).

- Perfil lipidico sérico: Los niveles de TG se determinaron usando Kits especificos (Wiener
Lab, Argentina, ref. 18044) y fotometro clinico (BioSystems BTS-350). Los niveles de
colesterol total como HDL se midieron utilizando tiras reactivas (KENSHIN-2, lot PJ2A76)
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y un analizador de quimica seca (SPOTCHEM EZ SP-4430), el LDL se determiné aplicando
la férmula de Friedewald 1972 ((Colesterol total - HDL) — TG/5).

6.6.4. Esteatosis hepatica y analisis de &cidos grasos hepéticos, adiposo y eritrocitos

- Evaluacion histoldgica: La evaluacion cuantitativa, se realizé determinando la acumulacién
hepética de lipidos como porcentaje de células con infiltracion de vesiculas lipidicas en
secciones de higado tefiidas con hematoxilina-eosina; la evaluacién cualitativa considero la
presencia de esteatosis hepatica macro y microvesicular segun Brunt y cols., 1999 (32).

- Contenido lipidico: La grasa total de las muestras de higado se extrajo de acuerdo con Bligh
y Dyer (1959) y se cuantificod mediante determinacion gravimétrica (33).

- Anélisis de &cidos grasos: Antes del analisis cromatogréafico, las muestras de lipidos se
derivatizaron a ésteres metilicos de acidos grasos (EMAG) con BF3 (solucién de metanol al
20%) Morrison & Smith, 1964 (34). Los EMAG se analizaron mediante cromatografia gas-
liquido (GC) en un equipo GC Agilent (7890A), utilizando una columna capilar (Agilent HP-
88,60mx0,25mm; identificacion. 0,25mm) y un detector de ionizacion de llama. Se utiliz6
C23:0 (Nu-Check Prep, EE. UU.) como estandar interno.

- TG y colesterol total: Fueron medidos por un kit enzimatico especifico (Wiener Lab,
Argentina y ref. 18044 ref. 1220114, respectivamente) y fotdmetro clinico (BioSystems BTS-
350).

6.6.5. Dafio hepatico

- Niveles séricos de transaminasas (AST, ALT y GGT): fueron medidos a través de tiras
reactivas (KENSHIN-2, Lot PJ2A76) y un analizador de quimica seca (SPOTCHEM EZ SP-
4430).

6.6.6. Estrés oxidativo

- Niveles hepaticos de F8-isoprostanos y proteinas carboniladas: Mediante kit (Cayman
Chemical, EE. UU. No. 516351 y No. 10005020, respectivamente) y lector de placas Bio-
Rad® 550 ELISA.

- Niveles hepaticos de TBARS: Por kit colorimétrico (R&D Systems, EE. UU., ref. 849754)
y lector de placas Bio-Rad® 550 ELISA.
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6.6.7. Respuesta inflamatoria

- Niveles séricos de TNF-a, IL-6 e IL1p3: Mediante kits ELISA (R&D Systems, EE. UU.)
(Raton TNF-alfa, catalogo de kits de ELISA MTAQOB; IL-6, catalogo kits de ELISA
M6000B; IL-1B, catalogo de kits de ELISA MLBO0OC) y el lector de placas Bio-Rad® 550
ELISA.

6.6.8. Peso corporal e ingesta dietética
- Peso corporal, ingesta dietética y de agua: Se midio por medio de una bascula y probeta,

respectivamente.

6.6.9. Analisis fecal

- Contenido de grasa en deposiciones: La grasa total de las muestras se extrajo de acuerdo
con Bligh y Dyer, 1959, y se cuantifico mediante determinacion gravimétrica (33).

- Humedad fecal: Se realiz6 segln Tirado et al., 2014 (35).

- pH fecal: Las muestras fecales se homogenizaron con agua destilada y posteriormente se
midio6 su pH con un peachimetro (Meter jenway 3510).

- Anélisis AGCC: Las muestras fecales se tomaron una vez a la semana, y se congelaron a -
20 °C para su analisis posterior. Previo al analisis, las muestras se prepararon segun la
metodologia propuesta por Garcia et al., 2012 (36). Los AGCC se determinaron de acuerdo
con Sasaki et al., 2018 (18). Las muestras se analizaron mediante GC en un equipo GC
Agilent (7890A), utilizando wuna columna capilar (Agilent HP-88,60mx0,25mm;
identificacion. 0,25mm) y un detector de ionizacion de llama. Se utiliz6 C6H1202 (Sigma-

Aldrich, EE. UU.) como estandar interno.

6.7. Elaboracion del plan de analisis y técnicas estadisticas de analisis

El procesamiento de los datos se realiz6 por medio de STATA en su version 15,0. Para los
analisis estadisticos se considerara un nivel de significancia de a=0,05 y un intervalo de
confianza (IC) del 95%. Se empled prueba de Shapiro Wilk para verificar la normalidad de
la distribucion de la muestra. El analisis proximal y perfil de acidos grasos se expresé como
media = DE y se aplico Test T. Los resultados del modelo animal fueron expresados como
medianas y rangos intercuartilicos y se realizd prueba Kruskal-Wallis para determinar
diferencias estadisticamente significativas entre los grupos, seguido de una prueba post-hoc
Dunn’s para ver especificamente entre qué grupos se produjo dichas diferencias. La

correlacion se evalu6 aplicando la prueba de Spearman.
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7. RESULTADOS

7.1. Andlisis proximal a la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética y
determinacion del perfil de acidos grasos de suplementacion

La HSA se destaco por contener cerca de un 59% de fibra dietética, siendo en su mayoria
fibra insoluble (52,42%). El contenido de proteinas alcanzé un 18,49% en base humeda,
mientras que la cantidad de grasa presente en la harina fue un 5,8% (Tabla 5). Posteriormente,
la composicion de &cidos grasos arrojo un total de 7,12% de lipidos, con un 3,7% de AGPI,
correspondiente a 2,03% de ALA y 1% a acido linoleico (C18:2n-6, LA), seguido de un 3%
AGS y en menor proporcion AGM con un 0,46%. Por otra parte, HAV present6 un 10,13%
de lipidos, con un 4% AG saturados, un 3,08% AGM vy un 3,01% de AGPI (Anexo 5). Al
comprar ambas harinas, tanto en el analisis proximal como en el perfil de acidos grasos

presentaron diferencias significativas (Anexo 5).

Tabla 5. Composicion nutricional harina de semilla de albahaca rica en fibra en 1009

Harina de semilla de albahaca rica en

Composicion (g/100g) fibra Harina de Avena**
Proteinas (%N x 6.25) 18,49+0,362 11.31+0.09°
Lipidos 580+0,25¢ 8.77+0.58 P
Hidratos de carbono* 0?2 68.53°
Fibra dietética total 59,09 + 2,62 11.54+0.05"

Soluble* 5,672 409+0.12°

Insoluble 53,42 £ 0,44 ® 6.87+0.15°
Cenizas 9,05 + 0,04 2 3.67+0.03°
Humedad 7,580,032 10.02 +0.12°
Energia 244,34 2 421.37"

Datos presentados como media = desviacion estandar en base himeda. *Calculados por diferencia.
*Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Facultad de Ingenieria de la Universidad Central de Chile. Test
T, valores con letras distintas representan diferencia significativa (p<0,05).

7.2. Efecto de las intervenciones en las caracteristicas generales de los grupos
experimentales.

7.2.1. Ingesta de alimento, energia y agua.

La ingesta alimentaria (g/dia) en los diferentes grupos no mostré diferencias significativas
(Anexo 6). A diferencia de la ingesta energética, donde se observdé un consumo
estadisticamente menor en los alimentados con dieta control (CD) v/s los grupos con dieta
alta en grasa (HFD) y suplementados con harina HSA o HAV. Algo similar ocurre con la

ingesta proteica y lipidica al evidenciarse que el grupo CD tuvo una ingesta
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significativamente menor que los otros grupos. A diferencia del consumo de hidratos de
carbono con un consumo significativamente mayor en el grupo CD v/s los otros grupos. En
cuanto al consumo de agua, fue variable en todo el periodo siendo el grupo HAV quien
presento una ingesta significativamente inferior en comparacion con los otros grupos (Anexo
7). Respecto a la fibra, al comparar las medianas del consumo de este nutriente pre-
suplementacion (1 — 10 semanas) no se observaron diferencias significativas. Por el contrario,
al comprar las medianas post suplementacion (11-14 semanas) si se observan diferencias
significativas, con un consumo mayor en los ratones suplementados con HSA en
comparacién con ratones HFD, CD y HAV (Anexo 8), caso similar ocurre con la ingesta
ALA.

