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RESUMEN

Antecedentes: El higado graso no alcohdlico es la enfermedad hepatica mas comun en
paises del occidente y su prevalencia en nuestra poblacion es del 30%. Sin embargo, no
existe hasta la fecha un tratamiento definido para disminuir la acumulacidon de grasa
hepatica. Se han propuesto diferentes tipos de estrategias dietéticas para su control como
es el consumo de acidos grasos poliinsaturados ®-3 (AGP ®-3). La semilla de chia (Salvia
hispdnica L.) es rica en antioxidantes y AGP m-3, principalmente el dcido a-linolénico (ALA).

Objetivo: Determinar en un ensayo clinico de un solo grupo si la suplementacion con 25
gramos de chia molida por 8 semanas, modifica el perfil de los acidos grasos (AG) en las
particulas de baja densidad (LDL) y alta densidad (HDL) y si el enriquecimiento se asocia con
cambios en la estructura y funcion de las lipoproteinas.

Resultados: Se evalué el perfil lipidico, bioquimico y funcional de las particulas LDL y HDL,
mediante la actividad paraoxonasa, la susceptibilidad a la oxidacion y el eflujo de colesterol,
en 19 sujetos (8 mujeres y 11 hombres) con edad promedio de 58 + 8 afios e indice de masa
corporal (IMC) de 30.7 + 3.8 kg/m?2. En comparacién entre la visita antes y después de la
suplementaciodn, los participantes se caracterizaron por presentar reduccion de peso, IMC,
circunferencia de cintura, concentracién de triglicéridos (TG) y malondialdehido, grasa
abdominal total (GAT), visceral y hepatica. En los hombres, la concentracion de
adiponectina incrementd 15.54%. Respecto a la caracterizacion de las particulas HDL,
incremento la subpoblacion HDL;a y disminuyd el eflujo de colesterol en poblacidn total. En
las mujeres se observd enriquecimiento de las subpoblaciones HDLa., y aumento en el
tamafio promedio estimado de las particulas HDL. Ademas, el perfil de AG se observd
incremento de la concentracién de los AGP ®-3 de 45.09% considerando la suma del ALA,
el acido eicosapentaendico y el acido docosahexanoico, del cual 86.45% fue del ALA en el
plasma. En las particulas aisladas, las HDL fueron preferéntemente mas enriquecidas de ALA
que las LDL, 147.54% y 125.81%, respectivamente. Por ultimo, al caracterizar la microbiota
intestinal, en los hombres se observé incremento de Oxalobacter formigenes, Bacteroides
coprophilus vy Bifidobacterium bifidum pero disminucién de Ruminococcus callidus,
Bacteroides plebeius y Bifidobacterium longum. Por otro lado, en las mujeres disminuyd
Oxalobacter formigenes, Ruminococcus callidus, Bacteroides eggerthii y Bifidobacterium
longum pero incremento de Clostridium citroniae, Bacteroides plebeius y Bacteroides
fragilis.

Conclusiones. Los resultados del presente trabajo muestran que la incorporacién de la
semilla de chia molida a la dieta, disminuye la acumulacién de grasa abdominal y hepatica,
mejora las anormalidades cardiometabdlicas y cambia la composicion de la microbiota
intestinal.
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INTRODUCCION

1. Lipoproteinas

Definicién, estructura y funcidn

Las lipoproteinas son complejos de lipidos y proteinas especificas, que se denominan
apolipoproteinas (Apo), que tienen como funcién el transporte de lipidos en un medio
acuoso como es la sangre. Las Apo son proteinas anfipdticas que se encuentran sobre la
superficie de las particulas de las lipoproteinas que ayudan a estabilizar la estructura
lipoproteica. Estas desempenan participacién en el metabolismo de las lipoproteinas como
ligandos a receptores, cofactores enzimaticos y acarreadores en el transporte de lipidos. La
apolipoproteina B (Apo B) es una proteina asociada con particulas LDL, y lipoproteinas de
muy baja densidad (VLDL), mientras que la apolipoproteina Al (Apo Al) es el mayor

componente proteico de las HDL (Yokoyama et al., 2006).

Proteinas

Triglicéridos

Fosfolipidos

Esteres de colesterol

Colesterol libre

Figura 1. Componentes estructurales de las lipoproteinas. Tomado y modificado de
Ridker (2014).



Los principales lipidos transportados por las lipoproteinas incluyen como elementos
mayoritarios: colesterol libre, colesterol esterificado, TG y fosfolipidos. En el estudio de la
estructura de las lipoproteinas se suelen distinguir dos partes: nucleo y superficie. En el
nucleo se encuentran los lipidos mas hidréfobos (ésteres de colesterol y TG), mientras que
en la superficie, el colestrol libre y los dominios mas polares de los fosfolipidos y de las Apo’s

(Figura 1) (Ridker 2014).

Tabla 1. Clasificacion de las lipoproteinas.

Nombre Densidad Diametro Proteina Colesterol Fosfolipidos Triglicéridos Acidos grasos libres

(g/mL) (nm) (%) (%) (%) (%) (%)
am <0.950  100-1000 <2 4-8 7-8 84-88 0
VLDL | 0.095-1.006  30-80 7-10 20-25 18-20 50-55 1
IDL  1.006-1.019  25-50 10-18 29-45 22-27 25-31 1
LDL  1.019-1.063  18-28 20-25 45-58 20-28 10-15 1
HDL  1.063-1.210  5-15 33-57 17-40 26-46 3-15 0-6

Abreviaciones: QM; Quilomicrén, VLDL; Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL; Lipoproteinas de
intermedia densidad, LDL; Lipoproteinas de baja densidad, HDL; Lipoproteinas de alta densidad,
Colesterol = Colesterol libre + ésteres de colesterol.

Las lipoproteinas se pueden clasificar en funcion de su densidad, ya que con base en este
criterio pueden ser aisladas por ultracentrifugacidon secuencial. Este método separativo
permite después determinar su contenido apolipoproteico y lipidico. La densidad de las
diferentes lipoproteinas esta condicionada en parte por su tamafio y por su relacién lipido-
proteina. Asi, las lipoproteinas menos densas son las mas grandes y con mayor contenido

en lipidos. De mayor a menor tamafo tenemos; quilomicrones, VLDL, lipoproteinas de

intermedia densidad (IDL), LDLy HDL (Tabla 1y Figura 2). (Ricker 2014).



Sin embargo, es importante tener presente que se han definido diferentes tamafios y
densidades de diferentes suptipos de VLDL, LDL y HDL y, por tanto, cada clase de
lipoproteina esta constituida a su vez por diferentes subpoblaciones de particulas con un

intéres clinico aun por definir. Los dos ultimos suptipos son el tema principal del presente

trabajo.
Quilomicrones
0.95-
T 1.006-
B IDL
®
o 1.02
§ LOL Quilomicrones
rem antentes
1.06 - @ (nm)
HDL»
1.10 4
HDL; @
1.20
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5 10 20 40 60 80 1000

Diametro (nm)

Figura 2. Relacion entre su tamafio relativo y densidad de las lipoproteinas.
Abreviaciones: VLDL; Lipoproteinas de muy baja densidad, IDL; Lipoproteinas de intermedia densidad,
LDL; Lipoproteinas de baja densidad, HDL; Lipoproteinas de alta densidad. Tomado y modficado de
Ridker (2014).



2. Lipoproteinas de baja densidad

Estructura, caracteristica y funcion

Las LDL son particulas esféricas con diametro de 21.8 a 27 nm, densidad entre 1.019y 1.063
g/mL. Es la lipoproteina con mayor contenido de colesterol y cantidades considerables de
tocoferoles, carotenoides y otros antioxidantes lipofilicos. Su superficie estd compuesta por
colesterol libre y fosfolipidos (predominantemente fosfatidilcolina y esfingomielina). Del
contenido total de AG, aproximadamente el 50% son poliinsaturados, principalmente de
acido graso linoléico (AL) (Scheffer et al., 2003). En la capa externa de la molécula se
encuentra una sola apolipoproteina (Apo B-100). La Apo B-100 es una proteina constituida
por 4536 aminodacidos y un peso molecular de 512 kDa, la cual desempafia una participacién

importante como ligando para las LDL y su receptor (Segrest et al., 2001).

La funcion fisiolégica de las LDL es transportar aproximadamente del 65% al 70% del
colesterol hacia los tejidos periféricos y su vida media es de 2.5 a 3.5 dias. Las LDL migran a
través de la barrera endotelial para llevar a cabo el transporte de colesterol del torrente
sanguineo hacia los tejidos periféricos (Hevonoja et al., 2000). El exceso de LDL circulantes,
la presencia de LDL pequefias y densas, el mayor tiempo de residencia de estas particulas
en el compartimento intravascular, asi como, su mayor penetracion al espacio
subendotelial, favorece la modificacién quimica (oxidacién, glicacion y agregacion) de sus

componentes lipidicos y proteicos (Steinberg et al., 1989).

10



Susceptibilidad a |a oxidacion de la LDL

La susceptibilidad a la oxidacion de las LDL depende de la proporcién de los AGP y de los
antioxidantes presentes en la particula. También del grado de glicosilacién, asi como, de la
concentracién, duracion y condiciones de exposicidon de los oxidantes presentes (radical
superoéxido, perdéxido de hidrégeno, acido hipocloroso, radical hidroxilo y peroxinitrito) y
metales en el medio (Steinberg et al., 1989; Jessup & Kritharides et al., 2001; Scheffer et al.,
2003). Cuando los sistemas oxidante-antioxidante del organismo no se encuentran en
equilibrio, se genera estrés oxidativo capaz de producir lipoperoxidacién y la oxidacion
confiere citotoxicidad y aterogenicidad a la particula LDL (Steinberg et al., 1989; Witztum &

Steinberg, 1991).

La lipoperoxidacidn es iniciada por el ataque de los radicales libres a las dobles ligaduras de
los AGP; al perder un hidrégeno, ocurre un reordenamiento molecular y se originan dienos
conjugados, los cuales reaccionan rapidamente con éxigeno molecular para formar lipidos
hidroperoxidados. El proceso de ataque y dafio oxidativo que sufren los lipidos insaturados
se debe a reacciones en cadena mediadas por radicales libres, iniciadas por la abstraccion
de un dtomo de hidrégeno del lipido insaturado por el radical libre peroxilo y seguido por
una secuencia de reacciones propagadoras. Los lipidos hidroperoxidados se fragmentan a
aldehidos de cadena corta, como el malondialdehido (Young & McEneny et al., 2001). La
mayoria de los estudios clinicos han demostrado mayor susceptibilidad a la oxidacién de las
LDL en condiciones como la hipercolesterolemia (Utarwuthipong et al., 2009) y diabetes
mellitus tipo 2 (DM2) (Scheffer et al., 2003).

11



Proteccion a la oxidacion de la LDL

Anteriormente se menciond que la capacidad para resistir la modificacién oxidativa
depende, entre otros factores, de la cantidad de antioxidantes presentes en las LDL. Los
antioxidantes asociados a las lipoproteinas incluye la vitamina E, carotenoides, ubiquinol-

10y polifenoles (Aviram, 2000).

La vitamina E se encuentra estructuralmente incorporada en las LDL y actda como un
antioxidante intrinseco que impide la transferencia de electrones involucrada en el inicio y
propagacion de la lipoperoxidacidn, previniendo asi la modificacidn de las LDL. Ademas, en
circulacién se encuentran entre otros antioxidantes como la albumina, bilirrubina y
vitamina C (Hevonoja et al., 2000). La vitamina C es capaz de reaccionar y reducir las
especies reactivas de oxigeno (ERO) y nitréogeno (hidroperdxido, superdxido, radical
hidroxilo, peroxinitrito, ozono y diéxido de nitrégeno) y de regenerar a la vitamina E

(Hevonoja et al., 2000).

Se considera que la oxidacién de las LDL contribuye al inicio y progresién de la
aterosclerosis. Las HDL protegen los lipidos y proteinas de las LDL contra la oxidacién (Navab
et al., 2004). Las propiedades antioxidantes de las HDL se atribuyen principalmente a la
paraoxonasa 1 (PON1), enzima que cataliza la hidrélisis de fosfolipidos oxidados activos y
destruye lipoperoxidos (Mackness et al., 1991; Gao et al., 2008). La PON1 también inhibe la
oxidacion de las HDL, lo cual es relevante porque las HDL oxidadas pierden sus

caracteristicas ateroprotectoras (Ansell et al., 2007).
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3. Lipoproteinas de alta densidad

Estructura y caracteristicas

Las particulas HDL son un grupo altamente heterogéneo y constituyen la fraccién
lipoproteica mas densa del plasma. Su composicion proteica es muy diversa; sin embargo,
las moléculas mas abundantes son la Apo Al y la Apo All. La primera constituye hasta un
70% de la fraccion proteica mientras que la segunda representa alrededor de un 15%. El
porcentaje restante esta compuesto principalmente por enzimas y otras apolipoproteinas
menos abundantes (Davidson & Thompson, 2007; Florentin et al., 2008; Rye et al., 2009).
En algunos estudios in vitro se ha demostrado que la diversidad en composicidn, estructura
y densidad refleja diferencias en la funcion llevada a cabo por cada subpoblacién. En un
esfuerzo por develar si las poblaciones de las HDL podrian predecir mejor el riesgo

cardiovascular, se han desarrollado diversas técnicas para fraccionalas.

