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2. Resumen

Introduccion: La enfermedad por higado graso no alcohdlico se caracteriza por ser la
enfermedad hepética con mayor prevalencia a nivel mundial, en la cual existe un aumento de
triglicéridos en los hepatocitos (esteatosis), progresando hasta llegar a cirrosis o
hepatocarcinoma. Esta patologia se asocia a diversas alteraciones metabdlicas como
resistencia a la insulina, aumento de estrés oxidativo e inflamacion. La fibra dietética, cumple
un papel fundamental en la regulacién de estos pardmetros por lo que contribuye al control
de la enfermedad. La chia (Salvia hispanica L.) es una semilla originaria de Latinoamérica
que se caracteriza por presentar un elevado contenido fibra dietética, siendo
predominantemente de tipo insoluble. Objetivo: Evaluar los efectos del consumo de harina
de semilla de chia rica en fibra sobre el desarrollo de esteatosis hepatica y otras alteraciones
metabdlicas inducidas por una dieta alta en grasa en ratones. Métodos: Ratones macho
C57BL/6J fueron asignados aleatoriamente a grupos con dieta control (CD, 10% energia
como grasa) o dieta alta en grasa (HFD, 60% energia como grasa) por 10 semanas. Posterior
a ello, se suplementaron via oral con harina de semilla de chia rica en fibra (HCH) o harina
de avena (HAV), en presencia de HFD, por 4 semanas mas. Se evaluaron parametros de dafio
y esteatosis hepatica, resistencia a la insulina, estrés oxidativo, inflamacion, perfil lipidico
sérico y perfil hepatico de &cidos grasos. Resultados: La alimentacion con HFD indujo
esteatosis hepética y alteraciones metabdlicas. La ingesta de HCH protegio
significativamente frente a la HFD a través de i) disminucion de la esteatosis hepética; ii)
disminucion en los niveles de TG y colesterol hepaticos iii) normalizacion de niveles de TG
plasmaticos similar a CD iv) disminucion de carbonilos proteicos v) disminucion de 1L-6.
Conclusion: La ingesta de HCH generd una proteccion moderada frente al dafio ocasionado
por HFD en ratones macho C57BL/6J, por lo cual podria ser considerada como un potencial
terapéutico para el manejo de la esteatosis hepatica en raton.
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3. Abstract
Introduction: Non-alcoholic fatty liver disease is characterized by being the most
prevalent liver disease worldwide, in which there is an increase in triglycerides in
hepatocytes (steatosis), progressing to cirrhosis or hepatocarcinoma. This pathology
is associated with various metabolic alterations such as insulin resistance, increased
oxidative stress and inflammation. Dietary fiber plays a fundamental role in the
regulation of these parameters, contributing to the control of the disease. Chia (Salvia
hispanica L.) is a seed native to Latin America that is characterized by its high content
of dietary fiber, being predominantly of the insoluble type. Objective: Evaluate the
effects of consuming high-fiber chia seed meal on the development of hepatic
steatosis and other metabolic alterations induced by a high-fat diet in mice. Methods:
Male C57BL/6J mice were randomly assigned to a control diet (CD, 10% energy as
fat) or a high-fat diet (HFD, 60% energy as fat) for 10 weeks. Subsequently, they
were orally supplemented with fiber-rich chia seed meal (HCH) or oatmeal (HAV),
in presence of HFD, for 4 more weeks. Parameters of liver damage and steatosis,
insulin resistance, oxidative stress, inflammation, serum lipid profile, and hepatic
fatty acid profile were evaluated. Results: HFD feeding induced hepatic steatosis and
metabolic alterations. HCH intake significantly protected against HFD through i)
decreased hepatic steatosis; ii) decrease in hepatic TG and cholesterol levels iii)
normalization of plasma TG levels like CD iv) decrease in protein carbonyls v)
decrease in IL-6. Conclusion: HCH intake generated moderate protection against
damage caused by HFD in male C57BL/6J mice, therefore it could be considered a

potential therapeutic for the management of hepatic steatosis in mice.
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4. Marco teorico

4.1 Enfermedad por higado graso no alcoholico (EHGNA)

La enfermedad por higado graso no alcoholico (EHGNA) se caracteriza por un aumento
en los depositos de grasa en los hepatocitos, excediendo el 5% del peso del higado si el
alcohol, drogas o un virus se excluyen como causa primaria (1). EI diagndstico de esta
patologia se realiza principalmente mediante técnicas de imagen radioldgica, existiendo
otros métodos indirectos para detectarla y encontrando en algunos individuos elevaciones
leves en enzimas hepatica como alanina aminotransferasa (ALT) o glutamato piruvato
transaminasa (GPT) y aspartato aminotransferasa (AST) o transaminasa glutdmica-
oxaloacética (GOT) (2). La EHGNA es una patologia compleja debido a los mecanismos
involucrados en ésta, ya que, se origina por las interacciones entre la dieta, la genética y
los estilos de vida, por lo que esta enfermedad se asocia a obesidad, resistencia a la
insulina, hipertension, dislipidemia, diabetes mellitus tipo 2 y sindrome metabolico
(3,4,5). Existen diferentes etapas de esta enfermedad, comenzando con esteatosis
hepética, esteatohepatitis no alcoholica, fibrosis hepatica, cirrosis hepatica hasta llegar a
hepatocarcinoma y trasplante de higado (5). El principal factor de riesgo de esta
enfermedad es la obesidad y especialmente la obesidad abdominal, donde podemos
encontrar una asociacion positiva entre el aumento de peso corporal y la presencia de esta
enfermedad (5,6). La prevalencia de EHGNA en la poblacién adulta a nivel mundial es
del 20-30%, siendo en Norteamérica un 24%, Sudamérica 30%, Asia 27%, Medio Oriente
37%, Europa 23% y Africa 13% (3).

Desde el afio 2020, el término EHGNA fue sustituido y modificado a “enfermedad del
higado graso asociada con la disfuncion metaboélica” (de sus siglas en inglés, MAFLD),
debido al componente metabodlico asociado a esta enfermedad y otorgandole criterios
diagnosticos explicitos como presentar esteatosis hepéatica detectada por técnicas
imagenoldgicas, marcadores bioguimicos o biopsia hepatica; presentar un estado
nutricional de sobrepeso u obesidad y/o tener diagndstico de diabetes mellitus tipo 2 y/o

presentar al menos 2 anormalidades metabolicas (circunferencia de cintura, presién
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arterial, triglicéridos plasmaticos o PCR elevados, HDL bajo, prediabetes o resistencia a

la insulina) (7,8).

4.2 Patogenia de la EHGNA

La patogenia de la EHGNA aun no es precisa debido a la complejidad de la enfermedad.
La hipotesis de dos golpes, donde el primero impulsaria el desarrollo de esteatosis
hepéatica mediante la acumulacién de grasa en el higado, mientras que el segundo golpe
se desencadenaria por la inflamacién y fibrosis producidas, ha sido reemplazada por la
hipotesis de los impactos multiples donde influyen factores genéticos, obesidad, los
estilos de vida no saludables, diabetes, resistencia a la insulina y la microbiota intestinal
(9,10).

En este contexto, el primer desencadenante de la EHGNA es la malnutricion por exceso,
lo que conlleva a un aumento del tejido adiposo y la acumulacién de grasa ectdpica.
Cuando esto ocurre, prosigue una infiltracion de macrofagos en el tejido adiposo, lo que
estimula un estado proinflamatorio que promueve la resistencia a la insulina (RI). Al
mismo tiempo, la RI producida genera una desregulacion en la lipdlisis, entregando de
igual manera acidos grasos al higado y aumentando la lipogénesis de novo, llevando al
limite la capacidad metabdlica del higado. Esta desregulacion en el metabolismo lipidico
produce estrés celular lo que contribuye a la fibrogénesis. En el Gltimo tiempo, se han
desarrollado hipétesis que indican que la EHGNA seria una manifestacion del sindrome
metabdlico, ya que su evento desencadenante en comun es la RI (11). Un estudio de
Zelber-Sagi y cols. donde se realizd un seguimiento prospectivo durante 7 afios en 147
pacientes que no presentaban EHGNA, se encontrd que el aumento de peso y la RI fueron
predictores para la incidencia de EHGNA, logrando revertirse si existia una pérdida de
peso (12).

4.3 Alteraciones metabodlicas en la EHGNA

La EHGNA se ha considerado una enfermedad multisistémica ya que también afecta a

Organos extrahepaticos y a vias regulatorias (13). Ante el aumento de la ingesta de
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calorias, fructosa, glucosa o acidos grasos (triglicéridos), el intestino queda expuesto a
triglicéridos, lipopolisacaridos y &cidos grasos libres de manera exacerbada, lo que puede
causar un sobrecrecimiento bacteriano y acumulacion de grasa en los hepatocitos. Esta
acumulacién se asocia a un aumento en la secrecion de hepatoquinas y también a la
inhibicidn de la sefializacion de insulina, generando resistencia a la insulina (14). Al
respecto, la insulina controla la produccion de glucosa hepética regulando la lipdlisis en
los adipocitos, lo que en consecuencia disminuye el flujo de acidos grasos libres. Debido
a esto, es que la RI hepética suprime la produccion de glucosa, pero con conservacion de
lipogénesis y sin suprimir la lipdlisis liberando &cidos grasos (15). EI aumento de acidos
grasos libres puede causar lipotoxicidad, lo cual conduce a la liberacion de citoquinas
pro-inflamatorias. Ademas, la excesiva presencia de &cidos grasos conlleva a una
disfuncion mitocondrial generando un aumento en la produccion de especies reactivas de

oxigeno (9).