7.2.2. Peso corporal, higado y tejido adiposo

Las caracteristicas generales de los grupos experimentales se muestran en el anexo 9. La
tendencia en el aumento de peso corporal fue constante durante todo el periodo de
intervencion en todos los grupos (Anexo 10). Los ratones con HFD suplementados con HSA
y HAV fueron quienes mostraron un incremento de peso corporal atenuado en comparacion
con los ratones HFD, el grupo HSA fue el mas eficaz en contraste con los suplementados con
HAV. Respecto al peso del higado el grupo CD presentd un peso menor (p<0,005) que el
grupo HFD y el grupo suplementado con HAV. En cuanto al tejido adiposo, los grupos HFD
y suplementados con HSA y HAV tuvieron un incremento significativamente mayor de tejido
adiposo que los animales alimentados con CD (Anexo 9). Respecto al peso de sus otros
6rganos solo se observaron diferencias significativas en corazén y rifiones, entre CD v/s HFD
y CD v/s HFD y suplementado con HAV respectivamente (Anexo 11).

7.3. Efecto de las intervenciones en los parametros relacionadas a RI

7.3.1 Parametros metabdlicos

7.3.1.1 Glucosa, Insulina

La intervencion mas eficaz para mejorar los niveles de glucosa plasmatica fue el grupo
suplementado con HAV seguido de HSA (Figura 1), caso similar sucedié con la insulina y,

por consiguiente, con el indice HOMA-IR en comparacién con el grupo HFD.
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7.3.1.2 Perfil lipidico

En lamedicion de TG, se observo que el grupo HSA como HAV logré atenuar este parametro
en comparacion con el grupo HFD (Figura 1). Curiosamente el grupo con HSA exhibié una
menor cantidad de TG en comparacion con el grupo CD. Por otro lado, en los niveles de
colesterol total se encontraron diferencias significativas solo entre los grupos CD v/s HFD
(Figura 1). Mientras que el colesterol HDL y LDL fue menor en los grupos suplementados
v/s HFD, confirmando la eficacia potencial como hipolipemiante de la HSA y HAV,

destacandose HSA por un efecto mayor en la reduccion de dichos parametros.
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Figura 1. Pardmetros metab6licos por grupo experimental. Los valores se representan como medianas y rangos
intercuartilicos. n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa mas harina de
semilla de albahaca rica en fibra; HAV, dieta alta en grasa mas harina de avena. Test Kruskal Wallis, seguido

por test Dunn’s para comparaciones multiples, valores con letras distintas CD (a), HFD (b), HSA (c), HAV (d)
representan diferencia significativa (p<0,05).

En lamedicién de TG, se observo que el grupo HSA como HAV logré atenuar este parametro
en comparacion con el grupo HFD (Figura 1). Curiosamente el grupo con HSA exhibié una

menor cantidad de TG en comparacion con el grupo CD. Por otro lado, en los niveles de
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colesterol total se encontraron diferencias significativas solo entre los grupos CD v/s HFD
(Figura 1). Mientras que el colesterol HDL y LDL fue menor en los grupos suplementados
v/s HFD, confirmando la eficacia potencial como hipolipemiante de la HSA y HAV,

destacandose HSA por un efecto mayor en la reduccion de dichos parametros.

7.4. Efecto de las intervenciones en los parametros de esteatosis y dafio hepético, estrés
oxidativo, defensa antioxidante y respuesta inflamatoria.

7.4.1 Parametros hepéticos

7.4.1.1 Analisis Histologico

El andlisis de placas histologicas hepaticas de los grupos experimentales se presenta en el
(Figura 2). Los grupos alimentados con CD presentaron una histoarquitectura normal, sin
presencia de focos de esteatosis hepética. Por su parte, en los alimentados con HFD durante
14 semanas se indujo un cuadro de esteatosis hepatica micro y macrovesicular con migracion
de nucleos hacia la periferia de los hepatocitos, presentando importantes focos de esteatosis
(90-100%) en la totalidad del tejido. Respecto a los grupos suplementados con HSA y HAV,
se aprecian sectores con una atenuacion de esteatosis, entre un 30 y 20% respectivamente, en
los campos estudiados. El score de esteatosis muestra una tendencia a la disminucion en los

grupos suplementados con HSA o HAV en comparacion del grupo HFD (Figura 2).

Score esteatosis hepética

CD HFD HSA HAV

Figura 2. Histologia hepatica por grupo experimental. Ratones con dieta control (A), con dieta alta en grasa
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(B), con dieta alta en grasa y harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética (C) con dieta alta en grasa y
harina de avena (D). n=6-7. Los cortes fueron fijados en formaldehido y tefiidos con hematoxilina eosina (10X
de aumento), las flechas gruesas (—) indican esteatosis macrovesicular y flechas delgadas (—) indican
esteatosis microvesicular. Score de esteatosis (E) Datos presentados como mediana y rango intercuartilico. N=
6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, Dieta alta en grasa mas harina de semilla de albahaca
rica en fibra dietética; HAV, dieta alta en grasa mas harina de avena. Diferencias significativas segin Test
Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones maltiples; valores con letras distintas CD (a), HFD
(b), HSA (c), HAV (d) representan diferencia significativa (p<0,05).

7.4.1.2. Grasa hepatica Total

En el anexo 12 se presenta el contenido de grasa hepatica total en el higado de los diferentes
grupos. Se aprecia la tendencia presentada previamente, en la cual el grupo HSA evidencia
una cantidad menor (p<0,05) de grasa en comparacion con los grupos HFD y HAV.

7.4.1.3. TGy colesteroles hepaticos

Las concentraciones hepaticas de TG y colesterol fueron significativamente mayores en el
grupo HFD v/s CD. No obstante, los ratones suplementados mostraron un aumento menor de
estos parametros, destacandose los HSA al presentar diferencias menores (p<0,05) que HFD
(Anexo 12).

7.4.1.4. Perfil de acidos grasos hepéticos

El analisis del perfil de los &cidos grasos hepaticos relevantes en los grupos experimentales
se detalla en el anexo 13. Como era de esperar, en todos los grupos alimentados con HFD
(suplementados 0 no) se observé una cantidad significativamente mayor de AGS, AGM y
AGPI en comparacion CD. EI grupo suplementado con HSA, presentd un contenido mayor
(p<0,05) de DHA y EPA en comparaciéon con el grupo CD.

7.4.1.5. Transaminasas
Al cuantificar los niveles de transaminasas plasmaticas (AST, ALT y GGT) en los ratones
intervenidos se detectaron diferencias significativas entre el grupo CD y los grupos HFD y

HAV. Demostrando el potencial de la HSA en la reversién del dafio hepéatico (Anexo 14).
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7.4.2. Parametros de estrés oxidativo

7.4.2.1 TBARS

Los niveles de TBARS hepaticos mostraron niveles superiores (>0,05) en HFD y HFD
suplementados con HAV en comparacién con el grupo CD. Ademas, se destaca que la
suplementacion con HSA logré normalizar hasta los niveles de TBARS del grupo CD (Anexo
15).

7.4.2.2 F8 - isoprostanos

Este estudio evidencid que los niveles de F8-isoprostanos, disminuian con la suplementacion
HSA al no presentar diferencias significativas con el grupo CD, a diferencia de los grupos
HFD vy suplementado con HAV (Anexo 15).

7.4.2.3 Proteinas carboniladas

Como se muestra en el anexo 15, los ratones con HFD tenian niveles hepéticos de proteinas
carboniladas significativamente més altos en comparacion con el grupo CD. Sin embargo, la
magnitud del aumento fue menor en los grupos suplementados (HSA y HAV).

7.4.4. Parametros de inflamacion

7.4.4.1 TNF-a, IL-6, IL-1p

En cuanto a la evaluacién de los parametros de inflamacion, nuestros resultados revelaron
que la suplementacion con HSA provocé una disminucion estadisticamente significativa en
TNF-a plasmatico e IL-6 asemejandose con resultados obtenidos de CD, mientras que los
suplementados con HAV mostraron una mejor eficiencia en el control a la baja de IL-1p en

comparacion con el grupo HFD (Anexo 16).

7.5. Contenido de AGPI en tejido adiposo y eritrocitos

7.5.1. Cuantificacion de grasa y perfil de acidos grasos tejido adiposo y eritrocitos
Respecto a la cantidad de grasa en el tejido adiposo y eritrocitos, no se observaron diferencias
entre los grupos (Anexo 17). Por su parte, el tejido adiposo tampoco evidenci6 diferencias
entre sus AG (Anexo 18). Sin embargo, se aprecié una cantidad estadisticamente mayor de
ALA en los grupos CD y HSA en contraste con el grupo HFD. Mientras que en eritrocitos
(Anexo 19), el perfil de AG arrojé diferencias entre AGS y AGPI en el grupo HFD,

33



suplementado con HAV y CD, caso similar ocurrié con ALA y EPA, en el caso del DHA las

diferencias fueron con grupo suplementado con HSA.