Subpoblaciones de las HDL

Empleando el método “ultracentrifugacion secuencial”, se pueden distinguir dos
subpoblaciones mayoritarias; las HDL, (densidad entre 1.063 — 1.125 g/mL) y las HDL;
(densidad entre 1.125 — 1.210 g/mL). Si se realiza un fraccionamiento suscesivo mediante
gel en gradiente de poliacrilamida en condiciones no desnaturalizantes (Rosenson et al.,
2011), distinguiremos de mayor a menor didmetro en promedio cinco grupos: HDLyp

(10.6nm), HDL2a (9.2nm), HDLsa (8.4nm), HDLsp, (8.0nm) y HDLsc (7.6nm) (Skinner, 1994).
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Las subpoblaciones HDL; que son grandes, de baja densidad y ricas en lipidos son mas
eficaces inhibiendo la agregacién plaquetaria y tienen una potente actividad
vasodilatadora. Por su parte, las subpoblaciones HDL; que son pequefias, densas y ricas en
proteinas, son mejores mediadoras del transporte reverso del colesterol, cumplen
importantes funciones antioxidantes, antiinflamatorias e inhiben mejor la actividad
plaquetaria (Camont et al., 2011). Sin embargo, las asociaciones clinicas son poco
consistentes y el papel de las subpoblaciones de las particulas HDL en el campo clinico sigue
siendo controversial (Posadas-Romero et al., 2008; Rosenbaum et al., 2012, Superko et al.,

2012).

Funciones de las HDL

Diversos estudios epidemioldgicos, modelos animales e in vitro han mostrado evidencia de
qgue las HDL tienen funciones antioxidantes, antiinflamatorias, antitrombdticas y su
principal participacién en el proceso del transporte reverso del colesterol (Florentin et al.,
2008). A continuacion, se tratan con mayor detalle dos de las funciones antiaterogénicas
mejor conocidas de las HDL: la proteccion de la modificacidn oxidativa de las lipoproteinas

y el transporte reverso del colesterol.

Actividad antioxidante

La actividad antioxidante de las HDL estd mediada principalmente por la inhibicidn de la
oxidacion de las LDL (Navab et al., 2004). La acumulacidon de las LDL oxidadas se considera
el mayor factor de riesgo para el desarrollo de aterosclerosis. A través de diversos estudios

se ha demostrado que tanto la Apo Al, como la Apo All, las proteinas mas abundantes en la
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estructura de las HDL, reducen los hidroperdxidos lipidicos presentes en las LDL oxidadas,
por medio de la oxidacién de puentes disulfuro presentes en su estructura y en
consecuencia reduciendo la lipotoxicidad (Ribas et al., 2004). Otro mecanismo por el cual
las HDL llevan a cabo funciones antioxidantes es mediado por las enzimas presentes en su

estructura, y la PON1 es su principal enzima antioxidante.

La PON1 es una proteina de 2354 aminoacidos con una masa molecular de 43 kDa,
sintetizada en el higado de donde una porcién es secretada al plasma (Primo-Parmo et al.,
1996). En circulacién se encuentra asociada casi exclusivamente a las particulas HDL
(Sorenson et al., 1999). La actividad PON1 consiste en hidrolizar AG oxidados dando como
resultado disminucion de estos compuestos en las particulas de LDL (Precourt et al., 2011)
y estd regulada tanto por factores genéticos como ambientales. Los factores ambientales
incluyen el consumo de tabaco, alcohol y AG (Durrington et al., 2002). Ademas, las
concentraciones en plasma de colesterol total y el colesterol contenido en las HDL (C-HDL)
también contribuyen en la modulacion de PON1 (Ferré et al., 2003). Se han reportado
valores bajos de la actividad PON1 en enfermedades como la hipercolesterolemia familiar

(Mackness et al., 1991) y la DM2 (Abbott et al., 1995).

Transporte reverso del colesterol

El transporte reverso del colesterol hace referencia al proceso mediante el cual el colesterol
captado por las HDL de las células periféricas, llega al higado y es eliminado por las vias
biliares. En los seres humanos esta captacidon hepatica se realiza fundamentalmente a nivel
de VLDL, lipoproteinas residuales tipo IDL, y LDL. El proceso por el cual los ésteres de
colesterol pasan de las HDL al grupo de lipoproteinas que contienen apo B (QM, VLDL, IDL
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y LDL) esta mediado por la accidn de la proteina que transfiere ésteres de colesterol (CETP).
El sistema esta divido en tres procesos: el eflujo de colesterol de las células al plasma, la

esterificacion del colesterol y el destino metabdlico de los ésteres de colesterol formados.

Eflujo de colesterol

Existen dos teorias sobre cémo se produce el eflujo de colesterol hacia las HDL. Una primera
teoria propone que se trata de un proceso de difusion acuosa en el cual el colesterol no
esterificado pasa de las membranas celulares a aceptores moleculares como vesiculas de
fosfolipidos sin proteinas, ciclodextrinas sintéticas, albumina y HDL parcialmente
hidrolizadas. Este proceso es lento, receptor-independiente, no saturable y tiene poco
efecto sobre los depdsitos de colesterol esterificado intracelulares (Rothblat et al., 1999).
Este proceso puede ser bidireccional y |a esterificacion del colesterol por la lecitin colesterol
acil transferasa (LCAT) prevendria la redifusion del colesterol desde las HDL hacia la
membrana plasmatica, aumentando asi el eflujo neto de colesterol (Czarnecka & Yokoyama,

1996).

La expresion del receptor pepenador clase B tipo 1 (SRB1) incrementa este eflujo de
colesterol, facilitando la difusion de la membrana a los aceptores plasmaticos. Sin embargo,
este eflujo no refleja simplemente la unién de la HDL a la membrana, ya que el CD-36, que
es otro receptor pepenador, también une HDL pero no aumenta el eflujo. Por tanto, se
sugiere que la unién de HDL al SRB1 facilita el flujo bidireccional pasivo entre las HDL y la
membrana plasmatica gracias a reorganizaciones de lipidos en los dominios ricos en

colesterol y las caveolas en la membrana plasmatica (De la Llera-Moya et al., 1999).
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Una segunda teoria, propone que el eflujo de colesterol es receptor-dependiente y se ha
descrito como un mecanismo de transporte rapido, especifico, unidireccional, saturable,
independiente de accion de la LCAT y que es eficiente reduciendo los depdsitos de ésteres
de colesterol del citosol celular. Este eflujo de colesterol y fosfolipidos requiere de
aceptores especificos como apolipoproteinas (Apo Al, Apo All, Apo IV, Apo Ey Apo C’s) pero
especialmente a una fraccion minoritaria de las HDL, las prep-HDL. Sin embargo, este tipo
de particulas contienen solo Apo Al, y suponen sélo el 5% del total de las HDL (Von

Eckardstein et al., 2001).

El eflujo especifico implica interacciones con proteinas de la membrana plasmatica, con
generacion de sefales intracelulares que provocan la translocacién de colesterol del
reticulo endoplasmico, Golgi o endosomas hacia la membrana plasmatica. Se ha descrito
que las HDL y la Apo Al son internalizadas por macréfagos en el compartimiento endosomal
desde donde son resecretadas juntamente con lipidos. La contribucion de la expresién del
transportador de membrana dependiente de ATP (adenosin trinucléotido fosfato) tipo 1
(ABCA1) en macrofagos en el colesterol de HDL es muy bajo y al parecer la contribucién
mayor proviene de la expresion de ABCA1 en hepatocitos (Haghpassand et al., 2001).
Actualmente se acepta que los dos tipos de procesos pueden coexistir, y que en algunos
tipos celulares el eflujo de colesterol se llevaria a cabo utilizando los sistemas, mientras que

en otros uno de los sistemas de eflujo seria mayoritario.
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4. Obesidad y sus complicaciones metabdlicas

La prevalencia mundial de la obesidad y sus complicaciones metabdlicas han incrementado
en las recientes décadas. La obesidad también se ha asociado con incremento en la
prevalencia del higado graso no alcohdlico (HGNA). Entre los paises de América: Estados
Unidos, Belice y México, tienen una alta prevalencia de obesidad e HGNA (Lépez-Veldzquez

et al,, 2014).

La obesidad, principalmente la abdominal, es uno de los principales y predominantes
factores de riesgo del sindrome metabdlico (Carr et al., 2004, Fabbrini et al., 2010). El exceso
del tejido adiposo y la disfuncidn del adipocito resulta en una desregulacién de secrecién
de diversas adipocinas, como adiponectina, la cual puede regular acciones y modular el
metabolismo de la glucosa y lipidos, a través de la oxidacion de los AG e incrementando la
sensibilidad a la insulina en higado y musculo (Hauner, 2005; Kadowaki et al., 2006; Halberg
et al., 2008). En adicidn, el exceso en la acumulacidn de grasa promueve la liberacién de AG
libres hacia la circulacién provenientes de los adipocitos, los cuales pueden ser un factor
critico en la modulacion de la sensibilidad a la insulina. Sin embargo, la concentracion de los

AG libres no incrementa en proporcion a la cantidad de grasa corporal (Boden, 2008).

Resistencia a la insulina

La resistencia a la insulina (RI) es un factor adicional del sindrome metabdlico y es el
principal predictor en el desarrollo de DM2 (Jung & Choi, 2014). La Rl es definida como la
disminucion en la capacidad de los tejidos para responder a la accion de la insulina. El tejido

adiposo es uno de los tejidos respondedores a la insulina, y la insulina estimula el
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almacenamiento de TG en el tejido adiposo por multiples mecanismos, incluyendo la
promocidn de la diferenciacion de preadipocito a adipocito, incrementando la captacion de
glucosa y los AG liberados por las lipoproteinas, asi como la lipogénesis e inhibicién de la

lipdlisis en los adipocitos maduros (Mirza, 2011).

Dislipidemia

La dislipidemia es una alteracion en la cantidad de lipidos circulantes en sangre, como
colesterol y TG, y es ampliamente aceptado que es un factor de riesgo para la enfermedad
cardiovascular. La dislipidemia relacionada a la obesidad es caracterizada por
concentraciones elevadas en plasma de AG libres y TG, disminucién del C-HDL y
composicidon anormal de las particulas LDL. El factor principal que contribuye a presentar

dislipidemia en la obesidad es el descontrol en la liberacién de los AG del tejido adiposo,

especificamente la grasa abdominal visceral (GAV) (Klop et al., 2013).

5. Higado graso

Definicion

El HGNA se caracteriza por la acumulacién de TG en una cantidad mayor al 5% del peso total
del higado en ausencia del consumo excesivo de alcohol (20 g de etanol/dia) y del uso de
medicamentos hepatotéxicos (Stefan et al., 2008). La teoria cldsica en el desarrollo y
progresion del HGNA comprende dos etapas: la primera consiste en el acimulo de lipidos y
la segunda, caracterizada por la presencia de inflamacién debida al incremento del estrés
oxidativo y peroxidacion lipidica (Day & James, 1998).
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Diagndstico

El estandar de oro para el diagnéstico de HG es la biopsia hepdtica. Sin embargo, por
tratarse de un método invasivo no se puede realizar sin que exista un motivo clinico sélido.
En la actualidad existen técnicas de imagen que permiten evaluar la presencia de grasa en

el tejido hepatico (Chalanasi et al., 2012).

El ultrasonido es la técnica mds utilizada y econdmica, permite detectar esteatosis
moderada y severa, es decir, cuando la grasa hepdtica excede el 30%. La sensibilidad y
especificidad del método es de 73.3-90.5% y 69.6-85.2%, respectivamente (Ma et al., 2009;
Bohte et al.,, 2011). La tomografia axial computarizada (TAC) es un método cuantitativo
validado para evaluar y cuantificar: 1) la calcificacion arterial coronaria, 2) la GAT,
subcutdneay GAV (Kvist et al., 1988) y 3) la atenuacion del tejido hepatico (Ma et al., 2009)
y se expresa en unidades Hounsfield. Se considera HG cuando el cdlculo del indice de
atenuacién higado/bazo (IAH:B) es < 1.0 (McKimmie et al., 2008). La TAC permite detectar
HG cuando la grasa hepatica excede el 30%, con sensibilidad de 46.1-72.0% y especificidad
del 88.1-94.6% (Bohte et al., 2011). Una ventaja que tiene la técnica es el empleo del bazo
como referencia y que, la atenuacion hepatica reportada es el promedio en unidades

Hounsfield de la medicidn de varias regiones del tejido hepatico.

La resonancia magnética es probablemente el método mas certero y rapido para medir
grasa hepatica. Sin embargo, es costoso. Permite diagnosticar HG cuando el contenido de
grasa es > 5.56% (Szczepaniak et al., 2005); la sensibilidad y especificidad de este método

son 72.7-88.5% y 92.0-95.7%, respectivamente (Bohte et al., 2011).
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Tratamiento

Los cambios en el estilo de vida son la primera opcién como tratamiento para el HGNAy la
disminucion de peso corporal es el principal objetivo para la mayoria de los pacientes con
HGNA. Sin embargo, algunas modificaciones dietéticas pueden tener una participacién
significante en el tratamiento para el HGNA, independientemente de la pérdida de peso

(Ueno et al., 1997).

Se ha reportado que los AGP ®-3 disminuyen la concentracion de TG plasmaticos, regulan
la sintesis de los AG y el metabolismo de TG y ademas tienen propiedades antiinflamatorias.
Estas propiedades en conjunto pueden ser de utilidad en el tratamiento de HGNA (Scorletti
& Byrne, 2013; Calder, 2014). Diversos estudios reportan que un exceso en la ingesta de
hidratos de carbono simples, grasa saturada y proteina de origen animal y bajo consumo de
AGP ®-3 y micronutrientes se relacionan con la formacién de HGNA (Cortez-Pinto et al.,
2006; Zelber-Sagi et al., 2007; Volynets et al., 2012; Gonzdalez-Salazar et al., 2014). Ademas,
Cortez-Pinto y colaboradores reportaron que los sujetos con HGNA presentan una elevada
ingesta de AGP ®-6 y en consecuencia una mayor relacién en el consumo de AGP ®-6/®-3

(Cortez-Pinto et al., 2006).