4.4 Influencia de la dieta en la generacion de EHGNA

En los dltimos afios, el aumento en la ingesta energética debido al consumo de alimentos
procesados con alto contenido de grasas, sal y azlcar ha afectado la salud de las personas
a nivel mundial (16). La ingesta en grandes cantidades de &cidos grasos saturados (AGS)
junto con hidratos de carbono simples logran un aumento en los depoésitos de acidos
grasos y lipogénesis en el higado en personas generalmente con obesidad ya que se
caracterizan por tener una dieta con las caracteristicas mencionadas (17). Los hidratos de
carbono cumplen un papel fundamental en los pacientes con EHGNA, especificamente
el jarabe de maiz alto en fructosa, almidén y glucosa, ya que se ha visto una estrecha
relacién entre acumulacion de grasa hepética, gluconeogénesis, aumento de sintesis y
disminucion de oxidacion de grasas (18). Ademas, se debe considerar que, en la dieta
occidental, el consumo de pescados, semillas, frutas y verduras esta por debajo de las
recomendaciones, lo que indica un bajo consumo de acidos grasos poliinsaturados
(AGPI) y fibra, los cuales cumplen un papel importante en la acumulacion de grasa

hepaética, fibrosis e inflamacion, logrando una disminucion en estos parametros, ademas

16



de revertir la RI'y disminuir los triglicéridos sericos (19). En ratones se ha visto que una

dieta alta en grasas por 8 a 12 semanas logra inducir esteatosis y dafio hepético (20).

4.5 Semilla de chia y composicion quimica

La Salvia hispanica L. conocida con el nombre de chia, es una semilla de la familia
Lamiaceae que se origina en la zona sur de México y Guatemala, siendo utilizada en gran
cantidad por los aztecas que habitaban la zona. Luego de la colonizacion espafiola, el
cultivo de esta semilla se domestico, produciéndose a pequefia escala en ciudades de
México, llegando a ser cultivada en varios paises de Centroamérica como Ecuador y
Guatemala (21). La versatilidad que posee esta semilla en la industria alimenticia ha
logrado captar la atencion de empresas y comerciantes ya que se puede consumir la
semilla entera, extraer aceite u obtener harina, con los cuales se pueden realizar diversas
preparaciones culinarias, obteniendo variadas texturas, sabores y aromas (22).

La composicion quimica de la semilla de chia se caracteriza por presentar un elevado
contenido de lipidos y fibra dietética, ademas de una baja humedad. Dentro de sus
componentes destaca el gran aporte de &cidos grasos llegando al 30%, de los cuales
principalmente son AGPI, donde un 60% corresponden a 4cido alfa-linolénico (C18:3n-
3, ALA), seguido por un 20% de acido linoleico (C18:2n-6, LA). Con relacion al
contenido proteico, la semilla de chia aporta cerca de un 16-26% de proteinas que
incluyen aminoécidos esenciales como arginina, leucina, fenilalanina, entre otros. Debido
a la cantidad de proteinas encontradas en la chia, se puede obtener de ella
aproximadamente 3,613 g de nitrégeno en 100 g (23). En cuanto a la fibra, esta
corresponde a un 20-40%, encontrando celulosa, pectina, hemicelulosa, lignina,
polisacaridos y oligosacéaridos. La fraccion de fibra se divide en fibra insoluble, la que
corresponde a un 85-93%, mientras que el 7-15% restante es fibra soluble (24). Las
vitaminas encontradas en la semilla corresponden principalmente a vitaminas del
complejo B como tiamina, riboflavina, niacina y acido folico, mientras que los minerales
que destacan son calcio, fésforo, magnesio, potasio, selenio, hierro, cobre y zinc. Otros

elementos importantes son los compuestos antioxidantes como polifenoles, tocoferoles,
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esteroles, isoflavonas y flavonoides como daidzina, genisteina, glicitina, quercetina y

kaempferol (25).

4.6 Fibra dietética y EHGNA

El consumo por bajo las recomendaciones de fibra dietética (OMS, EFSA y FDA >25¢g
por dia) en pacientes con EHGNA puede resultar en una disminucién de los
microorganismos encontrados en la microbiota del huésped, ademas de aumentar la
permeabilidad de lipopolisacaridos, ocasionando inflamacién, resistencia a la insulina y
aumento del estrés oxidativo conllevando a una progresion de la enfermedad (26,27). Un
metaanalisis realizado por Chen y cols. (2018), sugiere que el aumento en la ingesta de
fibra dietética total estd inversamente asociada al riesgo de sindrome metabdlico,
acumulacion de lipidos hepaticos y resistencia a la insulina, ademéas de lograr una
disminucion de la grasa corporal, presion arterial, triglicéridos séricos y colesterol LDL
(28). Otro estudio de Krawczyk y cols. (2018) que evalla el efecto de la ingesta de fibra
dietética en la permeabilidad intestinal en personas con EHGNA, logra dilucidar que una
ingesta adecuada de fibra dietética soluble como insoluble ayuda a mantener la estructura
y funcion de la barrera intestinal, logrando influir de manera positiva en los parametros
asociados a EHGNA (29). Ademas, segin Schweinlin y cols. (2018), donde evaluaron
dos intervenciones dietéticas para el tratamiento de la EHGNA, se demostrd que la
intervencion con fibra de avena fue mas efectiva en la reduccién del contenido de lipidos
intrahepaticos (30). En este contexto, la fibra proveniente de la semilla de chia podria
tener un impacto aun mayor que la fibra proveniente de otras fuentes debido al contenido
de ambos tipos de fibra, soluble e insoluble, ayudando en la disminucion de la
permeabilidad intestinal asociada al aumento de acidos grasos libres y mejorando la
resistencia a la insulina, logrando un tratamiento eficaz para la EHGNA.
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4.7 Formulacion general del estudio

La EHGNA es una patologia de gran complejidad debido a los mecanismos y alteraciones
metabolicas que a ella subyacen, aumentando su prevalencia a nivel mundial. Se conoce
su estrecha relacion con el sindrome metabolico, estableciendo sus causas en torno al
excesivo consumo de grasas saturadas y carbohidratos refinados, y a la baja ingesta de
AGPI y fibra dietética. Teniendo en consideracion lo antes mencionado, es que se hace
imperioso el tratamiento y prevencion de la enfermedad. En este contexto, se ha
demostrado que la fibra dietética tiene un impacto positivo en el control y prevencion de
alteraciones metabolicas, teniendo una relacion en el tratamiento de la EHGNA, por lo
cual el descubrimiento de nuevas fuentes de fibra dietética como la encontrada en la chia
podria presentarse como una alternativa terapéutica. Por lo tanto, en base a la evidencia
cientifica presentada, en este estudio se pretenden evaluar los efectos del consumo de
harina de semilla de chia rica en fibra sobre el desarrollo de esteatosis hepatica y otras

alteraciones metabdlicas inducidas por una dieta alta en grasa en ratones.
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5. Hipotesis y objetivos

5.1 Pregunta de investigacion
¢El consumo de harina de semilla de chia, rica en fibra, lograria revertir o atenuar el
desarrollo de esteatosis hepatica y alteraciones metabdlicas inducidas por una dieta alta en

grasa en ratones?

5.2 Hipdtesis
La ingesta de harina de semilla de chia revierte el desarrollo de esteatosis hepatica y otras

alteraciones metabdlicas inducidas por una dieta alta en grasa (HFD) en ratones.

5.3 Objetivo general
Evaluar los efectos del consumo de harina de semilla de chia sobre el desarrollo de esteatosis

hepética y otras alteraciones metabdlicas inducidas por una dieta alta en grasa en ratones.

5.4 Objetivos especificos

5.4.1 Determinar la composicion quimica proximal de harina de
semilla de chia rica en fibra y harina de avena.

5.4.2 Evaluar el efecto de la ingesta de harina de semilla de chia
sobre dafio hepético y esteatosis en ratones alimentados con
dieta alta en grasa (HFD).

5.4.3 Evaluar el efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla
de chia sobre alteraciones en el perfil lipidico y pardmetros
metabolicos (TAG, CT, C-LDL, C-HDL, glicemia,
insulinemia, HOMA-IR y cambios en la composicion de
acidos grasos hepaticos).

5.4.4 Evaluar el efecto de la ingesta de harina de semilla de chia en
el estrés oxidativo e inflamacién en ratones alimentados con
HFD.
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5.4.5

5.4.6

Evaluar el efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla
de chia sobre el perfil de &cidos grasos en tejido adiposo y
eritrocitos.

Evaluar el efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla
de chia sobre la concentracion de &cidos grasos de cadena

corta.
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6. Materiales y métodos

6.1 Disefio de investigacion

Estudio experimental, aleatorizado, controlado, prospectivo, en modelo animal (raton). 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).

6.2 Definicion de la muestra

Se utilizaron ratones macho C57BL/6J los cuales se obtuvieron del Bioterio Central, Facultad
de Medicina, Universidad de Chile.

El célculo del tamafio muestral se realizd6 mediante el Excel disponible de la Unidad de
Epidemiologia Clinica y Estadistica del Complexo Hospitalario Universitario A Corufia. La
variable critica utilizada fue el cambio en el contenido lipidico hepéatico con una disminucion
del 50%, nivel de confianza del 95%, con un poder de 0,7 y una proporcion esperada de
pérdida de animales del 10%. El tamafio muestral estimado fue 6 ratones por grupo, dando

un total de 24 animales.