7.6. Rol de la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética en la produccion
AGCC

7.6.1 Grasa, humedad y pH en heces

La grasa en heces pre-suplementacion mostrd diferencias (P<0.05) entre el grupo
suplementado con HAV v/s HFD y CD, mientras que post suplementacion, los grupos HSA
y HAV expusieron una baja de grasa en heces con diferencias significativas en los grupos
con HFD y CD, respectivamente (Anexo 20). La humedad de las heces pre-suplementacion
no evidenci6 diferencias significativas entre los grupos. No obstante, post suplementacion
(HSA o HAV) se observa un aumento considerable en la capacidad de retencion de agua de
las heces, presentando ambas diferencias significativas con el grupo CD, y en el caso de HSA
tuvo una humedad en heces significativamente mayor al grupo HFD. Como se observa en el
anexo 16, el pH en las heces de los grupos con HFD con o sin suplementacion es
estadisticamente inferior al pH del grupo CD previo a la suplementacion. Dicha diferencia
es mantenida al finalizar la intervencidn de 14 semanas solo en los grupos suplementados, lo
que da indicios que la suplementacién promueve, como era de esperar, una mayor capacidad

fermentativa.

7.6.2. Contenido de AGCC

En los ratones intervenidos se obtuvo que pre-suplementacién no hubo diferencias
significativas en la concentracién de AGCC, mientras que post suplementacion el grupo CD
y HSA mostré un aumento de AGCC estadisticamente superior al grupo HFD (Figura 3). Al
analizar los 6 AGCC estudiados (&cidos acético, propionico, isobutirico, butirico, valérico e
isovalérico), se encontrd que el acido acético es el mas abundante en todos los grupos,

seguido del propidnico y butirico, en el caso de los ratones suplementados con HSA.
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Figura 3. AGCC presentes en las heces de los ratones intervenidos (mM/g). Los valores se representan como
medianas y rangos intercuartilicos. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de
albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena; AGCC, &cidos grasos de cadena corta; AG, acidos
grasos. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples, valores con letras distintas
CD (a), HFD (b), HFD + HSA (c), HFD + HAV (d). representan diferencia significativa (p<0,05).

7.7. Correlaciones entre HOMA-IR, peso corporal, ALT, TNF-a y pardmetros de estrés
oxidativo

Se encontré una correlacion positiva fuerte significativa, entre HOMA-IR, peso corporal,
grasa hepatica, transaminasas (ALT), F8- isoprostanos y proteinas carboniladas y una
correlacion positiva moderada significativa entre HOMA-IR, peso corporal, TNF-a y

TBARS hepaticos a las 14 semanas de intervencion (Anexo 21, 22, 23).
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8. DISCUSION

8.1. Analisis proximal la harina de semilla se albahaca rica en fibra dietética y
determinacion del perfil de acidos grasos

En la presente investigacion, se determiné la composicion nutricional de la HSA, debido a
que no existen estudios previos sobre la caracterizacion de HSA, siendo necesario verificar
algunos nutrientes de esta semilla como la fibra dietética (soluble e insoluble) y ALA (23).
El analisis proximal revel6 que la HSA posee 59,09 + 2,62 g de fibra por cada 100g de harina,
lo que permitiria en Chile catalogarlo como un alimento “excelente fuente de fibra” (al
considerar 50g como porcién de consumo habitual) (22). Por otro lado, se demostr6 que, a
pesar del prensado en frio para la extraccion y obtencion del aceite de semilla de albahaca,
el pellet resultante, que posteriormente es triturado y tamizado para elaborar la HSA, adn
conserva un 7,12% de lipidos, de los cuales 2,03% corresponden a ALA y 1% a LA, sin

menospreciar el aporte proteico que entrega (9 g de proteina por cada 50g de harina).

8.2. Efecto de las intervenciones en las caracteristicas generales de los grupos
experimentales

Algunos estudios han observado que la ingesta de aislados de fibra dietética mejora la
adiposidad en ratones alimentados con una dieta alta en grasa (11, 19). Aqui, se muestra que
con 4 semanas de suplementacion con HAV y/o HSA al 20% en ratas macho adultas con
esteatosis hepatica, y pese a que no se generd cambios en la ingesta de alimentos, la ingesta
energética como era de esperar si presenté cambios significativos al comparar los grupos CD
con HFD y suplementados. De forma similar a lo observado por Palou et al, la
suplementacion con fibra (HSA o HAV) da como resultado un peso corporal méas bajo en
comparacion con su control HFD; en particular, la inclusion de HSA, tras exhibir un efecto
mayor (19). Por el contrario, a lo reportado en estos estudios (11, 19), el peso del tejido
adiposo epididimal no difiri6 en los ratones con HFD con o sin suplementacion (11, 19),
presumiblemente debido a que ambos estudios actuaban desde la prevencion y no desde la

reversion, como la presente investigacion.

8.3. Efecto de las intervenciones en los parametros relacionadas a RI
Como un componente critico, la Rl promueva fuertemente la esteatosis hepatica y existe
evidencia para apoyar una asociacion entre la ingesta de fibra dietética y una mejora en la Rl
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(3, 9, 20). En la presente investigacion se mostro que los ratones suplementados (HSA y/o
HAV) atendan la RI, al presentar una reduccion de los parametros de insulina y glicemia en
comparacion con HFD. Por otra parte, al comparar los parametros lipidos en sangre (TG,
colesterol total, HDL y LDL), el grupo HSA mostrd una atenuacion significativa en
comparacion con HFD en TG y LDL. En este sentido, en un estudio realizado por Kim JK et
al, mostré que ratas alimentadas con un 10% con aceite de perilla, caracterizado por poseer
un alto contenido de ALA (60%), durante 4 semanas, es capaz de reducir los niveles de TG
y colesterol en plasma (25). Por tanto, se podria presumir que, el ALA aportado por la HSA
post suplementacién (33 mg) podria explicar en parte los resultados vistos en la presente
investigacion en conjunto con la fibra dietética, nutriente en comin que comparten las
suplementaciones cuyo efecto, posiblemente, se debe a la capacidad de aumentar la excrecion
de sales biliares (16) y regulacion del apetito, dado que el exceso de calorias es un
determinante en el desarrollo de la RI (11, 37). Ademas, la ingesta de fibra dietética se ha
descrito previamente para reducir los TG en ratas debido a una disminucién en la sintesis de
acidos grasos de novo en el higado a través de la de la inhibicion de enzimas lipogénicas (19),
destacandose la presencia de B-glucanos; contenidos en la avena y semillas de albahaca;
vinculados a frenar también los niveles de colesterol total y LDL al influir en la absorcion de
carbohidratos y colesterol en el intestino (16, 38). Sumado a ello, un estudio mostré que las
semillas de albahaca contenian péptidos con actividad antioxidante e identificaron con éxito
las actividades inhibidoras de la amilasa, al participar como analogos en la red de enlaces de
hidrégeno en el sitio activo del complejo amilasa/sustrato, inhibiendo asi el proceso de
hidrolisis (28, 38).

8.4. Efecto de las intervenciones en los parametros de esteatosis, dafio hepatico,
respuesta inflamatoria y estrés oxidativo

La alimentacion rica en grasas en roedores causa esteatosis hepatica marcada y resistencia
producto de un desajuste entre la captacion de lipidos hepaticos y la exportacion de lipidos
(13). En las histologias, particularmente en los ratones suplementados, se observd una
disminucion de esteatosis hepatica, lo que fue corroborado con score de esteatosis, la cantidad
de grasa en el tejido, por medio de gravimetria, TG y colesterol hepatico. Ademas, en este
estudio se identificd y cuantifico el perfil de acidos grasos del tejido hepatico dando como
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resultado una mayor cantidad de ALA, EPA y DHA en los ratones alimentados con HSA v/s
CD. Esto presumiblemente por la cantidad de ALA contenida en la suplementacion HSA 'y
debido a que en higado el ALA se convierte de forma mas eficiente en DHA (25). El DHA
aumenta la actividad de PPAR-a, capaz de inhibir el factor de transcripcion nuclear
potenciador de las cadenas ligeras kappa de las células B activadas (NF-«kB), restaurar la f3-
oxidacion y mediar los procesos oxidativos y peroxisomal (9, 39), contribuyendo a revertir
el dafio mitocondrial y aumentar la produccion de ATP. Ademas, disminuye la acumulacion
de intermediarios metabolicos el estrés en el reticulo endoplasmico. Por consiguiente,
favorece la reversion de la EHGNA vy el dafio hepatocelular (5). Sumado a ello, AGPI n-3
ejercen efectos sobre la expresion génica mediante la regulacion de otros dos factores
nucleares lipogénicos, la proteina de unién al elemento de respuesta a hidratos de carbono
(ChREBP) y de la proteina de union al elemento de respuesta a esteroles (SREBP-1c¢), por
consiguiente, es capaz de inhibir la sintesis de novo de acidos grasos (27).