Acido graso a-linolénico

El ALA es el precursor de los AGP de cadena larga. Este es un acido graso esencial puesto
que no pueder ser sintetizado en animales incluyendo a los humanos (Adkins & Kelley,
2010). De la misma manera, el AL es un AGP m-6 esencial. Ambos tienen que ser adquiridos

através de la dieta, se sintetizan en plantas y consecuentemente se encuentran en semillas,
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nueces y aceites de semillas. Son la fuente para poder llevar a cabo la conversién de otros
AGP ®-3 como es el acido graso eicosapentaenoico (EPA), el docosapentaenoico (DPA) Yy el
docosahexaenoico (DHA). Sin embargo, la conversion especificamente de este ultimo es

baja y se sabe que es menor en los hombres que en las mujeres (Welch et al., 2010).

El proceso de conversion de ALA a EPA involucra desaturacién, elongaciéon y otra
desaturacion usando delta-6-desaturasa, elongasa y delta-5-desaturasa, respectivamente
(Calder, 2014). Estas mismas enzimas son usadas en la conversién de los AG de la familia o-
6 apartir del AL para obtener como producto final el acido graso araquiddnico. A pesar de
presentar una mayor afinidad la delta-6-desaturasa por el ALA que por el AL, la familia ®-6
muestra mayor velocidad de conversién debido a las altas cantidades del AL a nivel celular
(Burdge & Calder, 2006). Por lo que, la elevada ingesta de AGP -6 en dietas occidentales
da como resultado una baja conversién del ALA hacia AGP ®»-3 (Burdge & Calder, 2006).
Ademas, se ha reportado que una relacion baja de AGP »-6/®-3 (5 o menos) en la dieta es
considerado saludable para contrarrestar las enfermedades cardiovasculares, cdncer,

inflamacion y enfermedades autoinmunes.

Microbiota intestinal

La microbiota intestinal se puede clasificar de acuerdo al phylum: Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacterias y Proteobacteria. Debido a la interaccidon anatémica y funcional entre el
lumen intestinal y el higado a través del sistema portal, se ha propuesto que la microbiota
intestinal pudiera tener una participacion importante en la patogénesis del HGNA (Mokhtari
et al., 2017). Entre los mecanismos que pudieran impactar en la fisiopatologia se sugiere:

incremento en la permeabilidad intestinal, sobrecrecimiento de bacterias gram negativas y
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aumento en la produccion de metabolitos hepatotdxicos como es el lipopolisacarido.
Ademas, se ha reportado que la alteracion del contenido de TG intrahepaticos es asociado
con la abundancia baja de Bacteroidetes pero con alta de Firmicutes (Wong et al., 2013).
Por otro lado, en modelos animales se ha reportado que la ingesta de AGP »-3 puede
modular la diversidad microbiana y a su vez, varias vias metabdlicas involucradas en el

desarrollo del HGNA (Pachikian et al., 2013).

6. Semilla de chia

La chia (Salvia hispdnica L.), forma parte de la familia Lamiaceae, es nativa de México y de
algunas partes de Sudamérica. Se ha reportado que la semilla de chia formaba parte de la
dieta de los mexicanos prehispdnicos debido por su reconocido aporte de nutrientes de alta
calidad como por ejemplo su contenido de proteina, fibra, lipidos y antioxidantes (Cahill,

2003).

La composicién de la semilla varia dependiendo de la regién en la que se cultive (Alvarez-
Chavez et al., 2008; Reyes-Caudillo et al., 2008; Valdivia-Lopez & Tecante, 2015). Sin
embargo, se ha reportado que en promedio la semilla de chia contiene aproximadamente
5.80% de humedad, 16.54% de proteina, 30.74% de lipidos, 42.12% de carbohidratos
totales, del cual 34.40% corresponde a fibra dietética. La semilla de chia es rica en calcio,
fosforo, potasio y magnesio (335-860 mg/100 g) pero baja en sodio, hierro y zinc (4.58-16
mg/100 g). Adicionalmente, la semilla de chia es una buena fuente de vitaminas (A, Cy
niacina) (USDA, 2004) y antioxidantes (Reyes-Caudillo et al., 2008; Martinez-Cruz &

Paredes-Lépez, 2014).
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La semilla de chia contiene cantidades significantes de AGP ®-3 sin importar el origen de la
semilla; la cantidad del ALA se encuentra por arriba del 75% del contenido total de los AG
presentes en la semilla. Otras fuentes naturales similares al contenido de AG son las semillas
de cartamo y de girasol con 75% y 67%, respectivamente. Sin embargo, entre los AG
presentes en las semillas de cartamo y girasol no contiene al ALA (USDA, 2004). Ademas,
Porras-Loaiza y colaboradores (2014), estudiaron la semilla de chia cultivada en cuatro
diferentes regiones de México y reportaron una relacién de 1:3 entre el balance de »-6/®-
3 en su contenido de perfil de AG presentes. Por ello, la semilla de chia independientemente
de su aporte nutricional puede ser clasificada como un alimento funcional, porque ademas
de su valor nutricio puede incremetar la saciedad y prevenir factores de riesgo

cardiovascular como la obesidad, inflamacion, DM2, entre otras (Mufidz et al., 2013).

En efecto, a partir del 2007, se han realizado 12 estudios en el que evaluan si el consumo
de la semilla de chia puede reducir factores de riesgo cardiovascular, pero no se ha
establecido como eficaz y los resultados de los pocos estudios presentan inconsistencias;
debido a varios factores como: disefio del estudio, poblacién incluida, cantidad de semilla
de chia consumida (7 a 50 g, con un promedio de 25 g durante 8 semanas
aproximadamente) y presentacion del consumo de la semilla de chia, es decir, entera o
molida (Teoh et a., 2018). Sin embargo, en los estudios en el que ingireron la semilla de chia
molida, los resultados obtenidos fueron positivamente prometedores que aquellos que la
consumieron entera (Vuksan et al., 2007; Nieman et al., 2009; Vuksan et al., 2010; Jin et al.,

2012; Nieman et al., 2012; Ho et al., 2013; Vuksan et al., 2017).
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JUSTIFICACION

El HGNA es la enfermedad hepatica mas comun en ciudades del occidente y su prevalencia
en nuestra poblacion es del 30% (Lizardi-Cervera et al., 2007; Martinez-Alvarado et al.,
2014). Es una condicién clinica que va acompafiada de diversas alteraciones metabdlicas
gue incrementan a la par en prevalencia como son la obesidad, dislipidemia aterogénica,
RI, inflamacién y DM2, las cuales son factores de riesgo cardiovascular (Jung & Choi et al.,
2014). Se ha reportado que los AGP ®-3 pueden reducir el riesgo cardiovascular a través de
la modulacién del metabolismo de lipidos mediante el incremento en la B-oxidacion de los
AG e inhibiendo la lipogénesis de novo y en consecuencia disminuir la concentracion de TG
circulantes plasmaticos, asi como también, disminucidn de la inflamacién (De Castro &

Calder, 2017).

La semilla de chia (Salvia hispdnica L.) es rica en AGP ®-3, principalmente de ALA, por lo que
puede ser una opcidén para la prevencion y tratamiento del HGNA. Asi como también,
incorporarse en la estructura de las lipoproteinas y mejorar sus propiedades estructurales
y funcionales. Sin embargo, a la fecha no existen estudios que hayan investigado el potencial
terapéutico de la chia en el manejo de las alteraciones cuantitativas y cualitativas de las
lipoproteinas; por lo que, su importancia de llevar a cabo dicho estudio en nuestra

poblacién.
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

e ¢(laingesta de 25 g de semilla de chia molida en sujetos con HGNA y Rl modifica el

contenido en AG de las particulas de LDL y HDL?

En caso de ser afirmativo, éestas modificaciones se asocian con cambios
estructurales y funcionales en el tamafo, el eflujo de colesterol y la actividad

antioxidante de las HDL, y con la susceptibilidad a la oxidacion de las lipoproteinas?

HIPOTESIS

e Elconsumo de 25 gramos de la semilla de chia molida durante 8 semanas producira
incremento del contenido del acido graso a-linolénico en el perfil de los AG

presentes en las particulas LDLy HDL.

e El enriquecimiento en el contenido de AGP ®-3 en las particulas de LDL y HDL, se
asociaran con una menor susceptibilidad a la oxidacién de las lipoproteinas y con un
aumento en el tamafio de las particulas HDL, incremento de la actividad

paraoxonasa y en el eflujo de colesterol mediado por HDL in vitro.
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OBJETIVO GENERAL

Determinar si la suplementacidn con 25 gramos de chia molida durante 8 semanas,
modifica el perfil de los AGP ®-3 en las particulas LDL y HDL y si el enriquecimiento

se asocia con cambios en la estructura y funcion de las lipoproteinas.

OBJETIVOS PRIMARIOS

Determinar el perfii de AG en las particulas LDL y HDL aisladas por
ultracentrifugacion secuencial.

Estimar el tamafio y la distribucidn de las subclases de las particulas HDL mediante
electroforesis.

Evaluar la susceptibilidad a la oxidacion de las particulas LDL y HDL de manera in
vitro.

Cuantificar la propiedad antioxidante mediante la actividad paraoxonasa de las
particulas HDL.

Determinar el eflujo de colesterol mediado por el receptor SRB1 empleando células

de hepatoma de rata de la linea celular FUSAH.
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OBJETIVOS SECUNDARIOS

Cuantificar las concentraciones de glucosa en ayuno y 2 horas después de ingerir 75
gramos de glucosa oral.
Estimar la resistencia a la insulina evaluada mediante el modelo de homeostasis.

Determinar la cantidad de grasa abdominal y la atenuacién hepdtica mediante

tomografia axial computarizada.

Evaluar el estado inflamatorio a través de la determinacidn de las concentraciones
séricas de proteina C reactiva, lipopolisacarido y adiponectina.

Evaluar el estrés oxidativo sistémico mediante la cuantificacion de malondialdehido
como producto final de la lipoperoxidacion.

Estudiar en un subgrupo de participantes cambios en la microbiota intestinal

mediante secuenciacion masiva de segunda generacion.
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METODOLOGIA

. Intervencidn
El disefio de estudio es un ensayo clinico de antes y después de tratamiento. Los
participantes (n=19) fueron seleccionados del grupo control del estudio GEA (Genética de
la Enfermedad Aterosclerosa) que se encuentra en su fase de seguimiento en el Instituo
Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Se eligieron sujetos de ambos géneros, con
diagndstico tomografico de HG y RI (HOMA-RI > p75 de la poblacién del estudio mexicano

GEA sin alteraciones metabdlicas) (Martinez-Alvarado et al., 2014).

Los participantes fueron instruidos para consumir una dieta isocaldrica durante 2 semanas.
Después de este periodo, recibieron instrucciones para consumir durante 8 semanas 25
gramos de chia molida, ajustando el porciento de macronutrimentos a las proporciones en
la dieta indicada. Se les indicé que no modificaran su actividad fisica habitual y que no
consumieran ninguna otra fuente de AGP ®-3, asi como también, complementos
vitaminicos ricos en antioxidantes. A cada participante se le proporcioné 30 paquetes con
25 gramos de chia entera para un mes de tratamiento, ademas de un aditamento para que
la semilla de chia fuera molida al dia de su consumo. Para evaluar el apego a la
suplementacion, se contd el nimero de paquetes vacios devueltos en su visita mensual.
Para evaluar el apego a la dieta, se recabd recordatorios de tres dias, uno de un fin de
semanay dos de dias entre semana. Los datos se analizaron con el software NUTRIKCAL. Un
nutridlogo se encargd de realizar al menos una llamada semanal para resolver dudas,
evaluar posibles efectos adversos (constipacion, acidez, diarrea, nauseas y alergias) y dar

opciones en caso necesario. Se interrogd al participante en cuanto a la sensacion de
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saciedad y nivel de energia durante el dia. No se incluyeron sujetos con diagndstico previo
de DM2, tratamiento con farmacos hipoglucemiante o hipolipemiantes, consumo de
suplementos alimenticios que contengan AGP ®-3, vitaminas liposolubles o complementos
vitaminicos ricos en antioxidantes. También aquellos que reportaran pérdida de peso mayor
a 3 kg durante los ultimos tres meses, ingesta mayor de 20 g/dia de alcohol y consumo de
farmacos hepatotodxicos. Se eliminaron aquellos pacientes que abandonaron el protocolo
en cualquiera de las visitas asi como aquellos que no consumieron la semilla de chia. El
protocolo fue aprobado por el comité de bioética del Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” y realizado con base a los lineamientos de la Declaracién de Helsinki. Se
incluyeron unicamente los participantes que después de conocer las caracteristicas del

estudio, aceptaron firmar la carta de consentimiento informado (Anexo 1).

Il.  Métodos clinicos
El peso se midid en kilogramos (kg) y la talla en centimetros (cm), utilizando una bdscula
calibrada y un estadimetro de pared SECA 222 (Hamburgo, Alemania). El IMC fue calculado
con la formula peso (kg) / talla (m?). La circunferencia de cintura se midi6é con una cinta
métrica de fibra de vidrio, en el punto medio de la distancia entre la parte inferior de la
ultima costilla y la cresta iliaca con una aproximacion de 0.5 cm. La tensidn arterial se midio
en tres ocasiones después de por lo menos cinco minutos de reposo, en posicion sedente,
utilizando un esfigmomandmetro digital Welch Allyn, serie 52000 (Shaneateies Fails, Nueva
York, EUA). El promedio de las dos ultimas mediciones consecutivas se utilizé para el

analisis.
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lll.  Analisis de laboratorio
Con ayuno de 10 a 12 horas, después de 20 minutos en posicién sedente, se colectd sangre
venosa en tubos con y sin anticoagulante EDTA (1.8 mg/mL). Después de centrifugar en frio
(20 minutos a 2500 rpm), el plasmay el suero se dividieron en 15 alicuotas para conservarlas
a -70°C para su posterior analisis. A las alicuotas de plasma se le afiadieron inhibidores de
proteasas (Aprotinina 100 klU/mL, Benzamidina 1 mM). Se determind en muestras frescas
las concentraciones de glucosa, perfil de lipidos (colesterol total, TG, C-HDL), quimica
sanguinea (acido urico, creatinina) y enzimas hepaticas [alanino aminotransfersa (ALT),
aspartato aminotransferasa (AST), fosfatasa alcalina (FA) y gamma-glutamil-transpeptidasa
(GGT)] con métodos enzimaticos-colorimétricos estandarizados y las apo’s Al y B, por
inmunoturbidimetria en un autoanalizador COBAS c311 con estuches comerciales (Roche
Diagnostics, Mannheim, Alemania). La reproducibilidad y precision de las determinaciones
de los lipidos y lipoproteinas fueron evaluadas periédicamente por el Programa de
Estandarizacion de Lipidos del Centro de Control y Prevencién de Enfermedades (LSP-CDC,
Atlanta, GA, EUA). Los coeficientes de variacion intra e interensayo fueron menores al 3 %.
El C-LDL se calculé con la férmula de Friedewald modifica por De Long (1986). Se estimé el

tamafio de las particulas de LDL (Wagner et al., 2002).