6.3 Protocolo de intervencion

Los ratones C57BL/6J fueron asignados aleatoriamente a uno de los grupos experimentales.
Vivieron en una habitacién con control de temperatura y ciclo luz/oscuridad de 12 horas. En
primera instancia, los ratones fueron alimentados con una dieta de adaptacion (dieta control)
por una semana y luego fueron divididos en 2 grupos, dieta control (CD) y dieta alta en grasa,
por 10 semanas. Finalmente, el grupo de HFD se subdividio en 3 grupos, HFD, HFD + harina
de avena (HAV) y DAG + harina de semilla de chia (HCH), quedando 4 grupos los cuales
fueron: CD, HFD, HFD + HAV, HFD + HCH, por 4 semanas mas (ver Tabla 1). La
recoleccion de muestras se realizé a las 14 semanas en la dieta control, dieta alta en grasa,
dieta alta en grasa + HAV vy dieta alta en grasa + HCH (Anexo 1). Cabe mencionar que la
harina de avena fue considerada y utilizada como fibra control.
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Tabla 1. Grupos experimentales

Grupo Intervencion
Grupo 1 CD

Grupo 2 HFD

Grupo 3 HFD + HAV
Grupo 4 HFD + HCH

6.4 Definicion de variables

6.4.1 Independiente: Intervencion con harina de semilla de chia rica
en fibra
6.4.2 Dependientes:
Glicemia (mg/dL)
Insulinemia (WU/mL)
indice HOMA-IR
TAG séricos (mg/dL)
Colesterol total sérico (mg/dL)
Colesterol LDL sérico (mg/dL)
Colesterol HDL sérico (mg/dL)
Factor de necrosis tumoral-alfa (TNF-a) sérico (pg/ml)
Interleucina-1 beta (IL-1p) sérica (pg/ml)
Interleucina-6 (IL-6) sérica (pg/ml)
Histologia hepaética (cualitativa y cuantitativa)
Células hepéticas con infiltracion lipidica (%)
Grasa total en higado (g de grasa/100 g de higado)
Acidos grasos libres hepéticos (mg/g de higado)
Triglicéridos (TAG) hepéticos (mg/g de higado)
Niveles sericos de transaminasas GOT, GPT y GGT (U/L)
Niveles séricos de acidos grasos libres (AGL) (uM)
Perfil de acidos grasos hepaticos totales (% de esteres metilicos de acidos grasos (%
EMAGQG)).

23



- F8-isoprostano (pg/ml)

- TBARs séricos (nmol/mg proteina)

- Perfil de acidos grasos del tejido adiposo epididimal (mg de acidos grasos/100g de
tejido)

- Perfil de &cidos grasos de eritrocitos (mg de acidos grasos/100g de tejido)

- Concentracion de acidos grasos de cadena corta (mM/g de muestra)
6.4.3 Descriptivas:

- Peso corporal inicial (g)

- Peso corporal final (g)

- Ganancia de peso total (g)

- Ingesta dietaria (g/dia)

- Ingesta energética (kcal/dia)
- Ingesta de nutrientes (g/dia)

- Ingesta de agua (ml)

6.5 Procedimientos y técnicas

6.5.1 Dieta y suplementacion

Para los animales pertenecientes a cada grupo hubo acceso libre a comida y agua. Ambas
dietas son certificadas, con aporte estandarizado de micro y macronutrientes: dieta control
(Research Diet INC, dieta de raton con 10% de las calorias provenientes de grasa, 20% de
proteinas, 70% de carbohidratos, libre de fructosa (producto data D12450B.USA.); dieta alta
en grasa (Research Diet INC, dieta de raton con 60% de las calorias provenientes de grasa,
20% proteinas (producto data D12492. USA.), en la cual los hidratos de carbono fueron
reemplazados por grasa, pero sigue siendo suficiente en micronutrientes, proteinas,
aminoacidos esenciales y acidos grasos (Anexo 2). La suplementacion con harina de semilla
de chia fue calculada en base a las recomendaciones de la FDA y EFSA, que corresponde a
25¢g/dia en base a una dieta de 2000 calorias considerando que el 5% es el valor inferior y el
20% es el superior. (EFSA Panel on Dietetic Products, 2010; FDA). La harina de semilla de
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chia fue obtenida a partir de semillas de chia cultivadas en Chile por la empresa South Pacific
Seeds (SPS). Las semillas fueron procesadas siendo inicialmente desgrasadas por prensado
en frio, para posteriormente someter el subproducto obtenido, que denominaremos “pellet”,
a molienda y fraccionamiento en seco para obtener la materia prima que se utiliz6 en esta
investigacion. En cuanto a la harina de avena, esta se obtuvo a partir de la molienda de avena
tradicional comercializada bajo el nombre “Quaker”. El proceso de produccion y
caracterizacion de la harina de semilla de chia rica en fibra dietética y harina de avena se

realizo en el Laboratorio de Ciencias de los Alimentos de la Universidad Central de Chile.

6.5.2 Evaluacion de la insulinorresistencia

e La glucosa plasmética y la insulina se midi6 con la prueba de glicemia (kit de
Wiener-lab) y el kit de insulina ultra anti-raton Elisa (Mercodia), respectivamente.
La resistencia a la insulina se estimo utilizando el método de evaluacion del
modelo de homeostasis (HOMA) (Matthews y cols, 1985) (31).

6.5.3 Evaluacion del perfil lipidico sérico

e El colesterol (mg por 100 ml), colesterol LDL (mg por 100 ml), el colesterol HDL
(mg por 100 ml) y los niveles de triglicéridos (mg/dL) fueron determinados

utilizando kits de diagndstico especificos (Wiener Lab, Argentina).

6.5.4 Evaluacion de la inflamacion

e Niveles séricos de TNF-a, IL-6 eIL1p: fueron evaluados mediante kits ELISA
disponibles comercialmente (R&D Systems, EE. UU.) Para determinar los
niveles séricos de citocinas inflamatorias se utilizo TNF-alfa (catalogo del kit
ELISA MTAO0B); IL-1B (catdlogo kit ELISA PMLBOOC), segin

especificaciones del fabricante. Los valores se expresaron como pg/ml.

6.5.5 Evaluacion y determinacion del contenido de grasa hepética
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Grasa hepatica total: La grasa total de las muestras de higado se extrajo y
cuantificé gravimétricamente de acuerdo con el método de Bligh y Dyer
(Bligh & Dyer, 1959) (32). Los valores fueron expresados como g de
grasa/100 g de higado.

Anélisis de &cidos grasos metilados: Las muestras fueron homogenizadas en
frio para luego afadir cloroformo y metanol (2:1 v/v). Los lipidos
saponificables que se obtuvieron del tejido hepatico y fueron derivatizados a
ésteres metilicos mediante la incubacion a 95°C con BFsal 12% en metanol y
NaOH saturado en metanol. El perfil de acidos grasos hepaticos se realizd
mediante cromatografia gas — liquido, utilizando un cromatografo de gases
Agilent 7890A con detector FID. Se utilizo los &cidos grasos C15:0, C17:0 0
C23:0 (Nu-Check Prep, EE. UU.) como estandares internos. Los valores
fueron expresados como mg de acidos grasos/100g de tejido.

TAG hepaticos y AGL en higado: Los triglicéridos (TAG) y los &cidos grasos
libres (AGL) se evaluaron mediante un kit de ensayo enzimatico (Cayman
Chemical, Ann Arbor, MI) y se normalizaron mediante el peso del higado
(Echeverria y cols., 2018) (33).

6.5.6 Evaluacion de dafio hepético y esteatosis

Evaluacion histoldgica: evaluacion cuantitativa (en base a la acumulacion
hepética de lipidos medida como porcentaje de células con infiltracion de
vesiculas lipidicas) y cualitativa (presencia o ausencia de esteatosis,
inflamacion y necrosis).

Niveles séricos de transaminasas: niveles de AST y ALT (Ul/l) en suero
fueron determinadas mediante kit espectrofotométrico (Specific Diagnostic
Kits, Biomerieux, Marcyl’ Etoile, Francia). Los valores de expresaron como

U/l

6.5.7 Evaluacion del estrés oxidativo y capacidad antioxidante
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¢ Niveles hepaticos de F8-isoprostanos: fueron evaluados mediante kit ELISA
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA.) (Valenzuela y cols.,2017) (35).
Los valores se expresaron como pg/mg higado.

¢ Niveles hepaticos de TBARS: se determinaron mediante Kit colorimétrico
(Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA.). Los valores se expresaron como
nmol/mg de proteina.

6.5.8 Evaluacion del perfil de acidos grasos en tejido adiposo y

eritrocitos

o Analisis de acidos grasos metilados: Las muestras fueron homogenizadas en
frio para luego afadir cloroformo y metanol (2:1 v/v). Los lipidos
saponificables que se obtuvieron del tejido fueron derivatizados a ésteres

metilicos mediante la incubacién a 95°C con BF3 al 12% en metanol y NaOH

saturado en metanol. El perfil de &cidos grasos en tejido adiposo y eritrocitos se
realizd mediante cromatografia gas — liquido, utilizando cromatografo de gases
Agilent 7890A con detector FID. Se utilizé C15:0, C17:0 o C23:0 (Nu-Check
Prep, EE. UU.) como estandares internos. Los valores se expresaron como mg
de &cidos grasos/100g de tejido.