Por otro lado, si bien el grado en el que se elevan las aminotransferasas no se correlaciona
con el diagndstico de EHGNA, la gravedad de la fibrosis o la gravedad de la inflamacion.
Los niveles elevados de ALT se han asociado a la R1 y el grado de esteatosis hepatica en
pacientes con EHGNA (13). En los ratones intervenidos, el indice HOMA-IR y la esteatosis
evidenciaron el mismo panorama al correlacionarse positivamente con los niveles
aumentados de ALT (p<0,0001). Adicionalmente, se ha visto que la EHGNA en pacientes
obesos puede predecir un peor prondstico a largo plazo debido a niveles mas altos de
transaminasas, en relacion con la EHGNA no obesa (5). Concordante con ello, en esta
investigacion se encontré que el peso corporal se correlaciond de forma positiva con los
niveles de ALT (p<0,0001). Ademas, los ratones con HFD exhibieron niveles de
transaminasas (AST, ALT y GGT) significativamente mayor en comparacion con los ratones
con CD; en cuanto a las suplementaciones solo el grupo HSA logré atenuar el dafio hepatico

al no presentar cambios significativos con CD.

Los modelos de roedores obesos con resistencia a la insulina también han demostrado un
aumento de TNF-a en tejido adiposo. La expresion de TNF-a también incrementa en el tejido
adiposo de personas con obesidad; esto se relaciona con la Rl y disminuye con la reduccién

de peso (8). En los ratones intervenidos, los niveles plasmaticos de TNF-a y otras citoquinas
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inflamatorias (IL-6, IL-1) aumentaron de forma significativa luego de 14 semanas con HFD,
siendo atenuado en los ratones suplementados en comparacion con HFD, al relacionar los
niveles de TNF-a con el indice HOMA-IR y peso corporal se encontrd una correlacion
positiva moderada (p=0,0002, p=0,0077 respectivamente). En consecuencia, la HFD
incrementa el riesgo de complicaciones metabodlicas debido a que en humanos el exceso de
tejido lipidico seria susceptible a la infiltracion de células mononucleares y a la secrecion de
citoquinas proinflamatorias tales como TNF-a, IL1-B, IL-6 y resistina (4, 6, 9). En este
contexto, se plantea que estas citoquinas pueden inducir R, al activar varias vias de serina-
treonina quinasa, como el factor de transcripcion NF-xB que, a su vez, fosforila en serina o
treonina al sustrato 1 del receptor de insulina (IRS-1) conduciendo a la degradacion del IRS,
afectando la cascada de sefializacion rio abajo de la insulina y por consiguiente, suprime la
localizacion de GLUT4 en las membranas celulares al alterar la sefializacion de la insulina,
favoreciendo una menor capacidad de absorcién y utilizacién de glucosa por las células (4,
6,9).

Otro evento clave en la patogenia de la EHGNA es la formacion de EROS durante la
inflamacién, sumando al dafio mitocondrial, perpettan la acumulacion de intermediarios
metabolicos e inducen al estrés en el reticulo endoplasmico y en el tiempo inducen la
produccién exacerbada de EROS (5). Los radicales libres se producen continuamente en el
curso del metabolismo normal y juegan un papel destacado en la sefializacion celular. Sin
embargo, cuando se produce una sobrecarga de produccion, se desarrolla estrés oxidativo (4).
Como era de esperar, el grupo HFD exhibié un aumento (p<0,05) de TBARS e isoprostanos
hepaticos, marcadores que evalUan la peroxidacion lipidica; curiosamente a pesar de que el
grupo HSA fue el grupo con mayor cantidad de DHA; AG sensible a la oxidacion por
presentar mayor cantidad de doble enlaces; fue el grupo con menores niveles de TBARS
presentando diferencias significativas con el grupo HFD, proteccion atribuida a la accion de
la actividad de PPAR-a y de los péptidos con actividad antioxidante comentados previamente
(38). Ademas, se ha visto que los productos derivados de la peroxidacion lipidica son
altamente reactivos y capaces de modificar residuos nucleofilicos de lisina, cisteina e
histidina en las proteinas, predominante en estadios mas tardios de la EHGNA (40). En este
sentido, el grupo HSA presentd una cantidad menor significativa en carbonilos proteicos en

contraste con el grupo HFD, indicando que la suplementacion atenuo la produccion de EROS
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y por tanto la oxidacion de lipidica como proteica, de modo que, la peroxidacion
lipidica/proteica es marcador validado de estrés oxidativo (40). Incluso, se plantea que el
estrés oxidativo también favorece la aparicion de RI, al alterar la transduccion de la sefial de
la insulina y traslocacion de GLUT-4 (4, 6, 9). Debido a ello, se ha visto que el estrés
oxidativo y la RI también estan estrechamente relacionados (4, 8). En esta investigacion los
niveles hepéaticos de TBARS, F8-isoprostanos y carbonilos proteicos de igual modo se

correlacionaron positivamente con la Rl (p=0,0002, p<0,0001, respectivamente).

8.5. Contenido de AGPI en tejido adiposo y eritrocitos

Hay estudios limitados que abordan el impacto de la cantidad de ALA en la dieta sobre su
propia acumulacion y conversion a AGPI n-3 de cadena més larga. Siendo relevante estudiar
debido a que su almacenamiento (tejido adiposo) puede representar un deposito de ALA de
liberacion lenta que otros tejidos utilizan con el tiempo (ejemplo cerebro) (24). Asi como,
por los mediadores lipidicos que se pueden generar en la conversion de ALA a DHA con
doble bioactividad antiinflamtoria y proresolutiva (SPMs), incluidas resolvinas, protectinas
y marecinas, capaces de modular la funcién de las células endoteliales y sistema inmunitario
(41). Junto con ello, fundamentales para contrarrestar los efectos nocivos de altas ingestas de
hidratos de carbono y acido palmitico (C:16:0), dado que inducen inflamacion vascular al
activar el sistema inmune (TLR 2 y 4), en consecuencia, precursores de intermediarios
lipidicos como ceramidas y aumento en la produccion del NF-xB e IL-6, representando un
mecanismo por el cual EHGNA promueve el desarrollo de dafio vascular y aterosclerosis (8,
14, 42). En este contexto, un estudio en el que se alimentd a hdmsteres con diferentes
cantidades de ALA durante 5 semanas (entre 1y 40 g de ALA/100 g de acidos grasos totales),
indicaron que el contenido de ALA aumenta drasticamente en el tejido adiposo del
epididimo, pero en una medida mucho menor en los glébulos rojos, aunque el contenido de
DHA no cambid (25). Con los resultados de la presente investigacion se corrobord que en
particular el ALA (2,69/100g de harina) contenido en la suplementacion con HSA aumentd
los niveles de ALA en tejido adiposo epidemial y en eritrocitos. No obstante, en estos ratones
inesperadamente existid un incremento significativo de DHA en los fosfolipidos de
eritrocitos en comparacion con el grupo HFD. Ademas, este incremento podria ser mayor en
mujeres dado que existe evidencia de que pueden ocurrir cambios significativos en el estado

de DHA independientemente de los cambios en la ingesta de PUFA n-3, probablemente a
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través de una mayor expresion hepatica de desaturasas (A-5, A-6) que se ha observado en
roedores hembras en comparacion con machos (24).

8.6 Rol de la harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética en el contenido de
AGCC

En este estudio, se analiz6 la composicion lipidica en las heces de los ratones, observandose
que los ratones con dieta HFD tienen una cantidad significativamente mayor que el grupo
CD y HSA. Este hallazgo ha sido poco estudiado en la literatura por lo cual seria novedoso
seguir profundizando sobre el perfil de acidos grasos. Junto con ello, las heces de los ratones
HSA tenian una mayor humedad post suplementacién en comparacion con los grupos
controles (CD y HFD) producto de la capacidad de retencion de agua principalmente de la
fibra soluble y accién de los AGCC que regulan la absorcidn de agua y minerales (43, 44).
Por otro lado, el andlisis del pH reflej6 una disminucion en los grupos suplementados,
presumiblemente, a la produccién de AGCC, dado que, al ser acidos débiles, son capaces de
disminuir el pH coldnico y, como resultado el de las heces. Siendo una ventaja potencial al
inhibir el crecimiento de bacterias patdgenas sensibles a pH bajo (Ej: Enetrobacteraciae) y
promover el crecimiento de bacterias beneficiosas (44). Este Gltimo, relevante en la patogenia
de la EHGNA debido a que una disbiosis intestinal podria alterar la produccion de bacterias
y metabolitos como triptéfano, lipopolisacaridos bacterianos (LPS) y con ello desregular la
activacion inflamatoria de las células de Kupffer, cambiar la circulacion enterohepética de
acidos biliares, provocar inflamacion y finalmente esteatosis hepatica (3). También, se
postula que estos metabolitos podrian contribuir en la progresion de la EHGNA a través de
la activacion de complejos de proteinas clave del inflamasoma encargados de procesar
prointerleuguinas inflamatorias a sus formas activas, gatillar una sobreproduccion de leptina
y regular a la baja la produccion de adiponectina (3, 14). Como resultado, las terapias de
EHGNA bajo exploracion actual tienen una amplia gama de objetivos entre ellos las
alteraciones en el microbioma y la permeabilidad intestinal (13). La evidencia destacada,
ademas, el papel beneficioso de los AGCC derivados de la microbiota intestinal en el manejo
de la homeostasis energética al regular PPAR-a y enzimas que participan en la oxidacion