La concentracion de insulina en suero se determind por radioinmunoandlisis (Millipore RIA
Kit St. Charles, Missouri, EUA) y la Rl se estimd con el modelo de homeostasis (HOMA-RI =
[(Insulina (uU/mL)*glucosa (mmol/L))/ 22.5] (Matthews et al., 1985). Se determiné
simultdaneamente en suero: malondialdehido, malonato y 8-hidroxi-2-deoxiguanosina, por
arreglo de diodos, en un equipo de electroforesis capilar en zona, bajo deteccién UV
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Beckman Coulter (Urbana, lllinois, EUA). La proteina C reactiva de alta sensibilidad en suero
se cuantificd por inmunonefelometria en un autoanalizador BN Pro Spec (Dade Behring
Marburg GmbH, Alemania). La concentracién de adiponectina y lipopolisacdrido, se
determind por ensayos comerciales de ELISA (Quantikine ELISA, R&D systems, Minneapolis,
EUA) y (Cloud-Clone Corp., CEB526Ge, Houston, Texas, EUA), respectivamente, en un

espectrofotémetro BioTek Sinergy BH (BioTek, Winooski, VA, EUA).

IV. Estudio de tomografia computarizada

La TAC con multidetector es un método validado para cuantificar la GAT, la grasa abdominal
subcutanea (GAS) y la GAV e identificar la presencia de HG. En el presente trabajo se utilizd
un tomografo multidetector de 64 canales (Somaton Sensation, Siemens, Forcheim,
Alemania). Para medir la grasa abdominal se realizd un solo corte tomografico a nivel del
espacio intervertebral L4-L5. El drea transversal total del tejido adiposo abdominal se midio
utilizando un rango de atenuacion entre -190 a -30 UH. El area de la GAV y GAS, fueron
separadas mediante un trazo manual siguiendo la pared muscular abdominal. Se cuantifico
la GAT y la GAV en cm? y la GAS se calculd restando el drea de GAV a la GAT (Kvist et al.,
1988). Para estimar la atenuacion del higado y del bazo, se practicé un solo corte
tomografico de 3 milimetros a nivel de T11-T12 6 T12-L1. Durante el andlisis de las
imagenes, se marcaron varias regiones de interés de 1 cm? en ambos lébulos hepaticos y se
obtuvo un promedio de estas medidas. El HG se diagnosticé cuando el indice de atenuacion

higado/bazo (IAH:B) fue < 1.0 (McKimmie et al., 2008).
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V. Caracterizacion de las lipoproteinas

Las subpoblaciones de HDL fueron determinadas en HDL aisladas por ultracentrifugacién
secuencial, mediante electroforesis en gel de poliacrilamida (4% al 25%) en condiciones
nativas (Blanche et al., 1981). En cada gel se utilizaron como referencia marcadores de alto
peso molecular (Pharmacia, Piscataway, NJ), con diametros conocidos (tiroglobulina 17 nm,
ferritina 12.2 nm, catalasa 10.4 nm, lactato deshidrogenasa 8.2 nm, y albumina 7,1 nm).
Previa tincion con azul de Coomassie R250, las proporciones relativas a las diferentes
supoblaciones de HDL se cuantificaron por densitometria éptica en un fotodocumentador
(modelo ChemiDoc; Bio-Rad, Hércules, USA), que utiliza el programa de andlisis molecular
Image Lab Bio-Rad versidn 5.2.1. Los intervalos utilizados para las diferentes subpoblaciones
fueron HDLsc 7.21-7.76 nm, HDL3, 7.76-8.17 nm, HDL3, 8.17-8.77 nm, HDL23 8.77-9.71 nmy
HDL2p 9.71-12.93 nm. El tamaio promedio de las particulas de las HDL se calcul6 con base
a la proporcion relativa de cada una de sus subpoblaciones (Perusse et al., 2001), por lo que
se obtuvo sumando el tamafio promedio (nm) de cada subpoblacién, multiplicando por su

proporcion relativa, y la suma total se dividié entre 100.

El eflujo de colesterol, mediado por el receptor SRB1, se determind in vitro empleando
células de hepatoma de rata de la linea celular Fu5AH, siguiendo el procedimiento descrito
por De la Llera-Moya (1994), con algunas modificaciones. Brévemente, las células FUSAH se
mantuvieron en medio minimo esencial (MEM) (Gibco BRL) suplementado con suero fetal
bovino al 5% (Gibco BRL) a 37°C en una atmésfera de CO; y una humedad de 5%. Los
ensayos se realizaron en placas de 24 pozos, se cultivaron 250 000 células/pozo durante 24

horas, posteriormente las células se marcaron con 3H-colesterol (PerkinElmer) a una
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concentracién de 5 uCi/pozo. Después de 24 horas las células se lavaron y equilibraron con
MEM adicionado con albimina sérica bovina al 0.5% durante 18 horas. Finalmente, las
células se lavaron e incubaron durante 4 horas a 37 °C, con el suero de cada participante
diluido al 2.5% o con HDL aisladas (20 pg de proteina HDL/pozo). Al término de la incubacidén
se retird el medio y la monocapa de células se removié con NaOH (1N). La radioactividad se
cuantificé tanto en las células como en el medio, en un contador beta (Parkard). La fraccién
del eflujo se calcul6 al dividir la cantidad del colesterol captado por el suero del participante
(medio), entre el colesterol remanente en las células de cada pozo, multiplicado por 100.
Todas las determinaciones se realizaron por triplicado, y en cada ensayo se corrié un control
positivo (HDL obtenida por precipitacion con dextran-sulfato) y un suero estandar para

comprobar la variabilidad del ensayo.

La actividad paraoxonasa en suero se cuantific6 fotométricamente en un
espectrofotémetro BioTek Sinergy H1 (BioTek, Winooski, VA, EUA) usando paraoxdn
(Sigma-Aldrich D9286) como sustrato. La velocidad de producién de p-nitrofenol se
determiné a412 nm en una dilucidn final de suero 1:82 en la mezcla de reacccién. La mezcla
de reaccion se compone de paraoxén 0.98mM, glicina 48.8 mM, cloruro de calcio 0.98 mM
y cloruro de sodio 0.98M a 25°C. Se utilizé un coeficiente de extincion (412 nm, pH = 10) de
18920 Mlcm™ para calcular las unidades de actividad paraoxonasa, las cuales se expresan
como la cantidad de p-nitrofenol formado en nanomoles por minuto por mililitro de suero
(Eckerson et al., 1983). Los ensayos de la actividad se realizaron por triplicado y se calculé
el promedio de las determinaciones de la actividad enzimatica para cada muestra. En cada

determinacion se incluyeron mezclas de sueros alto, medio y bajo, independientemente
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uno del otro, tomados de varios voluntarios de actividad conocida para asegurar la calidad

de cada ensayo.

La susceptibilidad a la oxidacién in vitro de las lipoproteinas se determind por el método
descrito por Esterbauery colaboradores (1989) con algunas modificaciones (De Juan-Franco
et al, 2009). Las lipoproteinas HDL y LDL se aislaron mediante ultracentrifugacion
secuencial. Se cuantificd la concentracion de proteina por el método de Lowry vy
colaboradores (1951). Las lipoproteinas aisladas se diluyeron en amortiguador de fosfatos
(10 mM, pH 7.4), 0.16 M cloruro de sodio saturado con oxigeno, a una concentracion final
de 50 pg/mL. La oxidacién de las lipoproteinas se iniciéd mediante la adicidn de una solucién
recién preparada de sulfato de cobre a una concentracion final de 5 uM, a 37°C en placas
de 96 pozos para UV. La cinética de oxidacién se monitore6 mediante lecturas
espectrofotométricas (BioTek, Winooski, VA, EUA) a 234 nm, para seguir la formacién de
dienos conjugados (De Juan-Franco et al., 2009). Se registraron lecturas de densidad dptica
cada 2 minutos, durante 180 minutos. Con estos datos se construyé la curva de la cinética
de oxidacién y a partir de ella se calculd la fase de latencia. La fase de latencia, definida
como el intervalo entre la adicion del sulfato de cobre y el inicio de oxidacidon rapida, se
determind por la interseccidn de la recta de la linea basal con la tangente de la fase de
oxidacion (Kleinveld et al., 1992, De Juan-Franco et al., 2009). Su duracion esta determinada
por la presencia de los antioxidantes enddgenos presentes en las particulas. Los resultados
se expresaron en minutos. Todas las determinaciones se realizaron por triplicado en las
primeras 24 horas después del aislamiento, y en cada ensayo se corrié un control interno

para validar la calidad del ensayo.
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VI. Perfil de acidos grasos

El contenido de AG fue cuantificado en las particulas de LDL y HDL aislados por
ultracentrifugacion secuencial. Los AG se determinaron por cromatografia de gases, previa
extraccion segln el método de Folch (1957), que utiliza cloroformo:metanol (1:1 v/v) con
hidroxitolueno butilado al 0.002% y acido heptadecanoico como estandar interno. La
transesterificacion de los lipidos se realizé con H,SO4 concentrado al 2% en metanol, a 90°C
durante 2 horas. Los ésteres metilicos de los AG se analizaron en un cromatégrafo Shimadzu
GC-8A equipado con una columna capilar de SP2330 de 25 m de largo y 0.25 mm de
didmetro interior a 190 °C utilizando helio como gas acarreador a un flujo de 1.5 mL/min (El
Hafidi et al., 2001). Los diferentes ésteres metilicos de los AG fueron identificados segun su
tiempo de retencién determinado con anterioridad con estandares comerciales (Supelco 37

Component FAME Mix, CRM47885).

VII. Microbiota intestinal

Se recolectaron muestras de heces antes y después de la suplementacién con semilla de
chia en tubos eppendorf de 2 mL. De dichas muestras se realizd la extraccién del acido
desoxirribonucléico mediante el uso de columnas de QIAGEN usando el estuche comercial
QlAamp fast DNA Stool Mini Kit. La concentracién y pureza del ADN se cuantificé mediante
el NanoDrop 2000. También se verificé su integridad mediante electroforesis capilar en el
Bioanalizador Agilent 2100. Posteriormente, se realizd la amplificacidn y secuenciaciéon del
acido desoxirribonucléico siguiendo el protocolo de secuenciacion masiva con la plataforma
MiSeq de lllumina, en el Departamento de Fisiologia de la Nutricidn del Instituto Nacional
en Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran” de acuerdo al protocolo previamente
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reportado (Sanchez-Tapia et al., 2017). Dicha plataforma se basa en la secuenciacién por
sintesis y para ello se generaron bibliotecas gendmicas de las regiones V3 'y V4 del gen 165,
usando primers para dichas regiones que ademads contenian un adaptador propio de
llumina (F:5 TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCAG-3" vy
R:5'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCTAATCC-3"). Los
amplicones de las regiones V3 y V4 se generaron mediante reaccion en cadena de la
polimerasa. Los amplicones tuvieron un tamafo aproximado de 610 pares de bases. Se
determind la concentracion del acido desoxirribonucléico de doble hebra por fluorometria
con el Qubit 3.0. La libreria final se mezclé de manera equimolar y se secuencié en la
plataforma de lllumina MiSeq generando lecturas de 300 bases en cada direccidn.
Finalmente se utilizo el programa QIIME V1.9 para analizar los datos de secuenciacién y

caracterizar los patrones bacterianos (Caporaso et al., 2010).

VIIl.  Andlisis estadistico

Se llevd a cabo un andlisis exploratorio con todas las variables a fin de identificar la
naturaleza de su distribucién mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Mediante estadistica
descriptiva se caracterizaron las variables, se elaboraron tablas y graficos con medidas de
resumen (promedios y desviacion estandar o sus equivalentes no paramétricos, medianas
y rango intercuartil) de toda variable. Las comparaciones de antes y después de la
suplementacién se realiz6 mediante analisis de t de Student o Wilcoxon para muestras
pareadas. Los valores de p < 0.05 se consideraron estadisticamente significativos. Todos los
analisis se realizaron con el paquete estadistico SPSS v22.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, EUA) y los

graficos con el software GraphPad Prism v6.0c (GraphPad, EUA).
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RESULTADOS

I. Consumo de nutrimentos de los participantes durante el protocolo y perfil de

acidos grasos mayoritarios contenidos en la semilla de chia.

En el presente trabajo se incluyeron en el andlisis estadistico 19 sujetos (8 mujeres y 11
hombres) con promedio de edad de 58 + 8 afios e IMC de 30.7 + 3.8 kg/m?. El consumo de
macronutrimentos de los participantes antes y después de la suplementacién con la semilla
de chia del estado de Jalisco se describe en la Tabla 2. Se observd que los participantes
incrementaron de manera significativa el porcentaje de grasa total al término del protocolo.

Sin embargo, respecto a la ingesta en el porcentaje de hidratos de carbono disminuyé.

Tabla 2. Distribucion del consumo de nutrimentos en los participantes.