6.5.9 Evaluacion de la concentracion de acidos grasos de cadena
corta.

e Analisis de acidos grasos de cadena corta: se realiz6 mediante la metodologia de
acidificacion de heces (Zhao y cols, 2006) (36). La cuantificacion del AGCC se
realiz6 por cromatografia de gases contra un estandar interno, el acido graso
butirico (C4:0), para el calculo de los AGCC se tuvo en cuenta las areas del analito
y del ISTD. El perfil de acidos grasos en tejido adiposo y eritrocitos se realizd
mediante cromatografia gas — liquido, utilizando un cromatdgrafo de gases
Agilent 7890A con detector FID. Los valores se expresaron como mM/g de

muestra.
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6.6 Plan de analisis y técnicas estadisticas

La evaluacion de la distribucion normal se realizé mediante el test de Shapiro Wilk.

Las variables no presentaron una distribucion normal, por lo que se aplico estadistica no
paramétrica donde se evaluaron las diferencias estadisticas mediante el test de Kruskal
Wallis, seguido de un test de comparaciones maltiples de Dunn y test de Mann Whitney entre
los grupos de HFD y CD. Los analisis de correlacion se realizaron aplicando el test de
Spearman. La significancia estadistica se determin6 con un valor p<0,05. Los resultados se

expresaron como medianas y rangos intercuartilicos.
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7. Resultados

7.1 Composicion proximal de harina de semilla de chia rica en fibra y harina de
avena
La composicion proximal de la harina de semilla de chia utilizada arrojé una
cantidad de proteinas de 24,69 £ 0,22 g, mientras que de lipidos aporta 10,10 +
0,46 g. El macronutriente que no se observé como tal fueron los hidratos de
carbono, mientras que en fibra total nos aporta 50,2 g de la cual se dividen en 4,9
g de fibra soluble y 45,2 g de fibra insoluble. Finalmente, en cuanto a cenizas, se
obtuvo 6,71 + 0,16 g y de humedad 7,64 + 0,08 g. Las calorias calculadas
corresponden a 290,06 kcal en 100 g de harina de semilla de chia rica en fibra.
En cuanto a la harina de avena, se determind su composicion proximal obteniendo
11,31 £ 0,09 g de proteinas, 8,77 + 0,58 g de lipidos y 68,53 g de carbohidratos.
La fibra total obtenida corresponde a 11,54 £ 0,05 g, siendo 4,09 £ 0,12 g de fibra
soluble y 6,87 + 0,15 g de fibra insoluble. Finalmente, la harina de avena nos
arrojé 3,67 + 0,03 g de cenizas y 10,02 + 0,12 g de humedad. Las calorias
calculadas corresponden a 421,37 kcal en 100 g de harina de avena (Anexo 3).
También se evalu6 el perfil de acidos grasos de ambas harinas ya mencionadas,

el cual se muestra en el Anexo 4.

7.2 Efecto de las intervenciones en las caracteristicas corporales e ingesta por
grupo experimental
Las caracteristicas generales de los grupos experimentales se presentan en el
Anexo 5.
En el inicio del estudio se encontraron diferencias significativas solo en el peso
corporal entre el grupo suplementado con harina de avena (HFD + HAV) y el
grupo suplementado con harina de chia rica en fibra (HFD + HCH). Luego de 14
semanas de intervencion el peso fue significativamente mayor en los grupos
alimentados con HFD, HFD + HAV, HFD + HCH respecto al grupo control (CD),
mientras que la ganancia de peso total fue significativamente mayor en los grupos

HFD y HFD + HAV respecto a CD, sin encontrar diferencias significativas con
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el grupo de HFD + HCH. La evolucion del peso corporal se presenta en el Anexo
6.

Con relacion al peso del higado, se observaron diferencias significativas en los
grupos HFD y HFD + HAV respecto a CD, mientras que no se encontraron
diferencias significativas del grupo de HFD + HCH con ninguln otro grupo (Anexo
2, Figura 1). En cuanto al peso del tejido adiposo, los grupos HFD, HFD + HAV
y HFD + HCH tuvieron un peso significativamente mayor respecto al grupo CD
(Anexo 6).

No se observaron diferencias significativas en la ingesta dietaria, tampoco en la
ingesta de agua (Anexo 7), mientras que la ingesta caldrica presento diferencias
significativas del grupo CD con los deméas grupos (Anexo 8).

7.3 Efecto de las intervenciones en parametros de esteatosis hepética
7.3.1 Andlisis histoldgico
El anélisis de placas histolégicas hepéticas de los grupos experimentales se
presenta en la Figura 1. La alimentacion con HFD durante 14 semanas indujo un
cuadro de esteatosis hepatica micro y macrovesicular, presentandose una
histoarquitectura alterada con importantes focos de esteatosis. El score de
esteatosis en los grupos HFD + HAV y HFD + HCH presentaron una diferencia

significativa con respecto al grupo HFD (Figura 2).

7.3.2 Transaminasas
Los niveles de transaminasas en suero arrojaron diferencias significativas entre el
grupo CD y el grupo HFD para GOT y GPT, mientras que en los niveles de GGT

no hubo diferencias significativas entre los grupos (Figura 3).

7.3.3 Grasa hepatica
Entre los grupos alimentados con dieta alta en grasa (HFD, HFD + HAV, HFD +
HCH) no se encontraron diferencias significativas, pero todos los grupos

presentaron diferencias significativas respecto del grupo control (Figura 2).
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7.3.4 TAG y colesterol hepético

En cuanto a los TAG hepaticos, se encontré una disminucion significativa por
parte del grupo HFD+HCH en comparacion con el grupo HFD, mientras que el
grupo HFD + HAV tuvo diferencias con el grupo CD, lo mismo ocurre con el
grupo HFD.

El colesterol hepético arrojé diferencias significativas solamente entre el grupo
HFD+ HCH vy el grupo HFD (Figura 2).

7.3.5 Perfil de AG hepéticos

El andlisis del perfil de los AG hepéticos totales méas relevantes en los grupos
experimentales se presenta en el Anexo 9. No se encontraron diferencias
significativas en los niveles de é&cido oleico (C18:1n9) entre grupos. Se
observaron diferencias significativas en todos los niveles a acidos grasos,
destacando las diferencias significativas entre el grupo HFD y HFD + HCH en
los niveles de &acidos grasos totales, &cidos grasos n6, &cido araquidénico
(C20:4n6) y DHA (C22:6n3). En cuanto a la razon n6/n3, el grupo HFD + HAV

presento diferencias significativas con los grupos CD y HFD + HCH.

s

Figura 1. Histologia hepatica de ratones alimentados con dieta control, alta en grasa, alta en
grasa con suplementacion de harina de avena y alta en grasa con suplementacion de harina
de chia rica en fibra; secciones representativas de tejido hepatico; n= 6-7. Los cortes fueron

31



fijados en formaldehido y tefiidos con hematoxilina eosina (10X de aumento). Flechas

gruesas (=) indican esteatosis macrovesicular y flechas delgadas (—) indican esteatosis
microvesicular.
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Figura 2. Score de esteatosis (A). Grasa Hepatica total (g/100g higado) (B). TAG hepaticos
(mg/g de higado) (C). Colesterol hepatico (mg/g de higado) (D). n= 6-7. Dieta control, CD
(a), alta en grasa, HFD (b), alta en grasa con suplementacion de harina de avena, HFD +
HAV (c) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica en fibra, HFD + HCH CD
(d). Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas
segun test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s para comparaciones multiples; las letras
minusculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.
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Figura 3. Niveles de transaminasas en suero. Aspartato aminotransferasa (GOT) (A). Alanina
aminotransferasa (GPT) (B). Gamma-glutamil transferasa (GGT) (C). n= 6-7. Dieta control,
CD (a), alta en grasa, HFD (b), alta en grasa con suplementacion de harina de avena, HFD +
HAV (c) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica en fibra, HFD + HCH CD
(d). Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas
segtin test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn's para comparaciones multiples; las letras
minusculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.

32



7.4 Efecto de las intervenciones sobre alteraciones en el perfil lipidico y

parametros metabdlicos.

Los resultados de los pardmetros metabolicos evaluados se presentan en la tabla
2. Luego de 14 semanas de intervencion se observo diferencias significativas en
la glicemia e insulinemia del grupo CD con los grupos HFD y HFD + HCH. En
cuanto al HOMA-IR se observan diferencias significativas entre los grupos HFD,
HFD + HCH con el grupo CD, ademas de diferencias significativas entre HFD y
HFD + HAV.

Los triglicéridos muestran diferencias significativas de todos los grupos (CD,
HFD + HAV, HFD + HCH) con el grupo HFD, mientras que en colesterol total
solo existen diferencias significativas entre el grupo CD y los grupos HFD, HFD
+ HAV. En cuanto al colesterol LDL y HDL sélo presentan diferencias

significativas entre el grupo CD y el grupo HFD.