lipidica mitocondrial (acetil-CoA carboxilasa y carnitia-palmitotransferasa 1)(17).
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En este estudio, el andlisis del perfil de AGCC en muestras de heces de raton identificd que
el grupo HSA contribuia de forma significativamente post suplementacion en la produccion
de AGCC seguido de los alimentados con HAV, destacandose el acético, propionico y
butirico. Al igual que otros datos encontrados en la literatura, que detectaron aumento
significativo de estos AGCC, tanto modelo in vitro, ratones y humanos (11, 18, 36). Siendo
el &cido butirico el més relevante debido a sus efectos supresores sobre la respuesta
inflamatoria excesiva, como la inhibicion de NF-kB y efectos potenciadores en la funcion de
barrera intestinal, asi como su influencia en el eje intestino-cerebro, reduccion del estrés
oxidativo dentro del colon a través de los efectos sobre la expresion génica implicada en el
metabolismo del glutation y del &cido Urico (17, 18, 20). Por otro lado, se plantea que la fibra
dietética contenida en las suplementaciones podria ser considerada como un prebidtico, ya
que se sabe que las bacterias pertenecientes al filo Bacteroidetes, constituyen una gran
proporcién de la microbiota intestinal y producen principalmente propionato junto con
acetato (18). También, el efecto especifico de la avena en los resultados previamente
mencionados podria fundamentarse, en lo publicado recientemente por Gao et al. (2022), al
reportar que la suplementacion con fibra de avena es capaz de bloquear la via de la sefial
TLRA4 y disminuir la expresion del factor NF-xB p65 en los tejidos intestinales de ratones
macho. Ademas, indicaron que la fibra de avena aumenta la expresion de proteinas de union
estrecha, incluidas ZO-1 y ocludina, contribuyendo asi a mantener la integridad de la barrera
intestinal (45).

8.7 Limitaciones y aportes

Existen algunas limitaciones en el presente estudio. En primer lugar, los AGCC fueron
medidos considerando un pool de heces recolectadas directamente desde las jaulas, a fin de
determinar la produccion pre y post suplementacién a diferencia de otros estudios que
consideran una medicion final en contenido cecal. No obstante, igualmente las mediciones
realizadas permitieron dar un panorama general de la repercusion de las suplementaciones
sobre AGCC, pH, humedad y grasa en heces. Sumado a lo anterior, seria interesante que la
investigacion a futura considerara el analisis del perfil de AG de las heces para identificar la
variabilidad en la distribucién de AG. En segundo lugar, la presente investigaciéon no

determind ni cuantifico los polifenoles que podrian estar presentes en la HSA cuya
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biodisponibilidad por los procesos de molienda para la obtencion de la para harina podria ser

facilitada, siendo tema para la generacion de nuevas discusiones al aislar sus efectos.

En general, en este estudio caracterizd nutricionalmente una harina de semilla de albahaca
rica en fibra dietética, un subproducto de la industria de aceite a partir de una semilla
comestible que hasta la fecha no habia sido investigada, contribuyendo a la revalorizacion de
este producto. Ademas, se evaluo sus efectos a nivel metabdlico en un modelo animal, donde
se obtuvo resultados favorables para la incorporacion de la HSA en contextos de dieta rica
en grasas. Los mecanismos por el cual la HSA y HAV pueden reducir la Rl y la esteatosis,

mencionados en la discusion, se resumen en la figura 4.
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Figura 4. Resumen los efectos de la suplementacion con HSA y HAV y las posibles vias metabdlicas o mecanismos involucrados en la

reversion de RI y esteatosis hepatica.
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9. CONCLUSIONES

Esta investigacion busco determinar los efectos de la harina de semilla de albahaca rica en
fibra dietética frente a la RI, esteatosis hepética inducidos por una dieta alta en grasa y su
contribucion en el contenido de AGPI n-3 en tejidos y AGCC en raton. La dieta HFD indujo
RI, esteatosis hepatica, estado proinflamatorio, oxidativo y una disminucién significativa en
la produccion de AGCC. En contraste, la dieta HFD suplementada con HSA y en menos
medida con HAV logr6é un efecto protector al exhibir una mejoria en los pardmetros
relacionados a RI, atenuacion en la esteatosis, dafio hepatico y estrés oxidativo, asi como,
disminucion del estado inflamatorio, aumento de AGPI n-3 en higado, adipocitos y eritrocito
e incremento de AGCC. Teniendo en cuenta ello, la suplementacién con HSA ejercié una
proteccion, por lo cual este producto podria ser considerado como una potencial linea
terapéutica para el manejo de la RI, la reversion en esteatosis hepatica. Ademas, este estudio
permitio revalorizar residuos industriales de la produccion de aceite de semilla de albahaca
emergente en el mercado, al comprobar que los pellets obtenidos pueden convertirse en un
producto excelente fuente de fibra dietética, en particular, fibra insoluble y un 2,6 % de ALA.
Aln gueda para futuras investigaciones determinar y cuantificar los polifenoles que pudieran
permanecer en el producto dado que existe la posibilidad que pudieran contribuir o explicar

la disminucion de complicaciones metabdlicas estudiadas.
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ANEXOS

ANEXO 1. Protocolo experimental.
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Figura. Protocolo experimental. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, harina

de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena.
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ANEXO 2. Informacion nutricional de las dietas experimentales.

Tabla. Aporte nutricional y composicion de dietas

Macronutrientes

Dieta control
Research Diet INC, rodent diet

D12450B.USA
(Kcal/g 3.85)

% g totales

% kcal totales

Dieta alta en grasa

Research Diet INC, rodent diet
with 10% Kcal% fat, product data  with 60% Kcal% fat, product data

D12492. USA.
(Kcal/g 5,24)

% g totales

% kcal totales

Proteinas 19,2 20 26,2 20
Hidratos de carbono 67,3 70 26,3 20
Lipidos 4,3 10 349 60
Ingredientes g Kcal g Kcal
Caseina 200 800 200 800
L-Cistina 3 12 3 12
Maicena 315 1260 0 0
Maltodextrina 35 140 125 500
Sacarosa 350 1400 68,8 275,2
Celulosa 50 0 50 0
Aceite de soja 25 225 25 225
Manteca de cerdo 20 180 245 2205
Mezcla de minerales 10 0 10 0
Fosfato dicélcico 13 0 13 0
Carbonato de calcio 5,5 0 55 0
Citrato de potasio 16,5 0 16,5 0
Mezcla de vitaminas 10 40 10 40
Bitartrato de colina 2 0 2 0
Tartrazina 0,05 0 0,05 0
Total 1.055,05 4057 773,85 4.057

Fuente: etiquetado nutricional del producto.
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ANEXO 3. Suplementacién segin grupo experimental

Tabla. Composicion de alimentacion y suplementacion segun grupo experimental en 100g

CD HFD HFD 80% + HSA 20% HFD 80% + HAV 20%
Nutriente (g)
g kcal g kcal g kcal g kcal
Proteinas 19,20 76,80 26,20 104,80 24,61 98,44 22,93 91,73
Lipidos 430 38,70 34,90 314,10 29,33 263,93 29,69 267,19
AGS 1,01 2350 11,24 101,16 9,59 86,29 9,70 87,27
AGM 1,28 11,52 12,53 112,77 10,11 91,02 10,56 95,05
AGPI 2,01 18,09 11,13 100,17 9,62 86,62 9,43 84,86
C18:2n-6 1,70 15,30 9,39 8451 7,72 69,45 8,01 72,05
C18:3n-3 0,09 0,81 0,66 594 1,04 9,37 0,54 4,89
Hidratos de carbono disponibles 67,30 269,20 26,30 105,20 21,04 84,16 33,00 131,99
Fibra dietética total 500 10,00 5,00 10,00 15,66 31,33 6,01 12,03
Fibra Soluble 0,00 0,00 0,00 0,00 1,12 2,24 0,71 1,43
Fibra insoluble 500 10,00 5,00 10,00 14,54 29,09 5,20 10,40
Ceniza ND ND 1,79 0,00 0,64 0,00
Humedad ND ND 1,50 0,00 1,75 0,00
TOTAL 96 395 92 534 94 478 94 503