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
; 1579 1665 1574 1475 1674 1721
Energia (kcal)
[1387-1769] [1455-1915]  [1246-1676] @ [1223-1809] @ [1387-2073]  [1636-1915]
Proteina (%) 19.29 +3.83 20.67 £ 2.73 19.44+4.86 21.01+2.45 19.18+3.21 20.39 +3.04
Grasa total (%) 26.75+ 8.16 30.43+6.14*  26.10+7.21 30.58+6.36 27.21+9.12 30.32+6.30
Grasa saturada (%) 5.68 +2.99 5.71+2.03 4.76 £ 2.58 5.80 £ 2.02 6.40 £ 3.23 5.63+2.14
Grasa monosaturada (%) 8.24+2.94 8.42 +£3.40 7.71£2.58 7.75 £ 3.65 8.64 +3.28 8.95+3.28
Grasa poliinsaturada (%) 4,70 £2.12 5.54 +1.87 5.36 +£2.87 5.30+1.96 4.19+1.26 5.74 + 1.88*
Hidratos de carbono (%) 53.95+6.63 48.90+5.24* 54.46+6.07 4841+6.13 53.60+7.30 49.29+4.73*
Fibra (g) 249 +14.5 21.8+84 28.7+t17.0 18.6 £ 6.2 22.0t+12.5 244194
Colesterol (mg) 198 + 105 193+ 98 192+ 79 206 + 100 203 £ 126 184 + 99
Vitamina E (mg) 3.23+1.73 2.95+1.95 3.30+1.76 242 +1.71 3.17+1.81 3.38t£2.12

Datos obtenidos de tres recordatorios. Los resultados se muestran como media + desviacién estandar o
mediana [rango intercuartil]. Diferencias significantes en negritas al comparar antes vs después de la
suplementacién, *p < 0.050. Prueba estadistica T-Student pareada o Wilcoxon para variables con
distribucidn normal y asimétrica, respectivamente.

No hubo cambios en el aporte calérico, debido en parte al disefio del estudio (dieta
isocaldrica). Tampoco se observaron cambios en el porcentaje de proteina, grasa saturada,

grasa monoinsaturada, colesterol, fibra y vitamina E. Al estratificarlo por género, en las
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mujeres no se observan cambios en ninguno de los nutrimentos. En los hombres se
mantiene de manera significativa la disminucidn en el porcentaje de hidratos de carbono.

Sin embargo, de manera significativa incrementa el porcentaje de grasa poliinsaturada.

La semilla de chia es una de las pocas fuentes de origen vegetal, que contiene una alta
concentracién de AGP ®-3. Ademas es una fuente excelente de proteina vegetal, fibra y
antioxidantes, principalmente polifenoles (Reyes-Caudillo et al., 2008; Martinez-Cruz &
Paredes-Lépez, 2014). Al determinar el perfil de AG por triplicado, se observé que nuestra
semilla estda compuesta por al menos 65% de dacido graso a-linolénico y 20% de acido

linoléico.
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Figura 3. Distribucién en porcentaje de la composicion de los acidos grasos mayoritarios
en la semilla de chia empleada en el protocolo. Los resultados se muestran como promedio
* desviacion estandar.

Las caracteristicas antropométricas de los participantes (Tabla 3), el perfil de lipidos (Tabla

4) y las enzimas hepaticas (Tabla 5), se describen en sus respectivas tablas.
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Il.  Caracteristicas antropométricas, lipidicas y bioquimicas de los participantes

incluidos en el estudio.

Se observaron diferencias estadisticamente significativas en el peso, IMC y circunferencia
de cintura entre el antes y el después en poblacién total y al estratificarlo por género. Todas
estas variables disminuyen después de la suplementacion con chia, excepto para la
circunferencia de cintura en el caso particular del género femenino. Los valores de tension

arterial sistélica y diastélica se mantienen similares a lo largo del estudio.

Tabla 3. Caracteristicas antropométricas antes y después de la suplementacion con chia
en poblacion general y estratificado por género.

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
Edad (afios) 58 +8 56 +7 60+ 8
Talla (m) 1.59+0.10 1.51+0.07 1.65 +0.07
Peso(kg) 77.9+11.1 76.1+113*** 745+103 72.3+10.0%* 80.4+11.4  78.9+11.8*
IMC (kg/m?)  30.7+3.8  30.0+£3.9%*** 325+31 31.5+3.1%*  294+39  289+4.1*
Ci ia d
rcunferenciade o, 9194 | 953+9.6%  952+108 9254106  99.9+83  97.4+8.7*
cintura (cm)
Tensidn arterial
 ension arteria’ 119413 11115, 4= ilil 1115 4= 121 108 +7 123+12 119+11
sistélica (mmHg)
Tension arterial 7146 70+7 69+7 66 +2 73+5 7247

diastélica (mmHg)

Abreviaciones: IMC; indice de Masa Corporal. Los resultados se muestran como media + desviacién
estandar. Diferencias significantes estan en negritas al comparar antes vs después de la suplementacion,
*p < 0.050, **p < 0.010, ***p < 0.001. Prueba estadistica T-Student pareada.

En el perfil de lipidos tampoco hubo diferencias para las variables como colesterol total, C-
HDL, C-LDL, Apo B y Apo Al. Sin embago, disminuyd de manera significativa las
concentraciones de TG plasmaticos al analizar los datos en conjunto, asi como
manteniéndose la significancia estadistica en el género masculino. En la tabla 4 se presentan
los parametros bioquimicos que reflejan el funcionamiento renal (creatinina) y hepatico

(ALT, AST, FA, GGT).
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Tabla 4. Parametros lipidicos antes y después de la suplementacion con chia en

poblacion general y estratificado por género.
Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)

Antes Después Antes Después Antes Después
Colesterol total

(mg/dL)
C-HDL (mg/dL)

185.2 +18.1 176.0+19.9 = 183.4+16.4 & 1783+109 @ 186.5+20.0 174.4 +25.0
35.0 35.3 37.9 36.1 32.6 33.9
[30.1-41.6] [31.4-40.2] [35.6-51.0] [32.4-52.0] [29.0-35.5] [30.6-39.9]
C-noHDL (mg/dL) = 148.1+18.5 138.4+21.1 = 138.8+181 & 1363+17.6 @ 154.8+16.4 139.9 +24.1

C-LDL (mg/dL) =~ 117.3+14.3 115.0+19.4  116.8+12.6 = 113.8+169 @ 117.6+16.3 115.8+21.8

rriclicérid
flgiiceridos 407 6+68.8  146.9+51.0* 138.2+482  140.5+50.1  223.4+59.4  151.6% 53.5%*
(mg/dL)
Apolipoproteina B0 o\ 1c 5 106.8 +16.8 1003+86 = 102.4+144 1146+164  110.0 +183
(mg/dL)
Apolipoproteina Al 1315 124.1 133.9 134.4 129.7 1208

(mg/dL) = [123.9-137.0] = [115.3-136.5] @ [125.7-155.2] | [117.1-172.0] @ [122.3-133.4] = [115.3-126.7]
Abreviaciones: C-HDL; Colesterol asociado a lipoproteinas de alta densidad, C-LDL; Colesterol asociado a
las lipoproteinas de baja densidad. Los resultados se muestran como media + desviacién estandar o
mediana [rango intercuartil]. Diferencias significantes en negritas al comparar antes vs después de la
suplementacion, *p <0.050, **p < 0.010. Prueba estadistica T-Student pareada o Wilcoxon para variables
con distribuciéon normal y asimétrica, respectivamente.

Después de la suplementacion con la semilla no hay cambios en la concentracion de acido
aricoy creatinina, actividad de las enzimas ALT, AST y FA. Sin embargo, la GGT disminuye al

término del estudio, siendo evidente y permaneciendo significativamente en los hombres.

Tabla 5. Parametros bioquimicos de funcion renal y hepatica antes y después de la
suplementacion con chia en poblacion general y estratificado por género.

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
Acido trico (mg/dL) 6.6 1.6 6.6 1.5 59+11 5.6x0.9 7.2t1.7 7.3x14
Creatinina (mg/dL)) 0.8+0.2 0.8+0.2 0.7+0.2 0.7+0.1 0.9+0.1 0.9+0.1
Alanino aminotransferasa 27.7 26.9 28.2 36.6 23.3 24.8
(Ui/L)) [21.3-30.5] [20.4-46.3] = [21.2-34.5] = [24.7-50.9] = [21.4-30.5] [20.0-34.9]
Asparto aminotransferasa 24.5 23.9 24.7 28.3 20.7 23.7

(Ul/L)  [20.0-25.6] [21.3-28.4] = [23.3-29.9] = [23.3-31.2]  [19.1-25.3] [20.0-25.2]
Fosfatasa alcalina (Ul/L) 755+19.6 76.4+21.4 71.9+238 73.2+28.0 78.1+16.7 78.6 £ 16.1
Gamma glutamil 27.1 26.9* 23.2 25.6 35.0 32.2*
transpeptidasa (Ul/L) ~ [22.7-46.3] = [24.1-45.3] [22.5-27.0] = [20.2-27.7] = [24.3-50.0] [26.9-45.7]
Glucosa (mg/dL) 102.6 +8.2 102.1+9.9 100.3+7.7 97.5t6.5 104.3+8.5 105.5+10.8
22.4 23.5 25.2 25.5 20.4 21.1
[19.4-37.4] [18.3-58.0] [23.3-31.5] [21.9-58.0] [17.8-37.4] [15.3-34.3]
HOMA-RI 5.74+134 5.87+1.89 5.95+0.86 6.10 £ 1.59 5.61t1.61 5.731+2.12
Abreviaciones: HOMA-RI; Modelo de homedstasis para estimar la resistencia a la insulina. Los resultados
se muestran como media = desviacién estdndar o mediana [rango intercuartil]. Diferencias significantes
en negritas al comparar antes vs después de la suplementacion, *p < 0.050. Prueba estadistica T-Student
pareada o Wilcoxon para variables con distribucidn normal y asimétrica, respectivamente.

Insulina (uU/mL)
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lll.  Evolucidny area bajo la curva de la prueba de tolerancia a la glucosa oral.

A todos los participantes se les realizo la prueba de tolerancia a la glucosa oral por dos horas
y con las concentraciones en ayuno se calculé el indice HOMA como modelo para evaluar
la RI (Tabla 5), asi como también, el area bajo la curva de las concentraciones para glucosa

(Figura 4). Ademas, se evalud posteriormente de manera estratificada por género (Figura

5).

No se observé diferencia significativa entre los valores de glucosa en ayuno al compararla
antes y después de la suplementacién (Tabla 5). Sélo existié diferencia para el tiempo 60
min después de iniciar la prueba. La concentracién de glucosa post-carga al final del estudio

fue inferior respecto al iniciar al suplementacidny la diferencia fue de 16.81 mg/dL (-6.74%).
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Figura 4. Prueba de tolerancia a la glucosa oral antes y después de la suplementacion con

chia en poblacién general. Concentracién de glucosa (A) durante la prueba a diferentes tiempos.

Area bajo la curva para glucosa (B). Los resultados se muestran como promedio * error estandar. * p <
0.05 ** p < 0.001. Prueba estadistica T-Student pareada.
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Al calcular el drea bajo la curva para la concentracién de glucosa durante las dos horas, fue
significativa y estadisticamente menor (Figura 4B; p < 0.05). Los datos sugieren que una
dieta baja en grasa suplementada con semilla de chia disminuye las concentraciones de

glucosa post-carga y probablemente quizds cause una mejoria en la sensibilidad a la

insulina.
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Figura 5. Prueba de tolerancia a la glucosa oral antes y después de la suplementacion con
chia estratificada por género. Concentracién de glucosa en mujeres (A) y en hombres (C) durante la

prueba a diferentes tiempos. Area bajo la curva para glucosa en mujeres (B) y en hombres (D). Los

resultados se muestran como promedio * error estandar. * p < 0.05. Prueba estadistica T-Student
pareada.
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IV. Determinacion de depdsitos de grasa abdominal y hepatica por medio de

tomografia axial computada.

Hubo una disminucién significativa en la GAT debida principalmente al depdsito de GAV,

(p < 0.001). No se observaron cambios en el depdsito de GAS en poblacion general ni

estratificado por género. Sin embargo, al analizarlo por género a pesar de no disminuir la

circunferencia de cintura las mujeres, se mantuvo el mismo patrény en los hombres la GAT

no alcanzé diferencia estadisticamente significativa.

Tabla 6. Medidas de adiposidad abdominal y hepatica antes y después de la
suplementacién con chia en la poblacion estudiada y estratificada por género.

Grasa abdominal total
(cm?)

Grasa abdominal visceral
(cm?)

Grasa abdominal
subcutdnea (cm?)
Densidad del bazo
(Unidades Hounsfield)
Densidad del higado
(Unidades Hounsfield)
indica de atenuacién
higado/bazo

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
505+ 102 476 + 98** 520+ 103 479 + 70* 494 + 104 474 +£118
195+ 59 174 £ 55*** 166 + 31 146 £ 29** 216 £ 67 194 + 62*
310+ 83 302+ 75 354+77 333+ 58 277 75 280+ 80
49+ 3 49+ 3 48 +4 50+4 49+ 2 48 +2
46+ 12 49+3 44 +17 50+4 47 +8 48 +2

0.93+0.23 1.08+0.14** 091+032 1.09+0.14 0.95+0.15 1.07+0.14**

Los resultados se muestran como media * desviacién estandar. Diferencias significantes en negritas al
comparar antes vs después de la suplementacién, *p < 0.050, **p < 0.010, ***p < 0.001. Prueba
estadistica T-Student pareada.

La TAC permite cuantificar la grasa hepatica y se considera HG cuando el IAH:B es <1

(McKimmie et al., 2008). En el presente trabajo se observé un incremento en el valor de

IAH:B, esto quiere decir que al aumentar la atenuacién del higado, disminuye el contenido

de grasa intra-hepatica. Al término del estudio, la mejoria en el indice de atenuacién fue del

22.89%, (p < 0.010).
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V. Evaluacién de la capacidad antioxidante total y algunos marcadores de estrés

oxidante en suero en poblacién general y estratificada por género.