Tabla 2. Pardmetros metabolicos por grupo experimental

Parametros
Grupos CcD HFD HFD + HAV HFD + HCH Valor p
. . b,d a a
Glicemia 95,46 147,6 111,55 123,50 000137
(mg/dL) (90,64 — 99,34) (145,44 - 158,42) (99,23-12351)  (117,49-128,75)
. . b,d a a
Insulinemia 4,74 33,89 31,99 33,59 000031
(HU/mL) (4,74 - 9,48) (31,99 - 117,31) (21,33 - 31,99) (31,99 - 34,10) ’
b,d a,c b a
HOMA-IR 1,12 12,25 8,52 10,22 0,0001
(1,06 —2,29) (5,69 - 21,63) (5,44 - 9,29) (9,86 - 10,61)
b a,c,d b b
TAG (mg/dL) 67,56 157,50 66,67 62,75 0,0153
(56,88 — 75,99) (147,00 - 163,75) (59,64 - 79,54) (55,97 - 81,10)
Colesterol total 141,00 be 287,70 8 259,9 8 229,20 00003
(mg/dL) (119,1-158,4) (260,7 - 326,0) (252,3 - 277,0) (219,0 - 237,4) ‘
Colesterol 496" 114,8° 110,8 78,6 0.0237
LDL (mg/dL) (49,4 — 49,8) (102,6 — 127) (92,8-119,2) (78,2-90,8) '
Colesterol 54" 0g* 66 91,5 0.0188
HDL (mg/dL) (52— 59) (94 — 114) (64 —84) (88-95) '

n= 6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacién de
harina de avena, HFD + HAV (C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica
en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como mediana (rango intercuartilico).
Diferencias significativas establecidas segin test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones mdltiples; las letras mindsculas indican contra que grupo existe
diferencia significativa p<0,05.
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7.5 Efecto de la ingesta de harina de semilla de chia en el estrés oxidativo e
inflamacion en ratones alimentados con HFD.
Los marcadores de estrés oxidativo se muestran en la figura 4.
7.5.1 Proteinas oxidadas hepéticas
Los resultados de la concentracion de carbonilos proteicos arrojaron una
disminucion significativa en los grupos HFD + HAV y HFD+HCH en
comparacion con el grupo alimentado on HFD.
7.5.2 Sustancias reactivas del &cido tiobarbiturico (TBARS)
En la concentracion de TBARs no se encontraron diferencias significativas entre
los grupos.
7.5.3 8-isoprostanos hepaticos
En cuanto a F8-isoprostanos se encontré un aumento significativo de estos en los
grupos alimentados con HFD y HFD+HAV en comparacion con el grupo CD.
7.5.4 Parametros de inflamacion
Los parametros inflamatorios se presentan en la figura 5.
IL-6 mostré diferencias significativas entre todos los grupos con el grupo HFD,
observando niveles superiores en este ltimo.
Por otro lado, IL-1p arrojo diferencias significativas entre el grupo HFD y los
grupos CD y HFD+HAV, mostrando un cuadro similar al de IL-6.
En cuanto a TNF-a no se encontraron diferencias significativas entre los grupos

estudiados.
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Figura 4. Pardmetros de estrés oxidativo. Carbonilos proteicos (A). TBARs (B). F8-
Isoprostanos (C). n= 6-7. Dieta control, CD (a), alta en grasa, HFD (b), alta en grasa con
suplementacion de harina de avena, HFD + HAV (c) y alta en grasa con suplementacion
de harina de chia rica en fibra, HFD + HCH CD (d). Datos presentados como mediana +
rango intercuartilico. Diferencias significativas segun test Kruskal Wallis, seguido por test
Dunn’s para comparaciones maltiples; las letras minGsculas indican contra que grupo
existe diferencia significativa p<0,05.
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Figura 5. Pardmetros inflamatorios. TNF-Alpha en plasma (pg/mL) (A). IL-1beta en
plasma (pg/mL) (B). IL-6 en plasma (pg/mL) (C). n= 6-7. Dieta control, CD (a), alta en
grasa, HFD (b), alta en grasa con suplementacion de harina de avena, HFD + HAV (c) y
alta en grasa con suplementacién de harina de chia rica en fibra, HFD + HCH CD (d).
Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segun
test Kruskal Wallis, sequido por test Dunn’s para comparaciones mdltiples; las letras
minusculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.

7.6 Efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla de chia sobre el perfil de
acidos grasos en tejido adiposo y eritrocitos.
El anélisis del perfil de AG mas relevante encontrado en el tejido adiposo
epididimal se observa en el anexo 10.
Se observaron diferencias significativas en el nivel de acido esteérico (C18:0)
entre el grupo control y el grupo HFD vy entre el grupo control y el grupo HFD +
HAV. También existen diferencias significativas en el nivel de &cido alfa
linolénco (C18:3n3, ALA) entre el grupo HFD y el grupo HFD + HCH,
presentando este Gltimo una mayor cantidad, ocurriendo lo mismo con el total de

acidos grasos poliinsaturados n3. Finalmente, en la razon n6/n3 existen
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diferencias significativas entre los grupos control y HFD + HAV, entre los grupos
HFD y HFD + HCH y entre los grupos HFD + HAV y HFD + HCH. En todos los
otros &cidos grasos cuantificados no existieron diferencias significativas entre
grupos.

Por otro lado, el analisis del perfil de AG en eritrocitos (Anexo 11 ) no arrojo

diferencias signiticativas en la concentracion en todos los grupos.

7.7 Efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla de chia sobre la
concentracion de &cidos grasos de cadena corta en heces.
La concentracién de acidos grasos de cadena corta (AGCC) en heces se muestra
en el Anexo 12.
En los niveles de AGCC totales previo a la suplementacion no se encontraron
diferencias significativas entre grupos, ocurriendo lo mismo con el acido acético.
En cuanto al acido propionico, se observaron diferencias significativas entre el
grupo HFD + HAV con los grupos HFD y HFD + HCH, mientras que el acido
butirico presento diferencias significativas del grupo HFD contra todos los demas
grupos en la semana 10.
En la semana 14, no se encontraron diferencias significativas entre grupos en los
niveles de AGCC totales ni en los niveles de acido aceético.
Se observaron diferencias significativas en los niveles de &cido propidnico del
grupo HFD + HAV con los grupos CD y HFD + HCH, mientras que en los niveles
de &cido butirico se observaron diferencias significativas entre el grupo HFD +
HAV vy todos los demas grupos (CD, HFD, HFD + HCH).
Finalmente, existe un aumento significativo entre la semana 10 y la 14 en todos
los AGCC encontrados en el grupo HAV, mientras que el grupo HCH aumento
significativamente solo en los AGCC totales y disminuyé significativamente en
el acido propionico. Ocurriendo lo mismo con este ultimo en los grupos CD y
HFD.
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8. Discusioén

En la presente investigacion se planted que la esteatosis hepética y los efectos asociados
como inflamacion, alteraciones metabolicas, estrés oxidativo, entre otros, producidos por
una dieta alta en grasas en ratones podria ser revertida por la suplementacion de esta dieta
con harina de semilla de chia rica en fibra, asociado a la relacion de la fibra y su proteccién
frente a la acumulacion de lipidos hepéticos, resistencia a la insulina y alteracion del perfil
lipidico (28), ademas de la alta cantidad de fibra presente en la chia (24).

Las dietas utilizadas en este estudio corresponden a dietas certificadas con un aporte de 10%
de grasa en la dieta control y un 60% de aporte de grasa en la dieta alta en grasas. Esta ultima,
se utiliz6 como modelo para inducir esteatosis hepética, debido al alto aporte de AGS. Al
respecto, una excesiva ingesta de AGS ha sido vinculada a un aumento en los depositos de
acidos grasos y lipogénesis en el higado, generando lipotoxicidad y activacion de cascadas

inflamatorias (17).

Determinacion de la composicion proximal de harina de semilla de chia rica en fibra 'y
harina de avena

Vazquez-Ovando y cols (2010), determinaron la composicion quimica de una fraccion rica
en fibra de harina de semilla de chia obteniendo una cantidad de fibra de 56,46 g/100 g donde
un 95% corresponde a fibra dietética insoluble (37). En esta investigacion se obtuvo una
cantidad de fibra total de 50,2 g/100g donde la fibra insoluble corresponde al 90%, siendo un
poco inferior a lo encontrado por los autores mencionados. Esta diferencia se podria atribuir
al tamafo de la particula en el tamizado, ya que para este estudio se utiliz6 un tamiz de 212
pum mientras que en el estudio de Vazquez-Ovando Yy cols utilizaron uno de 140um. También
existe una diferencia entre el contenido de grasa de la harina, ya que los autores mencionados
determinaron una cantidad de 4,5 g/kg versus los 10,10g/100g de este estudio. Esta diferencia
puede ser asociada al tipo de extraccion de grasa utilizado; prensado en frio en nuestro estudio
versus un sistema Friedrich (Travilab, Yucatan, México) empleando hexano como solvente

en el de VVazquez-Ovando y cols.
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En cuanto al perfil de &cidos grasos la harina de semilla de chia, a pesar del proceso de
desgrasado, presenta mayoritariamente AGPI n3 predominando el ALA, al igual que lo
encontrado en otros estudios con respecto a esta semilla (23,24).

Con respecto a la harina de avena, su composicion quimica coincide con lo declarado por el
etiquetado del producto comercializado, con diferencias solamente en la cantidad de fibra
dietética, ya que el etiquetado menciona cantidades iguales de fibra soluble e insoluble,
mientras que en este estudio la fibra dietética soluble fue de 4,09 g/100g y la insoluble fue
de 6,87 g/100g.