Datos presentados como media en base himeda. DC, dieta control; HFD, dieta alta en grasa;
HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra; dietética HAV, harina de avena. ND, sin
datos; Acidos grasos (AG) corresponden a C4:0, C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1n-9,
C18:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-3, C20:2, C20:3n-6, C22:0, C22:1n-9, C22:2, C24:0. AG
saturados (AGS) corresponden a C4:0, C14:0, C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, AG
monoinsaturados (AGM) corresponden a C16:1, C18:1n-9, C22:1n-9, AG poliinsaturados
(AGPI) corresponden a C18:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-3, C20:2, C20:3n-6, C22:2.
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ANEXO 4. Cantidades de plasma y tejido utilizadas para las distintas mediciones

Tabla. Cantidades de plasma y tejido utilizadas para las distintas mediciones

Medicion Cantidad de muestra
Histologia 150 mg
Grasa total/ perfil acidos
150 mg
grasos
TG 15 mg/ 5uL
Muestras de Higado
Colesterol 15mg/ 5 uL
TBARS 100 mg/ 50 pL

Proteinas carboniladas

100 mg/ 50 pL

F8-isoprostanos 50 mg/ 50 pL
Glicemia 20 L
Insulina 20 pL
TG 20 pL
Colesterol Total 15 uL
HDL 15 L
LDL 15 L
Muestras de Plasma
ALT 15 L
AST 15 L
GGT 15 L
TNF-a 20 pL
IL-6 20 pL
IL-1B 20 uL
B ) Grasa total/ perfil acidos
Muestras de tejido adiposo 100 mg
grasos
o Grasa Total/ perfil &cidos
Muestras Eritrocitos 250 mg
grasos
pH 50 mg
Humedad 100 mg
Muestras de heces
Grasa total 50 mg
AGCC 200 mg
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ANEXO 5. Principales acidos grasos de las harinas

Tabla. Principales acidos grasos de las harinas en 100 g

Harina de semilla de albahaca rica en fibra .
Harina de avena

Acidos grasos dietética
g/100g 9/100g

Total AG 7,212 £ 0,022 10,13 £ 0,05°
Total AGS 3,06 £ 0,032 4,04 +0,09°
Total AGM 0,46 £ 0,018 3,08 + 0,00°
Total AGPI 3,70 £ 0,018 3,01 +0,04°
C18:2n-6 (LA) 1,050,012 2,83 +0,02°
C18:3n-3 (ALA) 2,63 0,028 0,01 +0,01°

Datos presentados como media * desviacion estandar en base himeda. Acidos grasos (AG)
corresponden a C4:0, C14:0, C16:0, C16:1, C18:0, C18:1n-9, C18:2n-6, C18:3n-6, C18:3n-
3, C20:2, C20:3n-6, C22:0, C22:1n-9, C22:2, C24:0. AG saturados (AGS) corresponden a
C4:0, C14:0, C16:0, C18:0, C22:0, C24:0, AG monoinsaturados (AGM) corresponden a
C16:1, C18:1n-9, C22:1n-9, AG poliinsaturados (AGPI) corresponden a C18:2n-6, C18:3n-
6, C18:3n-3, C20:2, C20:3n-6, C22:2. Test T, valores con letras distintas representan

diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 6. Ingesta dietaria segun grupos experimental

Tabla. Ingesta dietaria segin grupos experimental

cD HFD HFD+HSA  HFD+HAV
(@) (b) (c) (d)
o ., 2,63 2,65 2,53 2,56
Ingesta dietaria (g/dia) (2,45 -2,97) (2,5-2,9 (2,35-2,8) (2,4-2,98)
10,39 14,15 13,51 13,67

Ingesta energética (kcal/ dia)

0,50 0,69 0,66 0,67
Ingesta de proteinas (g/dia) (0,47-0,57) ™ (0,66-0,76) ° (0,62-0,70)°  (0,63-0,70) °
cd
0,11 1,16 1,05 1,05
Ingesta de lipidos (g/dia) 0,11-0,13)”  (1,10-1,27)**  (0,95-1,12)*"  (0,91-1,12)*"
cd
AGPI (el 0,05 0,29 0,28 0,28
1a a,
(g/dia) (0,05-0,06)”°"  (0,28-0,032) ***  (0,26-0,29)*°  (0,27-0,29) *°
2,37 17,49 17,00 16,43
ALA (mg/dia) (2,21-267)"  (16,50-19,14) %  (15,84-26,31)  (15,84-17,03)
c.d ad ab,c
_ 1,77 0,70 0,65 0,67
Ingesta de carbohidratos b, ac ab,d ac
(/i) (1,65-2,00) (0,66-0,76) (0,60-0,68) (0,63-0,98)
cd
Ingesta de fibra dietética 0,13 0,13 0,13 0,13
(g/dia) (0,12-0,15) (0,13-0,15) (0,12-0,40) (0,12-0,18)
0,00 0,00
Fibra soluble (g/dia cd cd
(g/dia) 0,00 0,00 000003)*  (0.00-002)*
o , 0,13 0,13 0,13 0,13
Fibra insoluble (g/dia) (0,12-0,15) (0,13-0,15) (0,12-0,37) (0,12-0,15)
| ; » 3,75 3,87 3,64 3,18
t
ngesta de agua (mi/dia) (348-400)°  (339-44)" 339-4)°  (293-352)*

(9,68-11,73)

cd

(13,35-15,49) "

(12,39-14,24) °

(12,82-15,06) "

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico). (n=6-7). CD, dieta control; HFD,
dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, dieta
alta en grasa mas harina de avena. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples, valores con letras distintas representan diferencia significativa
(p<0,05).
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ANEXO 7. Evolucidn ingesta dietaria, ingesta energética e ingesta de agua.
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Figura. Ingesta dietaria (g/dia) (A), ingesta energética (kcal/dia) (B), ingesta de agua (ml/dia)
(C). Los valores se representan como medianas y rangos intercuartilicos. CD, Dieta control;
HFD, Dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV,
harina de avena. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples,

valores con letras distintas representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 8. Ingesta acido graso a-linolénico y fibra dietética pre y post suplementacion

segun grupo experimental.

Cambiar puntos por comas en los numeros con decimales

Tabla. Ingesta acido graso a-linolénico y fibra dietética pre y post suplementacién segun

grupo experimental

CcD HFD HFD + HSA HFD+HAV
(a) (b) (©) (d)

Acido graso a-linolénico

(mg)

» 2,32 17,16 16,30 16,43
Pre suplementacién b,c,d a a a
(2,09 - 2,46) (14,72 - 18,94) (15,31-17,16)" (15,58 — 17,03)

2,67 19,67 33,07 16,34

Post suplementacién

Fibra dietética total (g)

Pre suplementacién

Post suplementacién

Fibra dietética soluble (g)
Pre suplementacién

Post suplementacién

Fibra dietética insoluble (g)

Pre suplementacion

Post suplementacién

(2,43-2,77)""

0,13
(0,12-0,14)*°
0,15
(0,14- 0,15)“°

0,00
(0,00 — 0,00)
0,00

(0,00 - 0,00) **

0,12
(0,12-0,14)*°
0,15
(0,14 - 0,15) °°

(17,75 — 20,46) > **

0,13
(0,11- 0,14)
0,15
(0,13-0,16) **

0,00
(0,00 — 0,00)
0,00

(0,00 - 0,00) **

0,13
(0,11 - 0,14)
0,15
(0,13-0,16) °°

(29,12 - 33,8)*"*

0,12
(0,12-0,13)°
0,50
(0,44 -0,51) ™"

0,00
(0,00 — 0,00)
0,04
(0,03 - 0,04) ™

0,12
(0,12 -0,13)"
0,46
(0,41 - 0,47) *™°

(16,10- 17,04) **°

0,12
(0,12-0,13)"
0,18
(0,18 - 0,19)*"°

0,00
(0,00 — 0,00)
0,02
(0,02 - 0,02)*"°

0,12
(0,12 -0,13)"
0,16
(0,15 -0,16) *°

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico). n=6-7. CD, dieta control; HFD,

dieta alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa mas harina de semilla de albahaca rica en fibra

dietética; HAV, dieta alta en grasa mas harina de avena. Test Kruskal Wallis, seguido por
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test Dunn’s para comparaciones maltiples, valores con letras distintas representan diferencia

significativa (p<0,05).