Se determind la capacidad antioxidante total expresada en equivalentes Trolox, en cada

sujeto antes y después de la suplementacion (Tabla 7). Se observé tendencia a incremento

en la capacidad antioxidante total, pero no alcanzé diferencia estadistica significativa. Se

desconoce la dimension del dafio a la salud de los sujetos con HGNA y Rl por lo que, se

midieron algunos marcadores de estrés oxidante, productos que pueden reflejar dafo a

nivel de lipidos (malondialdehido) y acidos nucléicos (8-hidroxi-2-deoxi-guanosina).

Tabla 7. Marcadores de estrés oxidante e inflamacion antes y después de la
suplementacion con chia en poblacidn estudiada y estratificado por género.

Capacidad antioxidante
total (Equivalentes de
Trolox mmol/L)
Malondialdehido
(pmol/mL)

Malonato

(pmol/mL)
8-Hidroxi-2-deoxi-
guanosina

(pM)

Adiponectina
(1g/mt)

Proteina C reactiva
(mg/L)
Lipopolisacdrido
(ng/mL)

Todos
(n=19)
Antes Después

505 + 210 666 + 286

1.02+0.59 0.81+ 0.59*

0.031*
[0.028-0.062]

0.057
[0.033-0.080]

2.81+1.78 2.41+1.38
5.81+2.23 6.29+2.65
1.85 1.75
[0.89-4.19] [1.09-4.59]
148.3 148.3
[128.6-279.8] = [88.5-375.4]

Mujeres
(n=8)

Antes Después
495 + 189 729 £ 318
1.08 + 0.56 0.77 £0.52

0.058 0.032

[0.38-0.086] = [0.028-0.058]
2.45+1.27 3.08 £2.10
6.96 +£3.04 7.19 £3.28
2.45 3.10
[1.75-5.86] [1.81-6.07]
167.3 355.8
[138.4-293.1]  [125.3-410.2]

Hombres
(n=11)

Antes Después
513+ 233 620 + 267
1.11 + 0.64 0.84 £ 0.66

0.057 0.039

[0.033-0.080] = [0.028-0.080]
2.14+1.12 2.61+1.56
4,98+ 1.80 5.64 *+ 2.00*

1.39 1.44
[0.75-2.81] [0.89-2.40]

138.7 120.4

[92.8-221.5] [81.4-227.3]

Los resultados se muestran como media + desviaciéon estdndar o mediana [rango intercuartil].
Diferencias significantes en negritas al comparar antes vs después de la suplementacién, *p < 0.050.
Prueba estadistica T-Student pareada o Wilcoxon para variables con distribucién normal y asimétrica,

respectivamente.
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Al término del estudio disminuyeron las concentraciones circulantes de malondialdehido y
malonato. Esto solamente es significativo al analizarlo en poblacién general. Sin embargo,
respecto a los otros analitos como la 8-hidroxi-2-deoxi-guanosina no se observd ningun
cambio. Respecto a los marcadores de inflamacion como la adiponectina, la proteina C
reactiva y el lipopolisacarido evaluados en el presente trabajo; en poblacion general no se
observd ningun cambio al término del estudio. Al estratificar la poblacién por género, en
los hombres se observé un incremento del 15.54% (p < 0.050) en la concentracion de
adiponectina sérica después de la suplementacion con semilla de chia. Respecto a la
concentraciéon de la proteina C reactiva y del lipopolisacarido circulante no se observo

cambio estadisticamente significativo (Tabla 7).

VI. Evaluacidn de la funcionalidad de las particulas de alta y baja densidad en

poblacion general y estratificada por género.

Se evaluo el eflujo de colesterol hacia el plasma total de cada participante, empleando la
linea celular FUSAH. Se observé mas bajo al término de la suplementacion con dieta y chia,
dicha diferencia fue estadisticamente significativa en poblacion general y al separarlos por
género (p < 0.050, sélo hombres). Respecto a la actividad PON1, no hubo diferencia entre
el antes y el después de la suplementacién con chia (Tabla 8). Respecto a la distribucion de
las subpoblaciones de las HDL, se incrementd de manera estadisticamente significativa la
subpoblacion HDL;, en poblacién general y al estratificarlo por género, solo en las mujeres
incrementd el tamafio promedio de las HDL explicado por el incremento de las

subpoblaciones HDL,a. y disminucién de la subpoblacién HDLsp, (p < 0.050).
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Tabla 8. Caracterizacion estructural y funcional de las particulas de alta densidad antes y
después de la suplementacion con chia en poblacidn estudiada y estratificado por género.

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
HDLy, (%)  9.42+0.58 9.53+0.75 9.51+0.74  9.89+0.88*  9.35+0.45 9.27 +0.55
HDL,, (%) 18.33+1.98  18.62+2.19*  19.28+2.34 19.74+2.58* 17.64+141  17.80+1.50
HDLso (%) 23.42+2.00  23.23+1.28 23.92+1.81 23594098  23.06+2.13  22.97 +1.45
HDLs, (%) 25.42+1.40  25.21+135 25.19+1.55 24.42+1.17* 25584132  25.79+1.20
HDLs (%) 23.41+2.69  23.44+236 2209+2.71  2242+278  2436+235  24.18+1.80
T"’"”""(:'g,j 8.55 +0.06 8.56 +0.7 8.58+0.7 8.60+0.07*  8.53+0.05 8.53 +0.05
Actividad paraoxonasa ) 5, 1703 395+1749  327.1+1633 321.2+1665 180.6+1615 180.1+162.7
(nmol p-nitrofenol/min/mL)
Eflujo de ""’e“e""st:;‘;';’;; 15.89+2.96 14.85+2.78**  1651+275  1547+278  15.44+3.16 14.40%2.83*
Eflujo de colesterol ajustado
por  4.88+0.72 5.01+0.98 5.33+0.76 5.33 + 1.40 4.56+0.52 4.78 +0.44
fosfolipidos via SRB1 (%)
Eflujo de colesterol en HDL -, ¢, » 4q 7.11+2.42 7.05 + 2.84 6.82 +2.65 7.07 +2.34 7.32+2.35
aislada via SRB1 (%)
Lag time HDL (min) 2677 +5.01  28.09 + 4.77 29.21+436  30.71+561  25.06+4.90  26.26 +3.21

Abreviaciones: HDL; Lipoproteinas de alta densidad. Los resultados se muestran como media *
desviaciéon estandar. Diferencias significantes en negritas al comparar antes vs después de la
suplementacion, *p < 0.050, **p < 0.010. Prueba estadistica T-Student pareada.

En la Tabla 9 se presenta la caracterizacion funcional de las particulas LDL. En la poblacién

total no hay diferencias significativas, pero después de estratificar por género,
significativamente en las mujeres disminuyd el tamafio estimado de las particulas LDL. En

los hombres no se observaron cambios.

Tabla 9. Caracterizacidn estructural y funcional de las particulas de baja densidad antes y
después de la suplementacion con chia en poblacidn estudiada y estratificado por género.

Todos Mujeres Hombres
(n=19) (n=8) (n=11)
Antes Después Antes Después Antes Después
Tamaiio LDL %
(ClDLjagos) ~ 1:09%0.10 1.08+0.12 1.17+0.07 1.11+0.09 1.03 +0.07 1.05+0.13
Lag "’"‘; nfz j 65.92+16.87 67.25+17.66 79.56+16.14 78.58+16.15 57.73+11.44  60.45+15.42
L"g:”DmLe(z; 57.80+9.70  57.62+10.69  62.23+810  64.77+7.58  54.70+9.87 52.62 +9.86

Abreviaciones: LDL; Lipoproteinas de baja densidad, Apo B; Apolipoproteina B, HDL; Lipoproteinas de
alta densidad. Los resultados se muestran como media + desviacién estandar. Diferencias significantes
en negritas al comparar antes vs después de la suplementacion, *p < 0.050. Prueba estadistica T-Student
pareada.
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VII.  Perfil de los acidos grasos en plasma y en las particulas HDL y LDL en poblacién
general y estratificado por género.
La composicion de los AG en plasma total y en las particulas aisladas se describen en la Tabla
10 expresados en porcentaje y agrupados con base al grado de saturacion. En plasma no se
observaron diferencias significativas entre el antes y después de la suplementacidn con chia
para los AG saturados, monoinsaturados (AGM), AGP ®»-6 y en la relacién AGP »-6/®-3,
excepto para los AGP ®-3 y el ALA, los cuales incrementan al término del estudio. Después
de estratificar por género, las diferencias significativas se mantienen. Sin embargo, en el
género de masculino también se observé disminucién de manera significativa en el

porcentaje de los AGM.

Al aislar las particulas LDLy HDL por la técnica de ultracentrifugacién se observé incremento
de los AGP -3 y del ALA y de manera inversa disminucion del valor de la relacion AGP ®-
6/®-3 en ambas particulas. En las particulas HDL se observé disminucion en el porcentaje
de AGM al analizar a los 19 participantes en conjunto. Posteriormente al segmentar por
género, en las mujeres se mantiene la significancia de dichas variables, con excepcion de la

disminucion del contenido de los AGM en las particulas HDL.

En los hombres solamente permanece la significancia observada en el incremento del
porcentaje del ALA en las particulas LDL. Respecto a las particulas HDL, se observo
disminucién en el porcentaje de AGM y en la relacion AGP ®-6/®-3. Sin embargo, se

mantuvo el incremento en el porcentaje del enriquecimiento del ALA en dichas particulas.
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Tabla 10. Perfil de acidos grasos en plasmay en las particulas de alta y baja densidad antes
y después de la suplementacidn con chia en poblacion total y estratificado por género.

Acidos grasos
saturados en
plasma (%)

Acidos grasos
monoinsaturados
en plasma (%)
Acidos grasos
poliinsaturados -3
en plasma (%)
Acido graso
linolénico en
plasma (%)

Acidos grasos
poliinsaturados -6
en plasma (%)
Relacién w-6/w-3
en plasma

Acidos grasos
saturados en LDL
(%)

Acidos grasos
monoinsaturados
en LDL (%)

Acidos grasos
poliinsaturados -3
en LDL (%)

Acido graso
linolénico en LDL
(%)

Acidos grasos
poliinsaturados -6
en LDL (%)

Relacién w-6/w-3
en LDL

Acidos grasos
saturados en HDL
(%)

Acidos grasos
monoinsaturados
en HDL (%)

Acidos grasos
poliinsaturados -3
en HDL (%)

Acido graso
linolénico en HDL
(%)

Acidos grasos
poliinsaturados -6
en HDL (%)
Relacién w-6/w-3
en HDL

Abreviaciones

Todos
(n=19)

Antes Después
35.39+2.16 34.48 +2.19
25.93+3.19 24.82 +2.89
2.36+0.77 3.30 £ 1.25%*
0.86 + 0.25 1.55+ 0.71***
35.83+3.71 36.94+3.21
16.90+6.17 13.64 +7.87
30.71+1.83 30.68 +1.92
20.11+1.74 19.70 +£1.98
2.491+0.93 3.23+ 1.21%**
0.62 + 0.27 1.18 + 0.45***
45,95 +2.65 45.85 +£3.30

17.74 14.99**

[15.10-24.40]

38.04 £1.97

18.49+1.38

2.68+1.04

0.49+0.21

40.17 £3.10

15.05
[12.27-19.24]

[12.42-19.19]

38.17 £2.59

17.71 £ 1.90*

4.03 + 1.38**

0.97 £ 0.32%**

39.22 £3.46

10.66**
[7.42-12.36]

Mujeres
(n=8)

Antes Después
35.40+2.19 34.68 +1.55
25.05+2.64 25.27+2.40
2.36+0.75 3.17 + 1.31*
0.75+ 0.16 1.45 + 0.82*
36.64 +3.81 36.55+3.28
17.12 £ 6.05 14.32 + 8.61
30.29+2.01 30.40+1.53
20.14 +1.88 20.30 £ 2.05
2.26+0.51 3.03 + 0.98*
0.50+ 0.15 1.05 £ 0.42*
46.47 £2.93 45.77 £3.18

23.34 15.10*

[16.79-24.29]

37.18 £1.98

17.99 +1.47

2.80+0.80

0.47 + 0.07

41.79 £ 2.60

15.88
[13.50-18.24]

[13.43-19.32]

37.75+£2.78

17.59+1.61

4.04 +1.51*

0.92 + 0.40*

39.55+£2.62

11.39*
[6.89-13.72]

Hombres
(n=11)

Antes Después
35.38+2.24 34.34+2.63
26.58 + 3.51 24.49 + 3.27*

2.36 £ 0.82 3.40 + 1.26**
0.94 +0.28 1.63 + 0.66**
35.24 +3.69 37.22+3.30
16.74 £ 6.54 13.15+7.68
31.01+1.71 30.89+2.20
20.09+1.72 19.26 £1.90
2.66+1.14 3.37+1.38
0.71+0.31 1.28 + 0.46*
45,58 £2.51 4590 £3.54
15.77 14.99
[13.05-27.41]  [12.40-17.80]
38.66 + 1.81 38.48 £ 2.53
18.86 + 1.26 17.81 + 2.16*
2.59+1.21 4.02+1.36
0.51+0.27 1.00 + 0.26**
38.99 +2.98 38.97 £ 4.07
13.88 10.31*

[12.27-25.75]

[7.73-11.38]

: LDL; Lipoproteinas de baja densidad, HDL; Lipoproteinas de alta densidad, o-3; X = 4cido

linolénico + acido docosahexanoico + acido eicosaheptanoico, ®-6; £ = acido araquiddnico + acido
linoleico. Los resultados se muestran como media + desviacién estdndar o mediana [rango intercuartil].
Diferencias significantes en negritas al comparar antes vs después de la suplementacién, *p < 0.050, **p
< 0.010, ***p < 0.001. Prueba estadistica T-Student pareada o Wilcoxon para variables con distribucién
normal y asimétrica, respectivamente.
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VIIl. Microbiota intestinal antes y después de la suplementacidon con semilla de chia
molida estratificado por género.