Efecto de las intervenciones en las caracteristicas corporales e ingesta dietaria

En cuanto a las caracteristicas corporales, se observo que el peso corporal en los animales
alimentados con la suplementacion de HCH no fue diferente al peso corporal final de los
ratones alimentados con HFD, ocasionando solo una menor ganancia en los alimentados con
CD, lo mismo ocurre con el peso del tejido adiposo. Mientras que la ganancia de peso total
no tuvo diferencias con la suplementacion con HCH con ninguno de los grupos. Esto se
relaciona a los hallazgos encontrados por De Miranda y cols (2019), donde la harina de chia
no protegié a los ratones alimentados con HFD frente al aumento de peso corporal y
adiposidad (38). Estos resultados son similares a lo sefialado por Nieman y cols (2009), donde
la chia entera no promovi6 la reduccion de peso corporal en humanos (39). Estos hallazgos,
a pesar de que coinciden con la literatura, no se relacionan con la fibra dietética de la semilla
de chia, ya que por su gran cantidad de fibra insoluble y alta capacidad de retencién de agua
se esperaba que regulara la homeostasis energética e indujera saciedad en cada tiempo de
comida por la produccion del péptido-1 similar al glucagon (GLP-1), lo que se puede atribuir
a la porporcion de suplementacion entregada y posiblemente a la matriz (28,39).

En cuanto a la suplementacion con HAV, se observd que el peso corporal final, peso de
higado, peso de tejido adiposo y ganancia de peso total no tuvo diferencias significativas con
el grupo alimentado con HFD. Estos hallazgos no se relacionan con lo encontrado en otras
investigaciones en las que la suplementacion con avena logré reducir la ganancia de peso
mediante la produccién de AGCC que promueven la secrecion intestinal de GLP-1y mejoran
la secrecion de insulina y leptina (30, 40).
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Efecto de las intervenciones en la esteatosis hepatica

En el actual estudio, los animales que consumieron HFD por 14 semanas presentaron un
cuadro de esteatosis hepética similar a lo mencionado por Soni, y cols. (2015), encontrandose
un cuadro de esteatosis hepatica micro y macrovesicular (20).

A pesar de que la suplementacion con HCH no logré una disminucion significativa en la
cantidad de grasa en el higado, fue la que logré una mayor reduccién de la esteatosis hepética
al disminuir el score de esteatosis, los TAG hepaticos y el colesterol, mientras que con HAV
no disminuy6 ninguno de los parametros. Esto no coincide con lo reportado por Schweinlin
y cols. (2018), donde relacionan la fibra dietética con la reduccion del contenido de lipidos
intrahepéticos debido a la disminucion de peso corporal y de grasa hepéatica producido(30).
En cuanto a las transaminasas, que son un marcador fundamental para determinar esteatosis
hepatica, en este estudio ambas fuentes de fibra mostraron una tendencia a la disminucién de
GOT, GPT y GGT pero sin diferencias significativas con los demas grupos. Este
comportamiento puede deberse al tipo de intervencion, tiempo y cantidad, entre otros. Estos
hallazgos son similares a lo encontrado por Maciejewska y cols. (2022), donde disminuyeron

las transaminasas frente a la administracion de fibra en pacientes con EHGNA (41).

Efecto de las intervenciones en el perfil de acidos grasos hepaticos

Los resultados de la presente investigacion indican que la exposicién a HFD indujo un
aumento significativo de AA, al igual que en el grupo HFD+HAV. Lo mismo ocurre con
respecto a la cantidad de acidos grasos totales encontrados en ambos grupos.

Con respecto al grupo HFD+HCH, las cantidades de LA, ALA, AA, DHA son
significativamente inferiores a las del grupo HFD, lo que puede explicarse debido a que la
suplementacion correspondi6 a una harina desgrasada y demuestra que el efecto producido
en los parametros evaluados no se relaciona a la cantidad de AGPI n3.

Los hallazgos encontrados en este estudio no se relacionan con el conocimiento actual ya que
es conocido que la composicion lipidica de la dieta modifica los acidos grasos encontrados
en los diferentes tejidos del organismo, pero si se relaciona a lo encontrado por Maciejewska
y cols. (2022), donde el consumo de fibra ayudo a reducir acidos grasos saturados como el

palmitico y estearico (41).
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Efecto de las intervenciones en el perfil lipidico

La suplementacion con HCH disminuy6 (p<0,05) los triglicéridos plasméticos, pero a pesar
de lograr una disminucion en el colesterol total, LDL y HDL, no alcanzé la significancia.
Esto puede deberse a que en su composicion existe un mayor aporte de fibra insoluble que
soluble, atribuyéndose la caracteristica de hipocolesterolémica a la segunda mencionada.
Ademas, la reduccion del colesterol por parte de la fibra insoluble se relaciona con la saciedad
producida por esta, pero en este estudio no existieron diferencias significativas entre el
consumo alimentario de los grupos (28). Lo mismo ocurrio con el perfil lipidico obtenido por
la suplementacion de HAV, siendo niveles mas elevados de TG, colesterol total, LDL vy
niveles mas bajos de HDL en comparacion con la HCH, sin diferencias significativas entre

ambas.

Efecto de las intervenciones en parametros metabolicos

La ingesta de HFD promovid la resistencia a la insulina y la adicion de HCH no indujo
cambios significativos. Al igual que lo encontrado por de Miranda y cols. (2019) la chia no
logré la proteccion frente a las modificaciones en el metabolismo de la glucosa por parte de
la dieta HFD (38). Lo mismo plantea Nieman y cols. (2009) (39) donde la suplementacion
con chia no produjo cambios significativos con respecto a la glicemia en adultos. Lo contrario
ocurre en el estudio de Medina-Urrutia y cols. (2020) donde los parametros metabélicos
mejoran con el uso de harina de chia como suplemento en la dieta (42). Debido a esto, los
resultados sugieren que la cantidad, tipo de administracion (semilla, harina o aceite) y tiempo
de intervencidn influyen en los efectos que pudiese tener la chia.

Por otro lado, la suplementacion con HAV produjo una disminucion en los niveles de
glicemia plasmaética y disminuyé significativamente el indice HOMA-IR, por lo que logro
una mejora en el metabolismo de la glucosa debido a la proporcion de fibra encontrada en
ella. Lo mismo se encontré en el estudio de Schweinlin y cols. (2018), donde el indice

HOMA-IR disminuy6 con la formula enriquecida con fibra de avena (30).

Efecto de las intervenciones en el estrés oxidativo
Las proteinas carboniladas, como marcadores de estrés oxidativo producto de la disfuncion

mitocondrial generada por la EHGNA, afecto la homeostasis de grasas en el higado llevando
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a una produccion elevada de especies reactivas de oxigeno (43). En esta investigacion las
proteinas oxidadas arrojaron que con ambas suplementaciones, HAV y HCH, se logra una
disminucion significativa en el dafio oxidativo producido por ROS. En cuanto a los TBARS,
estos muestran el dafio celular debido a la lipoperoxidacion de la membrana, no existiendo
diferencias significativas entre los grupos de este estudio. Adicionalmente, los niveles de F8-
isoprostanos estan dados por la lipoperoxidacién no mediada por enzimas de DHA, EPA y
AA producto del estrés oxidativo (43). En este caso, solo se encontrd una produccion
disminuida en el grupo control, mientras que el grupo HFD+HCH no se observaron
diferencias con ningun grupo, lo que puede deberse a una menor concentracion del AA. En
este sentido, estudios en modelos animales muestran que al administrar una dieta que incluye
chia puede restaurar la actividad de enzimas como la catalasa y superdxido dimutasa,

disminuyendo marcadores de oxidacién (42,44).

Efecto de las intervenciones en la inflamacion

El estrés oxidativo inducido por la enfermedad puede causar expresion de citoquinas
proinflamatorias. El aumento en los depdsitos de grasa de los ratones alimentados con HFD
indujo un estado proinflamatorio caracteristico de la obesidad, aumentando la produccion de
IL-6, IL-1B y TNF-a (38). La suplementacion con HCH disminuy6 los niveles de citoquinas
proinflamatorias pero s6lo fue significativamente menor en la IL-6, lo que difiere a lo
encontrado por Nieman y cols. (2009), quienes no encontraron diferencias entre el grupo
placebo y el suplementado con chia con respecto a las citoquinas TNF-a e IL-6 (39). Los
TBARS son el producto de la peroxidacién lipidica que pueden actuar como segundos
mensajeros para la activacion de genes que codifican citoquinas proinflamatorias, asociando
especificamente los niveles de TBARs con los niveles de TNF-a, por lo que la no
significancia en ambos puede ser resultado de esta asociacion (45).

Existe una asociacion inversa entre el consumo de chia y la produccion de citoquinas
proinflamatorias debido, en su mayoria, a la presencia de AGPI, especificamente el ALA a
través de la inhibicion de la cascada de sefializacion inducida por NF-xB y el efecto
antiinflamatorio mediado por la activacion de PPARy (44). Ademas, la presencia de
compuestos fendlicos presentes en la chia como como daidzina, genisteina, glicitina,

quercetina y kaempferol la hacen un alimento con una alta actividad antioxidante (25).
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Efecto de las intervenciones sobre el perfil de acidos grasos en tejido adiposo y
eritrocitos.

El perfil de acidos grasos del tejido adiposo sélo arrojo un aumento significativo de acido
estearico y de la razon n6/n3 en ratones suplementados con HAV, lo cual no coincide con las
concentraciones de acidos grasos de la harina ya que tiene en mayor cantidad acido oleico.
Por otro lado, la suplementacién con HCH logré un aumento significativo de los AGPI n3,
especificamente de ALA, debido a que dentro de su perfil es el &cido graso en mayor
concentracion. Estos hallazgos coinciden con lo encontrado por Ferreira y cols. (2018), donde
hubo incorporacion de AGPI n3 en la membrana de los adipocitos ademas de mejorar la
relacién de n6/n3 después de la administracion de chia (44).