ANEXO 9. Caracteristicas generales de los grupos experimentales

Tabla. Caracteristicas generales de los grupos experimentales

CD HFD HFD + HSA HFD+HAV
(a) (b) (©) (d)
Peso corporal inicial (g) 22 23 23 23,2
(20,4 - 22,7) (22,6 — 24,3) (22- 23,6) (22,2 -23,2)
Peso corporal final (g) 27.1 A 46,8 . 44,3 46,5
(25 - 28,9) (44,8-50,3) (43,2 - 45) (45,3-47,8)
Ganancia peso corporal final (g) 03 bd 233 a 21,3 234 a
(5-6,7) (22,4-25,3) (20,4-21,9) (23,2-24,6)
Peso higado () 1.06 b 212 . 2,14 2,59 .
(0,94 -1,27) " (2,38-3,52) (1,52 - 2,26) (2,34-2,85)
Peso tejido adiposo epididimal (g) 057 b, cd 2.06 . 214 . 211 \
(0,51-0,67) (1,71-2,23) " (1,78-2,22) (1,95-2,62)
Relacion peso higado (g)/peso corporal 0,04 g (O,O%?(;S, 07) 0,05 b 0,06
final (g) (0,03-0,05) " ac (0,04 -0,05) (0,05-0,06) °
Relacién peso tejido adiposo 0,02 0,04 0,05 0,05
epididimal (g)/peso corporal final (g) (0,02 - 0,02) be (0,04-0,05) a (0,04- 0,05) a (0,04-0,05)

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico). n=6-7. CD, dieta control; HFD,

dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina

de avena. Test Kruskal Wallis, sequido por test Dunn’s para comparaciones multiples,

valores con letras distintas representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 10. Evolucién peso corporal, peso higado y peso tejido adiposo epididimal.
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Figura. Caracteristicas generales del modelo, segin grupo experimental. Los valores se
representan como medianas y rangos intercuartilicos. n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta
alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa mas harina de semilla de albahaca rica en fibra
dietética; HAV, dieta alta en grasa mas harina de avena. Test Kruskal Wallis, seguido por
test Dunn’s para comparaciones maltiples, valores con letras distintas CD (a), HFD (b), HSA

(c), HAV (d) representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 11. Peso principales 6rganos segun grupo experimental

Tabla. Peso principales érganos seguin grupo experimental (Q)

CD HFD HFD + HSA HFD+HAV

@ (b) (c) (d)

Cerebro 0,41 0,43 0,43 0,45
(0,38 —0,42) (0,41 —0,45) (0,38-0,44) (0,42 — 0,45)

) 0,13 0,17 0,16 0,15
Corazon 012 014)" (015 0.18)° (0,13-0,17) (0,14 - 0,16)

pulmen 0,15 0,16 0,15 0,16
(0,11 -0,16) (0,14 - 0,17) (0,13 -0,16) (0,15 -0,19)

B 0,33 0,36 0,35 0,37
Rinones (0732 _ 0’33) b, ¢ (0,35 - 0,37) a (0,35-0,37) b (0,36 - 0,37) a

Testiculos 0,22 0,21 0,22 0,21
(0,19 - 0,25) (0,20-0,23) (0,21 -0,23) (0,20 — 0,24)

Datos presentados como mediana y rango intercuartilico n=6-7. CD, dieta control; HFD,

dieta alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa mas harina de semilla de albahaca rica en fibra

dietética; HAV, dieta alta en grasa mas harina de avena. Diferencias significativas segin Test

Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; valores con letras

distintas representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 12. Pardmetros esteatosis hepatica
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Figura. Parametros esteatosis hepéatica. Datos presentados como mediana y rango
intercuartilico n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa
mas harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, dieta alta en grasa méas harina
de avena. Diferencias significativas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para
comparaciones multiples; valores con letras distintas CD (a), HFD (b), HSA (c), HAV (d)

representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 13. Principales AG en higado segun grupo experimental

Tabla. Principales AG (mg/g) en higado segun grupo experimental

AG CcD HFD HED + HSA HED+HAV
(@ (b) (c) (d)
0,38 4,86 4,48
C16:0 oo . . 4,15
(0,28-0,63) (4,83-4,90) (3,78-5,19) (3,85-4,44)
0,15 0,60
C18:0 X . 0,47 0,28
(0,11-0,23) (0,58-0,63) (0,39-0,56) (0,11-0,45)
0,59 8,35
C18:1n-9 A . 5,62 6,00
(0,36-0,87) (8,20-8,49) (4,73-6,51) (5,23-6,77)
0,16 2,21 2,52 1,80
C18:2 n-6 (LA) b e a a ‘
(0,13-0,26) (2,18-2,23) (2,18-2,85) (1,74-1,86)
0,00 0,05 0,11 0,05
C18:3n-3 (ALA) b, c a a,d c
(0,00-0,00) (0,05-0,05) (0,09-0,12) (0,04-0,05)
0,17 0,63
C20:4 n-6 (AA) \ ) 0,58 0,47
(0,08-0,26) (0,63-0,64) (0,43-0,73) (0,47-0,47)
0,00 0,07 0,14 0,05
C20:5 n-3 (EPA) b, ¢ a ad '
(0,00-0,00) (0,07-0,07) (0,12-0,15) (0,05-0,05) ©
0,12 0,43 0,46 0,28
C22:6 n-3 (DHA) b e a a ‘
(0,07-0,15) (0,43-0,44) (0,34-0,57) (0,28-0,29)
1,67 17,88 18,30
Total AG b o . . 15,45
(1,15-2,54) (17,39-18,36) (16,12-20,48) (14,96-15,94)
0,62 5,79 5,38
Total AGS b e . . 4,86
(0,42-0,90) (5,77-5,81) (4,62-6,15) (4,56-5,17)
0,65 9,02 6,78
Total AGM b d . 6,45 .
(0,40-0,99) (8,91-9,14) (5,33-7,58) (6,15-7,41)
0,43 3,61 3,73 282
Total AGPI b, ¢ a a '
(0,26-0,69) (3,58-3,64) (3,24-4,23) (2,74-2,90)
0,32 2,84
Total AGPI n-6 A . 3,10 2,27
(0,15-0,56) (2,81-2,88) (2,63-3,43) (2,21-2,33)
0,12 0,55 0,70 0,38
Total AGPI n-3 b,c a a !
(0,07-0,15) (0,54-0,56) (0,55-0,80) (0,37-0,39)
Ratio n-6/n-3 343 523 3,84 6,26
(2,92-3,66) (5,17-5,25) (3,14-3,87) (5,93-6,29)

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico) en mg/g de higado. n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en

grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena; AG, Acidos grasos. AG totales
corresponden a C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1 n-9, C18:2 n-6, C18:3n-6, C20:0, C18:3
n-3, C20:1n-9, C20:2, C22:0, C20:3n-3, C20:4 n-6, C22:1n-9, C22:2, C20:5n-3, C24:0, C22:6n-3. AG saturados (AGS)
corresponden a C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C22:0, C22:2, AG monoinsaturados (AGM) corresponden a C14:1,
C15:1, C16:1, C17:1, C18:1n-9, C20:1n-9, C22:1n-9. AG poliinsaturados (AGPI) corresponden a C18:2 n-6, C18:3 n-6,
C18:3n-3, C20:1 n-9, C20:3n-3, C20:4n-6, C20:5 n-3, C24:0, C22:6n-3. AGP n-6 correspoden a C18:2n-6, C20:4n-6, AGP
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n-3 corresponden a C18:3n-3, C20:5n-3, C22:6n-3. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones

multiples, valores con letras distintas representan diferencia significativa (p<0,05).

ANEXO 14. Parametros de dafio hepatico
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Figura. Pardmetros de dafio hepatico. Datos presentados como mediana y rango
intercuartilico n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, dieta alta en grasa
mas harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, dieta alta en grasa mas harina

de avena. AST, aspartato amino transferasa; ALT, alanino amino transferasa; GGT, gamma-

glutamil transferasa. Diferencias significativas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test

Dunn’s para comparaciones multiples; valores con letras distintas CD (a), HFD (b), HSA (c),

HAYV (d) representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 15. Pardmetros de estrés oxidativo hepéatico
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Figura. Parametros de estrés oxidativo hepatico. DC, dieta control; HFD, dieta alta en grasa;
HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena. Datos
presentados como mediana * rango intercuartilico. Diferencias significativas segin Test
Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones maltiples, valores con letras
distintas CD (a), HFD (b), HFD + HSA (c), HFD + HAV (d) representan diferencia
significativa (p<0,05).
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ANEXO 16. Pardmetros de inflamacién
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Figura. Parametros de inflamacion. DC, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA, harina
de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena. Datos presentados como
mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segun Test Kruskal Wallis,
seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples, valores con letras distintas CD (a),
HFD (b), HFD + HSA (c), HFD + HAV (d) representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 17. Cuantificacién grasa en tejido adiposo y eritrocitos.
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Figura. Cuantificacion grasa en tejido adiposo y eritrocitos. Datos presentados como
mediana y rango intercuartilico. n=6-7. CD, dieta control; HFD, dieta alta en grasa; HSA,
harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena. Diferencias
significativas segun Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones
multiples; valores con letras distintas CD (a), HFD (b), HFD + HSA (c), HFD + HAV (d)
representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 18. Principales AG tejido adiposo epididimo por grupo experimental