Se obtuvieron muestras fecales de 14 participantes (50% hombres), con la finalidad de hacer
un estudio exploratorio de cudles son los cambios generados de la microbiota intestinal en
este tipo de sujetos después de consumir semilla de chia molida por 8 semanas a través de
secuenciacion masiva con la plataforma lllumina MiSeq. El analisis se llevé acabo
estratificado por género de los participantes, quedando 7 hombres y 7 mujeres en cada
grupo. El analisis de la microbiota en ambos grupos a nivel de phylum, se encontré
compuesta principalmente por Actinobacterias, Proteobacterias, Bacteroidetes y
Firmicutes. A nivel de género, se encontrd Bifidobacterium, Bacteroides, Clostridium vy
Ruminococcus (Figura 6). En el grafico de la Figura 7 se presenta las 10 principales especies
cambiantes de la microbiota estratificado por género de los participantes al comparar el
efecto antes y después de la suplementacion con semilla de chia molida por un periodo de
8 semanas. Dicho grafico se interpreta con base a la intensidad del color, es decir, conforme
aumenta la intensidad del color verde quiere decir incremento en la abundancia relativa de
cada especie. Por lo que, un cuadro de color amarillo indica disminucidn o ausencia en la
abundancia relativa de la especie analizada en las heces de los sujetos. En los hombres se
observé incremento de Oxalobacter formigenes, Bacteroides coprophilus y Bifidobacterium
bifidum pero disminucidon de Ruminococcus callidus, Bacteroides plebeius y Bifidobacterium
longum. Por otro lado, en las mujeres disminuyd Oxalobacter formigenes, Ruminococcus
callidus, Bacteroides eggerthii y Bifidobacterium longum pero incrementd Clostridium

citroniae, Bacteroides plebeius y Bacteroides fragilis (Figura 7).
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Figura 6. Analisis de la microbiota intestinal a nivel de especie

antes y después de la

suplementacion con chia estratificado por género. Los resultados se muestran como porcentaje

de la abundancia relativa de los 14 participantes muestreados.
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Figura 7. Diez principales especies cambiantes en la microbiota antes y después de la
suplementacién con chia estratificado por género. Los resultados muestran la abundancia

relativa de los 14 participantes muestreados. La intensidad del color representa el cambio observado
entre el antes y despué del tratamiento; disminucion (color amarillo) o incremento (color verde obscuro).
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DISCUSION

Hasta donde se tiene conocimiento, este es el primer estudio de intervencién de dieta
suplementado con semilla de chia en sujetos con HGNA y Rl que analiza cambios
estructurales y funcionales de las lipoproteinas (HDL y LDL). Actualmente no existe un
tratamiento eficaz para el revertimiento del higado graso. Sin embargo, se han estado
estudiando diferentes estrategias nutricionales que incluyen alimentos funcionales para su
control. En conjunto, los individuos con HGNA reportan baja ingesta de AGP con una
elevada relacion de w-6/m-3 (Araya et al., 2004; Solga et al., 2004; Cortez-Pinto et al., 2006;

Zelber-Sagi et al., 2007; Di Minno et al., 2012).

Nosotros observamos un incremento en la ingesta de grasa total explicado por el
incremento de grasa poliinsaturada al término del estudio (Tabla 2). En estudios con
modelos animales se ha reportado que la baja ingesta de AGP ®-3 favorece la lipogénesis,
y en consecuencia el desarrollo de esteatosis hepatica, esto debido a que los AGP ®-3
activan a diversos factores de transcripcidon. Por un lado inhiben a la proteina de unién al
elmento de respuesta a esteroles 1c (SREBP-1c) y por otro lado activa al receptor activado
de la proliferacion de peroxisomas alfa (PPAR-a), quienes en conjunto favorecen la
oxidacion de los AG (Fernandez & West, 2005); mecanismo que quizds explique la
disminucidn observada del depdsito de grasa hepatica en nuestros participantes evaluado
a través del IAH:B (22.89 %). Por lo que, la semilla de chia al ser rica en ALA, perteneciente
a la familia de los AGP w-3, seria fundamental en la dieta de los sujetos con HGNA y Rl dado

que se podria inhibir la sintesis de novo y reducir la grasa hepatica.
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Cuando se analizd el efecto de la semilla de chia molida sobre las concentraciones de lipidos,
nosotros observamos una reduccidon estadisticamente significativa de 40.66 mg/dL
(14.51%) en la concentracién de TG. Nuestros resultados son similares a los reportados en
la literatura sobre la reduccién de la concentracion de TG plasmaticos después de la
suplementacion con AGP ®-3 en sujetos con HGNA (Di Minno et al., 2012). Por otro lado,
nuestros resultados van de la mano con los datos de Siri & Kraus (2005), quienes reportaron
gue la disminucion de la ingesta de hidratos de carbono se asocia de manera positiva con
las concentraciones de TG circulantes. Ademas, previas investigaciones han demostrado
gue laingesta AGP -3 se asocia con disminucidon de las concentraciones del colesterol total
y C-LDL (Rivellese et al., 2003; Dias et al., 2016). Sin embargo, en el presente estudio no

observamos efecto sobre éstos parametros lipidicos.

Una de las preguntas del presente estudio era, si el consumo de AGP ®»-3 pudiera tener un
efecto en la GAV. Los resultados del presente estudio demostraron que el depdsito de GAV
disminuy6 11.89 % (21.73 cm?), acompafiado de una pérdida de peso de 2.34%, es decir,
1.77 kg. Ademas, en los hombres se observd un incremento de manera significativa en la
concentracién de adiponectina del 15.54 %. Estos resultados van de la mano con los datos
de Vuksan y colaboradores (2017) que reporta pérdida de peso de 1.9 kg e incremento de
la concentracidn de adiponectina (6.5 %). Sin embargo, aquellos participantes siguieron una
dieta con restriccion calérica durante seis meses. Los resultados en conjunto sugieren que
probablemente el ALA de la semilla de chia pudieran tener un efecto benéfico sobre la
produccion de mediadores antiinflamatorios y antilipogénicos, como la adiponectina

(Hauner, 2005; Detopoulou et al., 2010; Gray et al., 2013).
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En el presente estudio uno de los hallazgos interesantes fue el posible efecto anti-
hiperglucemiante de la semilla de chia al comparar el drea bajo la curva de las dos pruebas
de tolerancia a la glucosa oral antes y después de la suplementacién con chia. Diversos
estudios clinicos han demostrado el efecto benéfico que tiene el consumo de la semilla de
chia a diferentes dosis, formulacion, tipo de ingesta y tiempo de intervencién; sobre la
reduccion de los picos postprandiales de glucosa (Vuksan et al., 2010; Ho et al., 2013). Son
de vital importancia estos resultados debido a que la hiperglucemia en ayuno y postprandial
es perjudicial para la salud porque podrian generar ERO produciendo estrés oxidante, que
se define como un desequilibrio entre factores prooxidantes y la capacidad de los propios

antioxidantes por neutralizarlos (Brownlee, 2005; Heine & Dekker, 2010).

Las ERO pueden generarse de forma enddgena a partir de reacciones metabdlicas de
oxidacion, que pueden causar dafio a lipidos, proteinas y acidos nucleicos, involucrados en
diversos eventos como la RI, DM2, hipertensién, dislipidemia, obesidad visceral y la
endotoxemia metabdlica (West, 2000; Penckofer et al., 2002; Chen et al., 2012). Con base
en los resultados de los marcadores de estrés oxidante (Tabla 7), la concentracién sérica
circulante del malondialdehido disminuyé al final de nuestro estudio, el cual es un marcador

de daiio lipidico (Young & McEneny, 2001).

Ademads, se observo una tendencia de incremento en la capacidad antioxidante total sérica
en los pacientes. Este efecto puede en parte apoyar y enriquecer la hipotesis de que la
semilla de chia al serrica en ALA y polifenoles, disminuye el estado proinflamatorio y exceso
de estrés oxidativo (Detopoulou et al., 2010; Martinez-Cruz & Paredes-Lépez, 2014;

Marineli et al., 2015). Dicha hipétesis se apoya alin mas con nuestros resultados obtenidos
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con base a la disminucién en la actividad de la enzima hepatica GGT (Tabla 5), de la cual se
ha reportado que su inhibicidn en la sintesis y actividad, mejoran el dafio hepatico a nivel
mitocondrial por disminucidon en la produccién de ERO inducidas por la hidrdlisis de
glutatién y el transporte intracelular de sus precursores (Karp et al., 2001; Ortega et al.,

2006).

Otro de los mecanismos por el cual la semilla de chia pudiera tener un efecto benéfico seria
a través de la captacién y degracidn de los lipidos oxidados mediante la accién de enzimas
localizadas en la estructura de las lipoproteinas HDL, como la PON1, que es un buen
indicador de su capacidad antioxidante (Mackness et al., 1991). Al evaluar esta propiedad
en nuestros participantes no se observé cambio alguno, sugiriendo quizas falta de tiempo
en el periodo de ingesta de la semilla de chia para ver cambios significativos en la actividad
de la PON1. Ademas, se ha reportado que las HDL son capaces de contra-restar la oxidacién
de las LDL. Sin embargo, cuando los sistemas oxidante-antioxidante del organismo no se
encuentran en equilibrio, como es el caso del HGNA, se genera estrés oxidativo
favoreciendo de esta manera la induccion de la lipoperoxidacion. Nuestros resultados del
presente trabajo mostraron que la susceptibilidad a la oxidacidon de las lipoproteinas no se
modificd al término del estudio, pero si hubo una disminucién en el tamafio estimado de
las LDL en el género femenino como previamente se ha reportado (Yu-Poth et al., 2000;
Kratz et al., 2002; Pedersen et al., 2003; Rivellese et al., 2003; Scheffer et al., 2003; Siri &

Krauss, 2005; Bos et al., 2007).
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Por otro lado, como vimos en la Tabla 8, se observé ligeramente un incremento del 1.47%
de las subpoblaciones HDL,a. Sin embargo, se ha reportado previamente que pequefios
cambios en la distribucidn de las lipoproteinas pueden impactar en gran magnitud (Siri &
Krauss, 2005; Hartweg et al., 2007; Herndez A et al., 2014; Dias et al., 2017; Herndez A et
al., 2017). Cuando estratificamos a nuestra poblacidn, en los hombres no se observd ningln
cambio en las cinco subpoblaciones de HDL ni en el tamaiio. Sin embargo, en las mujeres
incrementaron las subpoblaciones de las HDL grandes (HDLza-b) y disminuyeron las HDLsp,
asi como también, aumentd el tamafo promedio estimado de las particulas. Estos
resultados van de la mano con estudios epidemiolégicos previos, en los cuales reportan que
la ingesta de AGP ®-3 se asocia de manera positva con la concentracion de particulas HDL

grandes (Petersen et al., 2002; Annuzzi et al., 2012; Bogl et al., 2013; Dias et al., 2017).

Con el objetivo de mejorar la funcionalidad de las lipoproteinas por enriquecimiento con el
ALA proveniente de la semilla de chia, estudiamosy encontramos un incremento del 45.09%
en la concentracién de los AGP -3 en el plasma de nuestros participantes considerando la
suma de ALA, EPA y DHA, del cual 86.45% corresponde al ALA. En las particulas HDL y LDL
aisladas se observd una similar incorporacién. Sin embargo, las HDL fueron
preferentemente mds enriquecidas por un 147.54% con ALA que las particulas LDL,
125.81%. Estos hallazgos son interesantes ya que, en un estudio previo, se reporté que el
consumo de chia molida en mujeres postmenopdusicas con sobrepeso y no fumadoras
incremento la concentracién de ALA por 58% y EPA por 39% a diferencia del grupo control

y de los que consumian la semilla entera (Nieman et al., 2012).

57



Respecto al contenido de AG presentes en las lipoproteinas, se ha demostrado que son un
factor importante para la susceptibilidad a la oxidacion de las LDL (Scheffer et al., 2003). En
nuestro trabajo no se observd efecto en las particulas HDL y LDL aisladas sobre la
susceptibilidad a la oxidacion evaluada mediante el tiempo lag, a pesar de verse cambios
en el perfil de AG, reduccidn de peso y estratificado por género, similiar a como reporta
Kratz y colaboradores (2002). Por una parte, se vieron enriquecidas las particulas LDLy HDL
de AGP ®-3 con una disminucion de los AGM sdélo en las particulas HDL de manera
significativa. Diversos estudios han reportado que las dietas ricas en AGP resultan en
particulas LDL mas rapidamente oxidables que la de los participantes que consumen dietas
ricas en AGM (Yu-Poth et al., 2000; Kratz et al., 2002; Utarwuthipong et al., 2009). Sin
embargo, nuestros datos sugieren que a pesar de verse mas susceptibles a la oxidacién por
la presencia de AG con tres o mads dobles enlaces, también pudieran verse enriquecidas con
antioxidantes como los polifenoles presentes en la semilla de chia haciendo a las particulas

resistentes al proceso de la oxidacion.

El transporte reverso de colesterol se ha reportado como la principal funcién
antiaterogénica de las particulas HDL y los resultados empleando células de hepatoma de
rata de la linea celular FUuSAH y macréfagos THP-1 son contraditorios. Por un lado, se reporta
que el consumo de AGP ®-3 incrementan la capacidad de mobilizacidn del colesterol debido
a laincorporacion de los AGP -3 en las membranas (Montoya et al., 2002; Kasbi Chadli et
al., 2013). Sin embargo, en aquellos que reportan reduccidn, lo atribuyen a la disminucidn
en la hidrdlisis de los ésteres de colesterol y/o disminucion en la secrecion de la Apo E

(Fournier et al., 2016; Fournier et al., 2017). Al analizar nuestros datos se observa que
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disminuyd al término de la suplementacion con semilla de chia (Tabla 8). Por lo que, se
sugiere evaluar la composicion de las particulas HDL que quizas nos ayude explicar mas a

detalle dicho comportamiento.