En cuanto al perfil de &cidos grasos en eritrocitos, no se observaron diferencias significativas
entre los grupos estudiados, esto puede deberse a que este es un marcador de la ingesta
dietaria de acidos grasos a largo plazo.

La finalidad de evaluar estos dos perfiles de acidos grasos fue dilucidar si la incorporacion
de &cidos grasos a la membrana celular era similar a lo encontrado en el higado debido a la
capacidad que tienen los acidos grasos de modular en el metabolismo celular (20).

Efecto de la ingesta de HFD con harina de semilla de chia sobre la concentracion de
AGCC en heces.

Dentro de los efectos que puede desencadenar una dieta alta en grasas, se encuentra la
liberacion de citoquinas proinflamatorias que pueden causar dafio en la microbiota intestinal
provocando disfuncion de la barrera epitelial (46). Este efecto puede ser reparado por la
ingesta de fibra dietética la cual posterior al consumo va a ser fermentada por
microorganismos anaerobios produciendo AGCC los cuales ayudan a proteger la barrera
intestinal, se utilizan como energia para el colonocito y colaboran en el metabolismo de
nutrientes como los lipidos e hidratos de carbono (41).

Los resultados de esta investigacion sobre el perfil de AGCC mostraron un aumento

significativo de la produccion de estos por parte de ambas fuentes de fibra, HCH y HAV, lo
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cual coincide con lo encontrado por Mishima y cols. (2022), donde el consumo de chia en
una dieta alta en grasas aumentd la produccion de estos &cidos grasos, sélo diferenciandose
con lo encontrado en este estudio con el &cido propidnico, el cual disminuy6 (46). Lo mismo
ocurre con lo encontrado por Kundi y cols. (2021), donde la fibra dietaria de avena aumento

la produccion de AGCC mejorando la funcion de barrera intestinal (40).
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9. Conclusiones

En el presente estudio, se busco aprovechar un producto de descarte de la industria productora
de aceite de chia, la fraccion rica en fibra, para evaluar efectos en la reversion de esteatosis
hepética y otras alteraciones asociadas gracias a los mecanismos de esta para mejorar la
permeabilidad intestinal. Al respecto, la alimentacion con HFD durante 10 semanas indujo
esteatosis hepética, RI, estrés oxidativo e inflamacion. Por otro lado, la suplementacion con
HCH por 4 semanas, mejor6 los marcadores hepaticos de esteatosis, logrando normalizar
valores en relaciéon al grupo alimentado con CD, que se ve reflejado en las histologias
hepaticas, niveles de TAG y colesterol hepaticos. Ademas, la HCH mejor6 discretamente el
perfil lipidico, pardmetros de estrés oxidativo, como las proteinas carboniladas e inflamacién,
a traves de una disminucion de IL-6 y TNF-a, frente a los animales que siguieron
alimentandose con HFD. Por lo tanto, el conjunto de estos resultados indican que, la ingesta
de HCH gener6 una proteccion moderada frente al dafio ocasionado por una HFD, debido a
lo que podria ser considerada como un potencial terapéutico para el manejo de la esteatosis
hepética en ratdn. Se sugiere evaluar los efectos asociados a HCH en la prevencion de
EHGNA, para posteriormente ser evaluada en ensayos clinicos con humanos.
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11. Anexos

Anexo 1. Protocolo de intervencién
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Anexo 2. Informacion nutricional y composicion de las dietas experimentales

Dieta control (CD)

Dieta alta en grasa (HFD)

Macronutrientes g kcal (%) g kcal (%)
Proteinas 19,2 20 26,2 20
Carbohidratos 67,3 70 26,3 20
Lipidos 43 10 34,9 60
Total 100 100
Kcall/g 3,85 5,24
Ingrediente g kcal g keal
Caseina 200 800 200 800
L-Cisteina 3 12 3 12
Maicena 315 1260 0 0
Maltodextrina 35 140 125 500
Sacarosa 350 1400 68,8 275,3
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 55 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
Tartracina 0,05 0 0,05 0
Total 1055,05 4057 773,85 4057
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Anexo 3. Composicion proximal de harina de chia rica en fibra y harina de avena

Harina de semilla de

Composicion (g/100g) o . Harina de avena
chiarica en fibra
Proteinas * 24,69 £ 0,22 11,31 £ 0,09
Lipidos 10,10 + 0,46 8,77 £ 0,58
Hidratos de carbono 0 68,53
Fibra dietética total 50,2 11,54 + 0,05
Fibra soluble 4,9 4,09 £0,12
Fibra insoluble 452 6,87 £ 0,15
Cenizas 6,71 + 0,16 3,67 £ 0,03
Humedad 7,64 + 0,08 10,02 + 0,12
Energia 290,06 421,37

*Factor de 6,25. Datos presentados como media + desviacion estandar.
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Anexo 4. Perfil de acidos grasos de harina de semilla de chia rica en fibra y harina de

avena

Acidos grasos (g/100g de Harina de semilla de chia rica en Harina de avena
harina) fibra

C16:0 0,80 £+ 0,00 1,09 + 0,01
C18:0 0,39 £ 0,00 0,18 + 0,00
C18:1n9 0,69 + 0,02 3,06 + 0,03
C18:2n6 (LA) 1,80 £ 0,00 2,83 £0,02
C18:3n3 (ALA) 5,69 + 0,04 0,09 + 0,00
AGS totales 1,20 £ 0,00 1,43+£0,21
AGM totales 0,69 + 0,02 3,06 + 0,03
AGP totales 7,563 + 0,03 2,98 £ 0,01
AGP n3 5,72 +£ 0,04 0,09 £ 0,00
AGP n6 1,80 £+ 0,00 2,83+ 0,02
AG totales 9,42 +£0,02 7,47 £ 0,25

Datos presentados como media + desviacién estandar.
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Anexo 5. Caracteristicas generales de los animales

Parametros / Grupos CD (A) HFD (B) HFD+HAV (C) HFD+HCH (D) Valor p
. . 0,57 bed 2,062 2,112 1,992
Peso tejido adiposo (g) 0,00135
(0,53 -0,64) (1,82-2,17) (2,01-2,37) (1,93-2,18)
0,97 b 2,544 2,592 2,11
Peso higado (g) 0,00039
(0,92 -1,08) (2,32-3,21) (2,37 -2,80) (1,89 -2,30)
. 28,2 bed 45852 46,52 4532
Peso corporal final (g) 0,00126
(26,7 - 28,9) (44,43 - 49,63) (45,3 - 47,8) (44,1 - 48,7)
. 19,6 21,25 19,69 213¢
Peso corporal inicial (g) 0,01426
(18,6 - 21,2) (19,05 - 22,13) (18,7 - 19,9) (21,0-22,1)
. 8,1b¢ 25,7¢ 27,12 238
Ganancia de peso total (g) 0,00019
(7,7-8,4) (25,0 -28,1) (26,7 - 28,2) (23,2 -25,9)

n= 6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacion de
harina de avena, HFD + HAV (C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica
en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como mediana (rango intercuartilico).
Diferencias significativas establecidas segtn test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples; las letras minusculas indican contra que grupo existe
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 6. Evolucion del peso corporal
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Figura. Evolucion de peso corporal semanal por grupo experimental (A). Peso de higado por
grupo experimental (B). Peso tejido adiposos epididimal por grupo experimental (C). n= 6-
7. Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segun
test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn's para comparaciones multiples; las letras
minusculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 7. Control de ingesta dietaria
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Figura. Control de ingesta (g/dia) (A). Ingesta de calorias (kcal/dia) (B). Ingesta de agua
(ml/dia) (C). Los valores se presentan como medianas y rangos intercuartilicos. N=6-7. CD,

dieta control; HFD, dieta alta en grasas; HCH, harina de semilla de chia rica en fibra; HAV,
harina de avena.
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Anexo 8. Ingesta dietaria por grupo experimental

Parametros /Grupos CD (A) HFD (B) HFD + HAV (C) HFD + HCH (D) Valor p
o ) 2,73 2,55 2,54 2,68
Ingesta dietaria (g/dia) NS
(2,55 - 2,98) (2,42 — 2,94) (2,37 - 3,00) (2,51 3,13)
Ingesta energética 10,79 bed 13,892 12,772 13,022 0.0001
(kcal/dia) (10,06 - 11,78) (12,93 — 15,69) (11,93 - 15,07) (12,19 — 15,20) '
Ingesta de proteinas 0,52 bed 0,68 a¢ 0,58 abd 0,69 a¢ 0.0001
(g/dia) (0,49 -0,57) (0,64 -0,77) (0,55 - 0, 69) (0,65 - 0,79) ’
Ingesta de hidratos de 1,84 bed 0,68 acd 0,84 abd 0,56 abe 0.001
carbono (g/dia) (1,72 -2,01) (0,64 -0,77) (0,79 - 0,99) (0,53 - 0,64) '
Ingesta de lipidos 0,12 bed 0,91 3¢ 0,75 b 0,802 0.0001
(g/dia) (0,11 -0,13) (0,85 — 1,02) (0,71 - 0,89) (0,75 - 0,91) ’
. 0,14 ¢ 0,13 ¢d 0,15 bd 0,38 abe¢
Fibra total (g/dia) 0,0001
(0,13 -0,15) (0,12 -0,15) (0,14 -0,18) (0,35 - 0,43)
0,02 24 0,03 2b¢
Fibra soluble (g/dia) 0ecd 0 cd 0,0001
(0,017 - 0,021) (0,02 - 0,03)
o 0,141 0,139 0,139 0,35 abe
Fibra insoluble (g/dia) 0,0001
(0,13 - 0,15) (0,12 - 0,15) (0,12 - 0,16) (0,33 - 0,40)
0,002 bed 0,017 ad 0,014 ad 0,045 abe
ALA (g/dia) 0,0001