Tabla. Principales AG (mg/g) tejido adiposo epididimo por grupo experimental

AG CD HFD HFD + HSA HFD+HAV
(@) (b) (c) (d)
160 10,99 10,08 9,78 11,89
' (9,11-13,19) (8,19-11,74) (8,99-10,56) (10,96-12,73)
180 0,97 2,03 1,79 2,25
' (0,88-1,05) b ¢ (1,72-2,28)2 (1,62-1,94) (2,09-2,30) 2
C18:1n.0 26,66 26,51 28,02 30,54
' (24,67-30,17) (21,72-30,89) (25,49-28,31) (27,41-33,21)
_ 9,67 9,46 9,78 10,33
C18:2n-6 (LA) (8,81-10,50) (7,57-11,08) (8,92-10,50) (9,83-11,44)
0,50 0,28 0,52 0,35
18:3n-3 (ALA ' ' ' '
C18:3n-3 (ALA) (0,48-0,55) ° (0,22-0,32) ¢ (0,39-0,66)" (0,34-0,36)
0,26 0,18 0,18 021
C20:4n-6 (AA) (0,26-0,27) (0,17-0,18) (0,14-0,21) (0,20-0,23)
_ 0,00 0,00 0,00 0,00
C20:5n-3 (EPA) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00) (0,00-0,00)
0,10 0,03 0,05 0,00
22:6n-3 (DHA ' ' ' '
C22:6n-3 (DHA) (0,09-0,10) ¢ (0,00-0,04) (0,01-0,06) (0,00-0,04) @
Total AG 56,16 51,85 56,89 60,98
(50,54-64,38) (42,33-60,27) (49,53-57,11) (54,78-63,56)
Total AGS 12,93 12,89 12,49 14,79
(10,85-15,30) (10,50-14,89) (11,33-13,24) (13,95-15,88)
Total AGM 32,28 28,66 30,22 33,26
(29,69-36,46) (23,46-33,40) (27,62-30,72) (29,76-35,96)
Total AGPI 10,95 10,31 11,75 11,49
(10,00-11,92) (8,54-11,92) (9,91-12,22) (10,72-12,44)
Total AGPI n-6 9,93 9,64 9,96 10,54
(9,07-0,10,77) (7,73-10,36) (9,06-10,70) (10,2-11,29)
Total AGPI n-3 0,60 031 057 035
(0,57-0,66) ¢ (0,22-0,35) (0,41-0,72) (0,34-0,39) ®
Ratio N6/ n.3 16,7 23,05 18,98 28,75

(16,11-16,70) ¢

(21,66-26,32)

(14,97-21,5) ¢

(25,47-29,9) ¢

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico) en mg/g de tejido adiposo; n=6-7. CD, dieta control; HFD,
dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena; AG, Acidos
grasos. AG totales corresponden a C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1 n-9, C18:2 n-6,
C18:3n-6, C20:0, C18:3 n-3, C20:1n-9, C20:2, C22:0, C20:3n-3, C20:4 n-6, C22:1n-9, C22:2, C20:5n-3, C24:0,
C22:6n-3. AG saturados (AGS) corresponden a C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C22:0, C22:2, AG
monoinsaturados (AGM) corresponden a C14:1, C15:1, C16:1, C17:1, C18:1n-9, C20:1n-9, C22:1n-9. AG
poliinsaturados (AGPI) corresponden a C18:2 n-6, C18:3 n-6, C18:3 n-3, C20:1 n-9, C20:3n-3, C20:4n-6, C20:5 n-
3, C24:0, C22:6n-3. AGP n-6 correspoden a C18:2n-6, C20:4n-6, AGP n-3 corresponden a C18:3n-3, C20:5n-3,
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C22:6n-3. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples, valores con letras distintas
representan diferencia significativa (p<0,05).

ANEXO 19. Principales AG (% mmol) en eritrocitos segin grupo experimental

Tabla. Principales AG (% mmol) en eritrocitos segin grupo experimental

Ac CD HFD HFD + HSA HFD+HAV
(@) (b) (© (d)
C16:0 38.86 48,02 38,63 49,03
' (36.98-39.24)"° (45,92-49,59)"  (38,17-41,84)d (45,96-49,75)*°
C18:0 1573 17,66 17,09 16,64
' (15,09-16,25) (17,10-19,07) (16,89-17,52) (14,45-16,80)
1819 15,38 15,94 16,82 1541
' (14,84-16,16) (15,63-16,71) (16,20-17,38) (15,02-16,62)
2,06 0,00 088 0,00
18:2n-6 (LA ’
cla:n-6 (LA (1,64-2,41)"° (0,00-0,00)° (0,84-1,05) (0,00-0,44)°
1,46 0,67 0.85 0,80
C18:3n-3 (ALA ’
-3 (ALA) (1,40-1,57)™° (0,16-0,77)° (0,76-1,06) (0,20-0,82)°
_ 19,41 17,14 17,26 16,39
C20:4n-6 (AA) (18,52-20,49) (1453-18554)  (1711-1813)  (15.26-18,52)
3,62 0,00 081 0,00
C20:5n-3 (EPA :
n-3 (EPA) (2,44-4,85)" (0,00-0,00)* (0,33-1,28) (0,00-0,00)°
254 0,00 4,80 0,00
C22:6n-3 (DHA ’
n-3 (DHA) (1,61-3,36) (0,00-0,00)° (3,67-5,79)™" (0,00-0,00)°
Total AGS 54,59 65,68 5572 65,67
(52,07-55,49)"" (63,02-68,66)°  (55,06-59,36) (60,41-66,55)°
15,38 15,94 16,82 1541
Total AGM (14,84-16,16) (15,63-16,71) (16,20-17,38) (15,02-16,62)
Total AGPI 29,10 17,82 24,59 17,18

(25,61-32,68)""

(14,69-19,32)°

(22,72-27,32)

(15,46-19,78)°

Datos presentados como mediana (rango intercuartilico) en % mmol en eritrocitos, n=6-7. CD, dieta control; HFD,
dieta alta en grasa; HSA, harina de semilla de albahaca rica en fibra dietética; HAV, harina de avena; AG, Acidos
grasos. AG totales corresponden a C14:1, C15:0, C15:1, C16:0, C16:1, C17:0, C17:1, C18:0, C18:1 n-9, C18:2 n-6,
C18:3n-6, C20:0, C18:3 n-3, C20:1n-9, C20:2, C22:0, C20:3n-3, C20:4 n-6, C22:1n-9, C22:2, C20:5n-3, C24.0,
C22:6n-3. AG saturados (AGS) corresponden a C15:0, C16:0, C17:0, C18:0, C20:0, C22:0, C22:2, AG
monoinsaturados (AGM) corresponden a C14:1, C15:1, C16:1, C17:1, C18:1n-9, C20:1n-9, C22:1n-9. AG
poliinsaturados (AGPI) corresponden a C18:2 n-6, C18:3 n-6, C18:3 n-3, C20:1 n-9, C20:3n-3, C20:4n-6, C20:5 n-
3, C24:0, C22:6n-3. AGP n-6 correspoden a C18:2n-6, C20:4n-6, AGP n-3 corresponden a C18:3n-3, C20:5n-3,
C22:6n-3. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples, valores con letras distintas

representan diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 20. Cuantificacion de grasa, humedad y pH en heces segun grupo experimental
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Figura. Caracteristicas generales de las heces segun grupo experimental. Datos presentados
como mediana (rango intercuartilico). n=6-7. Test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples, valores con letras distintas representan diferencia significativa
(p<0,05).
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ANEXO 21. Correlaciones entre ALT, HOMA-IR, grasa hepética y peso corporal
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Figura. Correlacion niveles plasmaticos de ALT y HOMA-IR (A); niveles plasmaticos de
ALT vy grasa hepatica (B); niveles plasmaticos de ALT y entre peso corporal luego de 14

semanas de tratamiento (C). Analisis estadistico: test de correlacion de Spearman, diferencia
significativa (p<0,05).
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ANEXO 22. Correlaciones entre TNF- o, HOMA-IR y peso corporal.
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Figura. Correlacion niveles plasmaticos de TNF- a y HOMA-IR (A); niveles plasmaticos

de TNF- a y peso corporal luego de 14 semanas de tratamiento (B). Andlisis estadistico: test

de correlacion de Spearman, diferencia significativa (p<0,05).
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ANEXO 23. Correlaciones entre HOMA-IR y parametros de estrés oxidativo.
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Figura. Correlacion niveles plasméaticos de HOMA-IR y TBARS hepaticos (A), HOMA-IR
y F8- isoprostanos hepaticos (B), HOMA-IR y proteinas carboniladas hepéticas luego de 14
semanas de tratamiento (C). Analisis estadistico: test de correlacion de Spearman, diferencia

significativa (p<0,05).
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