El sobrecrecimiento bacterial, la produccién de endotoxinas y la alteracién de la barrera
intestinal se han sugerido participar en la patogénesis del HGNA. Respecto al andlisis de la
microbiota intestinal después de la suplementacion con semilla de chia abservamos que los
grupos bacterianos mas abundantes a nivel de phylum son Firmicutes y Bacteroidetes. A
nivel de género, los Bacteroides y Prevotella representan mayoritariamente la microbiota
intestinal. Se ha informado que Prevotella copri, una especie del enterotipo Prevotella se
asocia con inflamacidn intestinal, un factor de riesgo para el desarrollo del HGNA (Henao-
Mejia et al., 2012). También se ha reportado una relacién positiva entre la tolerancia a la
glucosa y el incremento en la abundancia de la especie P. copri. Sin embargo, los resultados
han sido controversiales con otros estudios sugeriendo que P. copri es dependiente del tipo

de dieta (Kovatcheva-Datchary et al., 2015; Pedersen et al., 2016).

A nuestro conocimiento, no se ha publicado en la literatura la presencia de Bifidobacterium
longum asociado con HGNA y RI. Nosotros encontramos disminucién de B. longum en la
poblacién con HGNA y después de la intervencidn con semilla de chia aumentd su
abundancia. Esta cepa es comunmente empleada como probiético y hasta el momento no
existe mucha informacidon de la presencia de esta bacteria en sujetos con HGNA. Sin
embargo, se sabe que el género Bifidobacterium tiene la capacidad de degradar mucina,
por lo que su presencia en la microbiota intestinal ocasiona disminucién del grosor de la

mucosa y a su vez, pérdida de la barrera protectora intestinal (Turroni et al., 2014).
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Interesdntemente, dentro de las bacterias que aumentaron su abundancia se encontré a
Bacteroides fragilis tanto en hombres como en mujeres. Se ha demostrado que esta
bacteria tiene un gran numero de enzimas que fermentan hidratos de carbono complejos
probablemente como los que se encuentran en la semilla de chia. La presencia de esta
bacteria se ha asociado con una mayor funcionalidad de la barrera epitelial (Wexler, 2007).
Hasta el momento no se ha asociado alguna bacteria en especifico con el desarrollo de
esteatosis hepatica. Sin embargo, estudios en humanos han sugerido existir la existencia de
disbiosis y su contribucién en la progresion de HGNA (Bashiardes et al., 2016; Boursier et

al., 2016).

Nosotros también hemos encontrado en nuestra poblacion, disminucion en la
concentracion de Ruminococcus, resultado que se ha asociado con proteccién en el
desarrollo de fibrosis hepatica (Boursier et al., 2016). Ademas, analisis metagendmicos
sugieren un incremento en rutas involucradas en la sintesis de lipidos en sujetos con NAFLD
en comparacién con sujetos sanos (Michail et al., 2015). Otra bacteria que se vio modificada
por la intervencidn con semilla de chia fue Bacteroides plebeius. La especie B. plebeius ha
demostrado ser capaz de adaptarse a la dieta local en diferentes grupos de poblaciones. En
particular, las cepas de B. plebeius en japoneses contienen un gen que es adquirido a partir
de bacterias marinas y que a su vez, se requiere para degradar al polisacarido porfirina. Este
carbohidrato se encuentra en algas comestibles y aparentemente no se encuentra en la

microbiota intestinal de las poblaciones Norteamericanas (Hehemann et al., 2010).
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Nuestros resultados sugieren que los AGP -3 presentes en la semilla de chia pueden
interaccionar con la microbiota intestinal. Sin embargo, este estudio exploratorio sugiere el
potencial de la semilla de chia como un prebidtico y agente antimicrobial que restaura la
abundacia de ciertas comunidades bacterianas, no obstante el mecanismo por el cual se

dan estos cambios no se ha dilucidado aun.
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LIMITACIONES Y FORTALEZAS

La fortaleza del presente estudio es que se estudia el efecto de un alimento funcional en
sujetos que presentan una enfermedad para tener una evidencia cientifica sobre los efectos
benéficos del consumo de la semilla de chia. Sin embargo, una de las limitaciones es que no
contamos con un grupo control. Una segunda fortaleza es que se pudo evaluar dos
propiedades funcionales de las particulas HDL (antioxidante y eflujo de colesterol) y se

sugiere evaluar la composicion de las particulas.

Considerando que en nuestra poblacién las enfermedades cardiovasculares son la principal
causa de muerte y el mecanismo de oxidacion de los lipidos contenidos en las particulas
lipoproteicas es un factor importante para el desarrollo de aterosclerosis; los resultados
sugieren evaluar en un futuro el contenido de antioxidantes en las particulas aisladas (HDL
y LDL) que pudieran explicar a mayor detalle su resistencia a oxidarse, a pesar de estar

enriquecidas con AG de un mayor numero de insaturaciones.
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CONCLUSIONES

Nuestros resultados sugieren que una dieta isocaldrica suplementada con semilla de chia
en sujetos que presentan HGNA y Rl tiene un efecto especifico de disminucién en: obesidad
visceral, acumulacion de grasa hepatica, triglicéridos plasmaticos circulantes y estrés

oxidante evaluado por un producto de lipoperoxidacion (malondialdehido).

Respecto al perfil de los AG, en el plasma incrementd hasta un 86.45% el ALA, principal
acido graso presente en la semilla de chia. En las particulas aisladas, las HDL fueron
preferéntemente mds enriquecidas de ALA que las LDL, 147.54% vy 125.81%,

respectivamente.

De manera particular, en el género masculino, incrementd la concentracién de adiponectina
hasta un 15.54%. En el género femenino, aumentd el tamano de las particulas HDL,
explicado por el aumento de las particulas HDLzap ¥ disminucién de las HDLs,. Ademas, en
la poblacién estudiada se observd que las particulas se vuelven resistentes a la oxidacién, a

pesar de enriquecerse de AGP y no existir cambio en el tiempo de latencia.

Por ultimo, en nuestros participantes la comunidad bacteriana Bifidobacterium longum y

Ruminococcus callidus disminuyd al término de la suplementacion con semilla de chia

molida.
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ANEXO

Consentimiento informado
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CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

TITULO: “Efecto de la Chia (Saivia Aispduica) sobre las caracteristicas estrocturales y funceomales de las
lipoproteinas de alta densidad en sujetos can higado graso no alcohobico y resistencia a ba insulina®.

Investigador respomsable: M en C. Aida Xechitl Medina Urrutia

ESTIMADO SEROR {A):

Sec ke esta invitando a participar cn este estudio de mvestigacadm debedo 2 que usted participd en el proyecto
GEA (Genética de 1a Enfermedad Aterosclerosa), y e dentifico que usted presenta higado graso y resistencia a
la msulina. Anm;dnquedecndapmwmemmmudn.uunpamnmqucmpocquéuemhu)mdo
esta investigackdn y bo que implica. Poc favor tamese todo el tiempo necesano para leer la siguiente
mformacian.

Pregunte cualquier cosa que no ke haya quedado del todo clara o s1 desea mas informaciéan.

PROPOSITO Y DESCRIPCION:

La obesidad en México ha mcrementado de forma comsiderable em las GMtimas décoadas. Los cambios
desfavorables en Jos habites de alimentacion y la poca actividad fisaca han favarecido que aumente el ndmero de
persanas com higado graso. Esta enfermedad es mmportamte, por que en algunos casos puede dar lugar a
enfermedades cronicas del higado, diabetes melkitus ¢ incluso mfartos. En el Departamento de Endocrinclogia
del Instituto Nacional de Candiologia *Ignacso Chivex” estamos realizando un estudio de intervencion en
persanas con higado graso y resistenciz a la insulina.

Hasta el momento no hay un tratarmiento especifico para estas alteraciones hepaticas; pero algunos estudios han
momdoqucnlmdnummnhmmllndos“ummw pucden mejocar estas
anormalidades. La chia (Salva hespinica) es una semulla nativa del sur de México y el norte de Guatemala, que,
por sus propiedades nutrimentales, medicinales y por su composicién, puede corregir ka resistencia a la insalina
y el higado gmaso.

EL OBJETIVO DE ESTA PARTE DEL ESTUDIO INCLUYE:

Analizar en unz seric de pacientes con diagndstico tomografico de higado graso y resistencia 2 ka insuling <
efecto del consumo de 25g de chia molida sobre la mejora en la resistencia 2 kb insuling, perfil de grasas en
sangre, y si los pasibles cambios pueden ayudar a mejorar el higado graso.

PROCEDIMIENTOS:

Usted 2cudira por tres meses, en 3 visitas mensuales al Departamento de Endecrinologia del Instituto Nacsonal
de Cardiologiz “Ignacio Chivez”, donde le atenderd una nutndloga. St usted esta de acucrdo en participar y
refine Jas condicicaes para este estodio, se le hardn las sigusentes pruchas y procedimicntos:

1. Se le hard un breve interrogatornio para conooer sus condicicacs de salud 2 partir de su Gitima visita 2l
de Endocrinologia
2. El nutnélogo bo hard un examen fisico midsendo su estatura, su pesa, circunferenciz de cinturz, de
cuello y de brazo, asi como wma serie de mediciones del tejido adiposo, para medir l2 cantsdad de grasa
corporal, ademas de medir su frecuencia cardiaca y presadm arterial.
1. Sc le tomard una muestra de sangre, equivaleme a 4 cucharadas (40 ml) en las visitas mensuales (tres).

han BadasoNe 1, Col Soocsia XV, Dedegacein Thipon, C P a0, Magoo, D F
Tel (SS1S573 90 mas 11209 Denps Swww, cardudegiaa g My
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4. Scrd necesanio goe se presente on ayuno de 12 horas, sin haber mgerido exceso de bebidas alcohélicas.

5. Pam lograr los objetivos, ke serd extraida una muestra de sangre. Parte de ka muestra servird parz medir
los niveles de glucosa y ¢l perfil de lipidos, pama conocer su perfil metzbélico y dar seguimiento a las
mediciones que se be hicieron en la cita anterior.

6. Después de esta seric de procedimientos, usted pasard con la nutndloga asignada, quien le dard las
instruccianes acerca de su alimentacsdn durante ¢l estodio. Asl como de l2 programacica de las citas
mensuales.

7. Sc k proporcionara la semilla Chia (25 gramos), en bolsitas individuales para su consamo diana, asé
como las instruccsones procisas de odemo comerla. Sc entregard la cantidad necesama para un mes, ¢s
decir, hasta que usted acoda a su proxima visita.

£. Durante el transcurso del estudso una nutridloga se encargard de realizar contacto telefémico | vez por

ascgurarse gac usted no tenga dudas sobre su alimentacsdn, o presente 2lgunz molestia con
el comsumo de la Chia.

9. Sc le practicara el estudso radsoldgico canocado como Tomografia Computada, al final del estudio, para
comocer la cantidad de grasa en higado.

RIESGOS FISICOS:

Durante el procedimicnto para obtener ka muestra de sangre de una vena del brazo, puede sentir alguna molestia
o dolar ligero. En algumas persanas se puede presentar um hematoma (moretdn) que desaparece on varics dias
El consumo de Ja chiz en algunas perscaas puede ocasiomar molestias como som distension abdominal nausea,
estreflimicnto o célicos, es necesario que esta sissomatologia la comunique 2 la sutridloga para que haga las
modificaciones pestinentes.

RIESGOS DE LA INFORMACION:

La informacion perscmal, la obtemida por el cuestionano y los resultados de laboratoro se codificaran (su
nombre no aparecerd en ninguna publicacidn o informe que se genere del estodio).

Teda lz informacita que se obtenga, se almacenard en un lugar seguro y nos ajustaremos 2 los procedimscntos
mtemoes y regulaciones gubemamentales parz proteger la informacion persomal y de laboratorio, se consubtara
parz comprobar que ¢s camecta y cormespoade 2 los examenes gue ke fueron practicados. Esto hard ¢l personal
qgae participz en la realizaciém del estadio y que mantendri |a coafidencizlidad de sa informacion.

BENEFICIOS:

La visita 2l médico, los exdmenes de laboratario y el estudio radicdégico san sim costo para usted. Es importante
gae usted sepa que no percibird pago alguno par participar de manerz voluntariz en el estudso. Los resaltados de
lipidos en samgre, glucose, cifras de tensidn arterial y ka deteccidn de la presenciz de higado graso permatirdn
somar medadas proventivas en sa sakad.

Los resultados de estas procbas las podra wsted recoger en 2 semanas.

Su participaciéa en esta investigacion podrd ayodar a las persomas con alteraciones en el metabolismo de la
ghcosa y aquellas que %engan higado graso en un futwro, a través de mejoras en los diagndsticos y los
tratamientos.

PARTICIPACION VOLUNTARIA Y DERECHO DE LAS PERSONAS A TERMINAR SU
PARTICIPACION.

Su particapacion en este estudso cs voluntana, y usted pucde rehusarse 2 participar. Si decade participar se le
pedira que firme esta focma de consentsmiento.

En caso de tener alguna duda sobee ol estudio, por favar comunicarse com la M en C Asda Xechitl Medina
Urruatia, respomsable del estadio, teléfomo: 5573 2911 ext. 2611 o con la Nutnéloga Maria del Carmen Gonzdlez
Salazar, en el [nstitato Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez".
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Continuacion
Consentimiento informado

SALU D ‘%} Instituto Nacional de Cardiologi
Ignaco Chidvez
: Vs 4
SRS TARIA I AL ST = > - Evolucion Continus \"‘/

2015 Aho del Generallsimo José Marka Morelos y Pavan®

Estay de acverdo con particspar en este estudso.

Firma del participante Fecha
Nombre completo del participante

Firma del testigo Fecha
Nombre completo del testigo
Direcciém completa

Firma del testigo Fecha
Nombre completo del testigo
Darecciém completa

Firma de Ja persana Fecha

Que 2plicd lam

De comsentimiento Nombre completo
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