(0,002-0,003)  (0,016-0,019) (0,013 0,016)

(0,042 - 0,051)

n=6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacién de harina de avena, HFD + HAV

(C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como

mediana (rango intercuartilico). Diferencias significativas establecidas segun test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s

para comparaciones multiples; las letras minGsculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 9. Perfil de acidos grasos hepaticos por grupo experimental

Acidos grasos CD (a) HFD (b) HFD + HAV (¢) HFD + HCH (d) Valor p
(mg/g de higado)
C16:0 0,30 4,50 4,00 1,70 0,01638
(0,30 - 0,60) bc (2,80 -4,90)2 (3,10 -5,90)2 (1,10 - 3,30)
C18:0 0,20 0,50 0,40 0,30 0,00585
(0,10-0,20) b¢ (0,40 - 0,60) 24 (0,40 —0,50) a4 (0,20 — 0,40) bc
C18:1n9 0,70 7,70 4,90 2,60 NS
(0,40 - 0,90) (3,60 — 8,40) (0,70 - 8,00) (1,20 - 5,50)
C18:2n6 (LA) 0,20 2,00 2,10 0,80 0,00470
(0,10 - 0,30) bed (1,70 -2,20) @ (1,70 — 2,60) a4 (0,60 — 1,70)2°¢
C18:3n3 (ALA) oped 0,05 0,05 0,06 0,01568
(0,04 -0,05)2 (0,04 -0,07)2 (0,04 -0,13)2
C20:4n6 (AA) 0,20 0,60 0,60 0,20 0,00238
(0,10 - 0,30) bc (0,50 - 0,60) a¢ (0,50 - 0,60) a4 (0,20 — 0,40) be
C22:6 n3 (DHA) 0,10 0,40 0,30 0,20 0,00827
(0,04 - 0,20) bd (0,30 - 0,40) ad (0,30 - 0,40) (0,20 — 0,40) &P
AGS totales 4,00 10,4 10,90 3,20 0,00728
(1,50 — 5,40) bc (8,60 — 13,2) ad (0,30 - 12,1) ad (2,50 - 8,30) bc
AGM totales 0,50 6,40 5,40 2,80 0,01753
(0,30 - 0,90) bc (4,00-9,10)2 (1,70 -8,80)2 (1,40 — 6,00)
AGP totales 0,50 3,30 3,20 1,50 0,00503
(0,20 - 0,70) bed (2,70 -3,50)2 (2,70 — 4,00) ad (1,10 -2,80)2°¢
AGP totales n3 0,10 0,50 0,40 0,30 0,01031
(0,04 — 0,20) bed (0,40 -0,50)2 (0,30 -0,40)2 (0,20 -0,50)2
AGP totales n6 0,40 2,70 2,70 1,10 0,00243
(0,20 — 0,50) be (2,20 — 2,90) a¢ (2,20-3,20)2¢ (0,80 —2,30)b¢
AG totales 51 21,8 17,6 7,1 0,00810
(2,70 - 6,30) b° (15,4 — 25,8) a4 (14,3 - 22,6) 2 (5,50 — 17,1) b¢
Ratio n6/n3 0,96 5,95 7,19 3,95 0,00024
(0,86 -1,10)¢ (5,63 - 6,00) (6,41 —7,32) 2 (3,79-4,17)¢

n= 6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacion de
harina de avena, HFD + HAV (C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica
en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como mediana (rango intercuartilico).
Diferencias significativas establecidas segun test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples; las letras minusculas indican contra que grupo existe
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 10. Perfil de &cidos grasos en tejido adiposo epididimal por grupo experimental

Acidos grasos CD (a) HFD (b) HFD + HAV (c) HFD + HCH (d)  Valorp
(mg/g de tejido
adiposo)
C16:0 9,73 11,03 12,44 10,19 NS
(8,12 - 11,37) (6,73 — 12,53) (10,65 — 13,72) (8,08 — 12,30)
C18:0 0,95 be 2,118 2,30 @ 1,77 0,00387
(0,71 -112) (1,23-2,50) (2,03-2,78) (1,31-2,22)
C18:1n9 2411 29,46 27,26 21,35 NS
(18,60 -27,11) (18,21 —31,78) (24,92 - 32,71) (18,93 -29,77)
C18:2n6 (LA) 9,52 10,93 11,11 9,73 NS
(7,89 —10,62) (7,06 — 11,61) (9,70 — 13,88) (7,78 —11,69)
C18:3n3 (ALA) 0,50 0,341 0,36 0,62 ° 0,01207
(0,45 - 0,63) (0,20 — 0,44) (0,34 - 0,37) (0,56 — 0,68)
C20:4n6 (AA) 0,263 0,18 0,22 0,18 NS
(0,261 —0,264) (0,13-0,18) (0,20-0,26) (0,14 -0,22)
C22:6 n3 (DHA) 0,086 0 0 0,75 NS
(0-0,10) (0,067 —0,084)
AGS totales 11,40 13,83 15,40 12,65 NS
(9,44 — 15,52) (8,59 — 15,85) (13,59 - 17,32) (9,97 -15,34)
AGM totales 29,07 31,52 29,56 26,60 NS
(23,22 -33,66) (19,69 —34,47) (27,30 - 35,29) (20,94 — 32,26)
AGP totales 10,76 11,74 12,14 10,86 NS
(9,06 — 12,19) (7,63 — 12,50) (10,48 —14,85) (8,75 -12,96)
AGP totales n3 0,61 0,344 0,36 0,70 © 0,01586
(0,45-0,72) (0,20 — 0,50) (0,34-0,48) (0,63-0,77)
AGP totales né 9,78 11,08 11,35 9,91 NS
(8,17 — 10,88) (7,18 - 11,79) (9,84 — 14,07) (7,92 —11,91)
AG totales 51,23 57,09 59,47 50,11 NS
(41,73-58,78) (36,35 —62,66) (51,37 -62,71) (39,66 —60,56)
Ratio n6/n3 17,05°¢ 29,59 ¢ 31,67 2d 14,11 b¢ 0,00058

(13,85 — 18,84)

(23,05 — 32,54)

(27,41 - 33,23)

(12,67 — 15 ,55)

n= 6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacion de
harina de avena, HFD + HAV (C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica
en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como mediana (rango intercuartilico).
Diferencias significativas establecidas segun test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s
para comparaciones multiples; las letras minusculas indican contra que grupo existe
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 11. Perfil de &cidos grasos en eritrocitos por grupo experimental

Acidos grasos CD (a) HFD (b) HFD + HAV  HFD +HCH (d)  Valorp

eritrocitos) (©)

C16:0 0,18 0,26 0,22 0,25 NS
(0,16 — 0,26) (0,18-0,39)  (0,17-0,24) (0,16 -0,36)

C18:0 0,07 0,12 0,07 0,08 NS
(0,07—0,09) (0,07-0,17)  (0,07-0,12) (0,06 —0,11)

C18:1n9 0,08 0,10 0,08 0,08 NS
(0,08-0,11) (0,07-0,15)  (0,07-0,11) (0,06 —0,10)

C20:4n6 (AA) 0,12 0,11 0,10 0,12 NS
(0,10 -0,15) (0,09-0,17)  (0,10-0,13) (0,10-0,12)

AGS totales 0,25 0,38 0,29 0,34 NS
(0,22 -0,35) (0,25-0,56) (0,24 -0,37) (0,22 - 0,45)

AGM totales 0,08 0,10 0,08 0,10 NS
(0,08-0,11) (0,07-0,15)  (0,07-0,11) (0,06 —0,13)

AGP totales 0,20 0,11 0,10 0,12 NS
(0,12-0,22) (0,09-0,17)  (0,10-0,13) (0,10-0,12)

AG totales 0,53 0,59 0,48 0,54 NS
(0,42-0,71) (041-088)  (0,41-059)  (0,41-0,71)

n= 6-7. Dieta control, CD (A), alta en grasa, HFD (B), alta en grasa con suplementacion de
harina de avena, HFD + HAV (C) y alta en grasa con suplementacion de harina de chia rica
en fibra, HFD + HCH CD (D). Datos presentados como mediana (rango intercuartilico).

Diferencias significativas establecidas segin test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’s

para comparaciones mdltiples; las letras mindsculas indican contra que grupo existe
diferencia significativa p<0,05.
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Anexo 12. Concentracion de acidos grasos de cadena corta
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Figura 2. Acidos grasos de cadena corta en heces pre-suplementacion (semana 10) y post-
suplementacion (semana 14) por grupo experimental. n= 6-7. Acidos grasos de cadena corta
totales (mM/g) (A); Acido acético (mM/g) (B); Acido propidnico (C); Acido butirico (D).
Datos presentados como mediana + rango intercuartilico. Diferencias significativas segin
test Kruskal Wallis, seguido por test Dunn’'s para comparaciones multiples; las letras
minusculas indican contra que grupo existe diferencia significativa p<0,05. * indica
diferencia significativa (p<0,05) entre pares segun el test de Mcnemar.
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